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LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Significado

Promedio de la sefial del blanco

Razon de verosimilitud de un ensayo positivo

Superficie de contacto entre el electrodo

Area bajo la curva ROC

Anticuerpo

Acido desoxirribonucleico

Antigeno

Anticuerpos anti-gliadina

Area de inmovilizaciéon

Anadlisis de varianza (siglas en inglés)

Anticuerpo anti-IgA humana rotulado con peroxidasa
Anticuerpo anti-IgG cabra rotulado con peroxidasa
Anticuerpo anti-IgG humana rotulado con peroxidasa
Anticuerpo anti-Ig rotulado con peroxidasa

Asociacidn oficial de Quimicos Analiticos (siglas en inglés)
Anticuerpos anti-péptidos deaminados de gliadina

Acido ribonucleico

Anticuerpos anti-transglutaminasa
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Albumina Sérica Bovina (siglas en inglés)

Concentracidn del analito que produce el 50% de la respuesta maxima
Composito grafito-epoxi con conector magnético (siglas en inglés)
Cromatografia liquida de alta resolucion

Cromatografia liquida de alta resolucion- Espectroscopia masa/masa
Carboximetilcelulosa

Concentracion de la especie O en la interfaz

Células presentadoras de antigenos

Concentracidn de la especie R en la interfaz

Coeficiente de variacion porcentual

Pendiente del punto de inflexion de la curva sigmoidea
2,3-Diaminofenazina (siglas en inglés)

Disefio Central Compuesto

Desviacion estandar
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ER.
ET.
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Ef
EIE
ELISA
EMA
ERB
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F(ab)2
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fn
fp
Fv
Fv
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HLA
HRP
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IConax
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IF

IFI
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Desviacidn estandar de la pendiente
Desviacidn estandar del ensayo blanco
Deseabilidad global

Potencial

Electrodo auxiliar

Electrodo de referencia

Electrodo de trabajo

Potencial normal del par rédox

El potencial en la interfaz electrodo-solucion
Eficiencia catalitica

Espectroscopia de Impedancia Electroquimica
Enzimoinmunoanalisis (siglas en inglés)
Anticuerpos anti-endomisio

Elemento de Reconocimiento Biologico

Especificidad

Sociedad Europea para Gastroenterologia Pedidtrica, Hepatologia y

Nutricién (siglas en inglés)

Amplitud de la onda cuadrada

Constante de Faraday

Dos fragmentos Fab

Frecuencia resonante

Fragmentos de union al antigeno (siglas en inglés)
Regidn constante

Falsos negativos

Falsos positivos

Regidn variable

Fragmentos variables del anticuerpo

Frecuencia de onda cuadrada

Composito grafito-epoxi (siglas en inglés)
Antigeno leucocitario humano (siglas en inglés)
Peroxidasa de rabano picante (siglas en inglés)
Corriente que atraviesa la interfaz electrodo-solucion
Intensidad de Corriente

Respuesta electroquimica maxima

Respuesta electroquimica minima

Intensidad de fluorescencia

Inmunofluorescencia indirecta



IgA
IgD
IgE
IgG
IgM

IL

INF-y

LGC
LIE
-LR

MCC
m-GEC
MSR

NAD*

OLS
OPD
PBS
PBST
PDG
PFN
PFP
PM
PM1
PM>
PMQ
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Inmunoglobulina A

Inmunoglobulina D

Inmunoglobulina E

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Interleuquinas

Interfer6n-gamma

Indices de refraccion

Indice Youden

Constante de equilibrio de una reaccién

Constante aparente de Michaelis

Constante de velocidad de la reaccion estandar
Constante de asociacion

Constante catalitica

Limite de cuantificacion

Limite de deteccion

Maquina laser de grabado y corte

Linfocitos intraepiteliales

Razon de verosimilitud de un ensayo negativo

Masa

Microbalanza de Cristal de cuarzo

Magneto compdsito grafito-epoxi (siglas en inglés)
Metodologia de Superficie Respuesta

Numero total de determinaciones

Forma oxidada de la nicotinamida adenina dinucledtido
Numero de electrones involucrados en la reaccion
Cuadrados minimos ordinarios (siglas en inglés)
o-fenilendiamina (siglas en inglés)

Solucién tampon de fosfato 0,01 M, 0,15 M NaCl, pH 7,4
Solucion tampdn fosfato 0,01 M, 0,15 M NaCl, 0,05% v/v Tween 20, pH 7,4
Péptidos deaminados de gliadina

Probabilidad de Falso Negativos

Probabilidad de Falso Positivos

Particulas magnéticas

Particulas magnéticas funcionalizadas con grupos tosilos
Particulas magnéticas especificas para unir péptidos

Proceso de medida quimico



R%
R
RIA
ROC
RPS
scFv

SE

SELEX

SPCE-MWCNTs-

NPAus
SPE
t
Tq
TEC
TG2
TMB
TMR

uv
V’max
\Y@
VG
VIS
vn
vOC
vp
VPD
VPN
VPoeg
VP,
VRA
WLS

AE
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Constante universal de los gases ideales
Recuperacién porcentual

Coeficiente de determinacién
Radioinmunoensayo

Caracteristicas Operativas del Receptor (siglas en inglés)
Resonancia de plasmones superficiales

Fv simple cadena (siglas en inglés)

Sensibilidad

Evolucion sistematica de ligandos mediante enriquecimiento exponencial
(siglas en inglés)

SPE nanoestucturados — nanotubos de carbono multicapas modificados con
carboxilos - nanoparticulas de oro

Electrodos monouso impresos (siglas en inglés)
Tiempo de medicion de corriente

Tiempo de retardo

Transistor de efecto campo

Transglutaminasa tisular

3,3,5,5 -tetrametilbencidina

Tetrametilrosamina

Unidades arbitrarias de anticuerpo

Region espectral ultravioleta

Velocidad maxima aparente

Voltametria Ciclica

Valor predictivo global

Region espectral visible

Muestra verdaderamente negativa

Voltametria de Onda Cuadrada

Muestra verdaderamente positiva

Voltametria de Pulso Diferencial

Voltametria de Pulso Normal

Valor predictivo del resultado negativo

Valor predictivo del resultado positivo
Voltametria de Redisolucién Anddica

Cuadrados minimos ponderados (siglas en inglés)
Concentracidn del analito en estudio

Altura entre escalones

Coeficiente de transferencia
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Longitud de onda de emisién
Longitud de onda de excitaciéon
Modulo de corte del cuarzo
Densidad

Periodo de onda cuadrada
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permitiendo eventualmente la remodelacion de la mucosa con hiperplasia de las criptas y
atrofia de las vellosidades. Ademas, la activacién de los linfocitos B y la pérdida de
tolerancia posibilita la producciéon de anticuerpos anti-TG2 (Crespo Pérez y col., 2012).
Figura 4.1. Soporte magnético construido para las placas de microtitulacion de 96
pocillos. (a) Vista lateral en la cual se observa la plataforma acrilica donde 8 magnetos se
colocaron en la zona central para luego servir de soporte a las placas; (b) Vista superior
en la cual la placa ha sido posicionada sobre el soporte magnético de tal manera que los
magnetos queden en la zona central de dos filas de pocillos, mejorando asi la extraccion
del sobrenadante en cada etapa de reaccion inmunologica sin aspiracion de las particulas
magnéticas modificadas.

Figura 4.2. Representacion esquematica de la reaccién inmunologica sobre la superficie
de las particulas magnéticas localizadas en los viales de las placas de microtitulacion.
Figura 4.3. Construccion del electrodo c-GEC. (a) Partes constituyentes del electrodo c-
GEC y (b) electrodo c-GEC ensamblado.

Figura 4.4. Conector para SPE. (a) Partes que constituyen el conector para SPE y el SPE,
siendo E.R. = electrodo de referencia, E.T. = electrodo de trabajo, E.A. = electrodo
auxiliar; (b) SPE ensamblado en el conector y listo para usar.

Figura 4.5. Esquema del protocolo del magneto inmunosensor electroquimico utilizando
los sistemas de tres electrodos y SPE como transductores.

Figura 4.6. Esquema del protocolo del magneto inmunosensor electroquimico destinado
a la deteccion de ATG2.

Figura 5.1. (a) Mecanismo enzimatico de HRP sobre la superficie del electrodo, y (b)
Estructuras quimicas de los cosustratos de HRP.

Figura 5.2. Voltametria Hidrodindmica. En la Tabla 4.1 se muestran las condiciones
experimentales para los siete sistemas HRP-cosustrato-H,O,.

Figura 5.3. Voltametria de onda cuadrada y amperometria. En la Tabla 4.1 se muestran
las condiciones experimentales para los siete sistemas HRP-cosustrato-H,O,.

Figura 5.4. Estudios cinéticos de la reaccién enzimadtica con hidroquinona-H,O, como
sustratos. El grafico de la densidad de corriente (pA cm™) obtenido por VOC en funcion
del tiempo de reaccién (s) para 1,9 x 10° mol L™ de HRP, 2 x 102 mol L de
hidroquinona, 2 x 107 mol L™ de H,0, y soluciéon tampoén de fosfato o,1 mol L™ y KCI 0,1
mol L7, pH 7,50 como medio de reacciéon. Primero, se evaluaron 10 ciclos consecutivos
cada 60 s durante 10 min. En el grafico inserto, se recolectd la sefial electroquimica cada
20 s durante 3 min.

Figura 5.5. Grifico de la respuesta relativa (densidad de corriente/concentracion
enzimatica) en pA cm™/107° mol L™ en funcién de los sistemas HRP-cosustrato-H,0,
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fueron [HRP] = 3,8 x 10™° mol L7, [fenol] = 2,5 x 102 mol L™, [H,0,] =1,25 x 102 mol L™ a
un pH de 7,5; para el sistema HRP-OPD-H,O, fueron [HRP] = 3,8 x 10® mol L™, [OPD] =
2,5 x 10> mol L7, [H,0,] = 1,25 x 102 mol L™ a un pH de 6,0; para el sistema HRP-p-
clorofenol-H,O, fueron [HRP] = 1,9 x 10™° mol L™, [p-clorofenol] = 7,5 x 10 mol L7,
[H.O,] = 1,9 x 102 mol L™ a un pH de 6,0; para el sistema HRP-hidroquinona-H,O,
fueron [HRP] = 3,8 x 10™° mol L™, [hidroquinona] = 2,5 x 102 mol L™, [H,0,] = 2,5 x 1073
mol L™ a un pH de 7,5; para el sistema HRP-pirocatecol-H,O, fueron [HRP] = 9,5 x 10™°
mol L™, [pirocatecol] = 2,0 x 10> mol L™, [H,0,] =1,0 x 10> mol L™ a un pH de 6,0; para el
sistema HRP-p-aminofenol-H,O, fueron [HRP] = 9,5 x 10 mol L™, [p-aminofenol] = 2,0
x 107> mol L7, [H,0,] = 2,0 x 102 a un pH de 5,0. Para todos los sistemas la solucién
tampon fue fosfato o,1 mol L™ y KCl 0,1 mol L™. La desviacion estandar se calculd para n =
3.

Figura 5.6. Curvas de calibracién para el cosustrato oxidado comercial p-benzoquinona
(negro) e hidroquinona oxidada electroquimicamente (verde oliva).

Figura 5.7. Curva de calibraciéon de la respuesta electroquimica en funcién de la
concentracion de los cosustratos oxidados electroquimicamente.

Figura 5.8. Curva cinética enzimdtica para el sistema HRP-OPD-H,O, y grafico
reciproco de Lineweaver-Burk en el grafico inserto. Condiciones de reaccion: solucion
tampon de fosfato 0,1 mol L™ y KCl 0,1 mol L™ a pH de 6,0; concentraciéon HRP = 3,8 x
10° mol L™. (a) Concentracién H,O, constante = 6 x 10> mol L™; (b) concentracién OPD
constante = 2,5 x 10> mol L™.

Figura 5.9. Representacién esquemadtica de tres procedimientos competitivos
denominados estrategias 1, 2 y 3 para la determinacion de biotina. Etapa A: incubacion de
biotina con PM-estrepatavidina, Etapa B: separacion mediante m-GEC y lavado, Etapa C:
adicion de biotina-HRP e incubacion.

Figura 5.10. Voltamograma obtenido mediante la VOC para la estrategia 2, cuyas
condiciones fueron 2,5 x 10® y 1,25 x 10> mol L™ de OPD y H,O,, respectivamente, a un
pH de 6,0y 60 s de tiempo de reaccion.

Figura 5.11. Respuesta electroquimica media con su desviacién estandar (n = 3) para las
diferentes estrategias en la reaccion de afinidad.

Figura 5.12. Respuesta electroquimica media con desviacion estdndar (n = 3) para cada
concentracion de biotina-HRP. Las condiciones experimentales fueron PM-estreptavidina
de 0,35mgmL" y biotina-HRP desde 3,7 x10° a 4,5 x 10° mol L.

Figura 5.13. Curva de regresion de biotina: densidad de corriente en funcion de la
concentracion de biotina. Las condiciones experimentales fueron PM-estreptavidina de
0,35 mg mL", biotina-HRP de 3,5 x 10® mol L y biotina desde 4 x 10® a 3,57 x 107 mol L".

El gréfico inserto incluye cinco voltamogramas tipicos mediante VOC.
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Figura 5.14. Recuperacion % para muestras con adicion de biotina y solucion estandar (a)
a 12 pg de biotina en 100 g, y (b) a 150 pug de biotina en 100 g, en funcion del tiempo. Cada
columna representa la media de al menos cinco medidas con la desviacion estandar.
Figura 5.15: Inmovilizacién de TGz sobre las PM tosilo.

Figura 5.16. Curva de calibracion de BSA en agua milliQ para el ensayo de Bradford.
Figura 5.17. Espectro de absorcion de soluciones evaluadas mediante el método Bradford:
ensayo blanco de reactivo (negro), ensayo de BSA (rojo) y ensayo de TGz (azul), ambos a
0,55 mg mL™.

Figura 5.18. Estudio de estabilidad de PM-TG2 analizadas mediante el magneto
inmunoensayo fluorescente. Las condiciones experimentales fueron: 0,05 mg mL™ de PM-
TG2, titulo de ATG2 de 1:8000 y titulo de antilgG-HRP de 1:20000. Las barras de error
muestran la desviacién estandar para n = 3.

Figura 5.19. Reaccién de oxidacion de OPD.

Figura 5.20. Reaccion de oxidacion de TMB.

Figura 5.21. Espectros de excitacién (color verde) y emision (color oliva) obtenidos
mediante el espectrofluorimetro, y espectro de absorcion (color rojo) obtenido mediante
el espectrofotometro para (a) DAP y (b) TMB.

Figura 5.22. (a) Efecto de la adicion de Triton. Ensayo blanco de reactivos: (1) 2% m/v de
Tritén X-100; (2) [PM-TG2] = 0,05 mg mL"; (3) [PM-TGz2] = 0,05 mg mL"; [OPD] =1x 10>
mol L% [H,0,] =1x 10 mol L". Ensayo sin HRP: (4) ensayo reactivo N° 3 + [Triton X-100]
=1% m/v; (6) ensayo reactivo N° 3 + [Triton X-100] = 2% m/v; (8) ensayo reactivo N° 3 +
[Triton X-100] = 3% m/v y (10) ensayo reactivo N° 3 + [Triton X-100] = 4% m/v. Ensayo
con [HRP] = 1.5x10™"° mol L™: (5) ensayo N° 4 + HRP, (7) ensayo N° 6 + HRP, (9) ensayo N°
8 + HRP y (11) ensayo N° 10 + HRP. (b) Determinacion de la actividad de HRP en ausencia
y en presencia de Tritén al 2%m/v. Las barras de error muestran una desviaciéon estandar
para n=3. Solucion tampon de citrato-fosfato 0,1 mol L7, pH 5,0 y tiempo de reaccion = 22
min.

Figura 5.23. Intensidad de fluorescencia del sistema HRP-OPD-H,O, en presencia y
ausencia de Triton X-100 en color negro y verde, respectivamente.

Figura 5.24. IF en funcion del tiempo para el sistema HRP-TMB-H,0.,.

Figura 5.25. Curvas de calibracion obtenidas mediante dos sistemas de revelacion con
deteccion fluorescente: OPD-H,O,-Tritén y TMB-H,O,. Condiciones de la reaccion: o,5
mg mL" de PM-TG2, titulo de ATG2 desde 1:70000 a 1:300 y titulo de antilgG cabra-HRP
de 1:20000. Condiciones de los sistemas de deteccion: (a) OPD 1x 10> mol L7, H,O,1x 107
mol L™y 2 % v/v de Tritén en solucion tampon de citrato-fosfato 0,1 mol L™ a pH 5,0, y (b)
TMB 5 x10”° mol L™ y H,O, 5 x 10° mol L™ en solucion tampon de citrato-fosfato o,1 mol L

"apH 4,2.
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Figura 5.26. Optimizacion de la concentracién de PM-TGz2. En el ensayo indirecto, el
titulo antilgG cabra-HRP fue 1:20000. Las barras de error muestran una desviacion
estandar para n=3.

Figura 5.27. Curvas estandares de ATG2 contra diferentes titulos de anticuerpo antilgG
cabra-HRP: 1:40000 en negro; 1:30000 en rojo; 1:20000 en verde y 1:10000 en azul.
Condiciones experimentales: [PM-TGz2] 0,05 mg mL™; [OPD] de 1 x 102 mol L; [H,0,] de
1 x 107> mol L7; [Triton X-100] de 2 % m/v; solucion tampon de citrato-fosfato 0,1 mol L™ a
pH 5,0. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.28. Curva estandar del titulo de ATG2 obtenida mediante el magneto
inmunoensayo fluorescente en las condiciones 6ptimas. Las barras de error muestran la
desviacion estandar para n=3.

Figura 5.29. Curvas de calibracion para diferentes matrices obtenidas mediante el
magneto inmunoensayo fluorescente. Las barras de error muestran la desviacion estandar
para n=3.

Figura 5.30. Evaluacién de la presencia de uniones no especificas. Las condiciones
experimentales fueron: [PM-BSA] = 0,05 mg mL” y [PM-TGz2] = 0,05 mg mL"; 1:20000 de
antilgA humana-HRP; [OPD] =1 x 102 mol L% [H,0,] = 1 x 102 mol L [Tritén X-100] =
2% m/v; solucion tampoén citrato-fosfato de o,1 mol L7, pH 5,0. Las barras de error
muestran la desviacion estandar para n=3.

Figura 5.31. Seleccion del factor de dilucidon de la muestra. Las barras de error muestran
la desviacion estandar para n=3.

Figura 5.32. Curva ROC para seleccionar el valor de corte de ATG2. En diagonal: linea
indiferente.

Figura 5.33. (a) Resistencia superficial del electrodo c-GEC y E en el pico de reduccién de
la solucion de ferricianuro de potasio de 2 mM y 0,10 mol L™ de NaCl, y (b) Resistencia
superficial del electrodo c¢-GEC e IC en el pico de reduccién de la solucién anterior. Se
obtuvo el pico de la intensidad de corriente mediante VOC en un rango de E desde 600 a
o mV contra Ag/AgCl en una solucion 3 mol L™ NaCl como electrodo de referencia.
Figura 5.34. Voltamogramas ciclicos obtenidos mediante diferentes electrodos en una
solucidn de ferricianuro de potasio de 2 mM y 0,10 mol L™ NaCl. Rango de E: -0,4a 0,8 V
en funcion del electrodo de Ag/AgCl en solucidon de NaCl de 3 mol L™ como electrodo de
referencia y Ag como electrodo de pseudo-referencia, para c-GEC y SPE respectivamente.
Velocidad de barrido: 0,1 V s7'. Electrodo SPE (en verde); electrodo c-GEC desnudo (en
rojo); el mismo electrodo c¢-GEC después de su empleo como transductor del magneto
immunosensor para la deteccién de ATG2, y una etapa de pulido subsiguiente (en azul);
electrodo c-GEC desnudo en solucién de NaCl o,,0 mol L" (en negro). Para el

inmunoensayo, la solucion de PM-TGz fue 1,5 mg mL", ATG2 diluido 1:9200 y el
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anticuerpo antilgG cabra-HRP diluido 1:20000.

Figura 5.35. Optimizacion de la concentracion de PM-TG2 a 1:20000 de anticuerpo
antilgG cabra-HRP. Las barras de error muestran la desviaciéon estandar para n = 3.
Figura 5.36. Optimizacion de la dilucion de antilgG cabra-HRP a 0,75 mg mL™ de PM-
TGz y 1:1600 de ATGz2. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.
Figura 5.37. Seleccion del tiempo de reaccion. Las barras de error muestran la desviacion
estandar paran = 3.

Figura 5.38. Curva estandar del titulo de ATG2 obtenida mediante el magneto
inmunosensor electroquimico en las condiciones optimas. Las barras de error muestran
la desviacion estandar (n=3).

Figura 5.39. Curvas de calibracién para diferentes matrices obtenidas mediante el
magneto inmunosensor electroquimico. Las barras de error muestran la desviacion
estandar para n=3.

Figura 5.40. Voltamogramas obtenidos mediante VOC para los inmunoensayos con el
sistema de tres electrodos (color oliva) y el sistema SPE (color verde). Condiciones de
reaccion: 0,75 mg mL™ de TG2-MB, 1:2000 de titulo de ATGz2, 1:20000 de antilgA humana-
HRP y 2,5 y 1,25 x 10® mol L" de concentraciones de OPD y H,O, en solucién tampon a
pH 6,0 como medio de reaccion. Ademds se muestra el voltamograma blanco, en
ausencia de ATGz2 (rojo).

Figura 5.41. Deteccidén voltamétrica de los diferentes factores de dilucion de suero
usando el magneto inmunosensor electroquimico para ATG2-IgA. Las barras de error
muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura s5.42. Concentraciones de ATG2 en los cuatro ensayos para estimar la
especificidad del inmunosensor con TGz (barra negra) y BSA (barra verde) inmovilizadas
en PM. Condiciones de la reaccion: antilgA humana-HRP de 1:20000; OPD y H,O, de 2,5
y 1,25 x 10> mol L™ respectivamente a pH 6,0 como medio de reaccion. Las barras de error
muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.43. Curva ROC para seleccionar el valor de corte de ATG2. En Diagonal: linea
indiferente.

Figura 5.44. Seleccion de la concentracion de PDG a inmovilizar sobre PM2. Condiciones
experimentales: 0,1 mg mL" de PM2-PDG, sueros positivos y negativos diluidos 1:25
confirmados clinicamente, y anticuerpo antilgA humana-HRP de 1:20000. Las barras de
error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.45. Curva de calibracién de glicina. El grafico inserto incluye los espectros para
los cinco estandares de glicina analizados.

Figura 5.46. Efecto de los diferentes bloqueos a las PM2-PDG sobre el rendimiento del

magneto inmunosensor electroquimico para APDG. Condiciones experimentales: 0,1 mg
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mL” de PM2-PDG, sueros positivos (SP 1 y 2) y negativos (SN 1y 2) diluidos 1:25 y
anticuerpo antilgA humana-HRP de 1:20000. Las barras de error muestran la desviacion
estandar paran = 3.

Figura 5.47. Estudio de estabilidad de las PM2-PDG realizado con el magneto
inmunosenor para un suero negativo y otro positivo, confirmados con biopsia. Las barras
de error muestran una desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.48. Seleccidn del tipo de PM donde inmovilizar a los PDG. Controles positivo
fuerte (CPF), positivo débil (CPD) y negativo (CN), sueros positivos (SP 1-5) y negativos
(SN 1-3). Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.49. Seleccion de la cantidad de PM2-PDG por inmunoensayo. Las barras de
error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.50. Seleccidn de la dilucidn de suero. Las barras de error muestran la desviaciéon
estandar paran = 3.

Figura 5.51. Seleccion del titulo de anticuerpo antilg humana-HRP para la deteccién de
APDG del isotipo (a) IgG y (b) IgA. Las barras de error muestran la desviacion estandar
paran = 3.

Figura 5.52. Seleccidn de la concentracion de PM1-TGz. Las barras de error muestran la

desviacion estandar para n = 3.
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En la presente tesis se optimizaron siete sistemas de deteccidn electroquimicos basados en la
respuesta enzimatica de la peroxidasa de rdbano picante (HRP) frente a H,O, como sustrato y
diferentes cosustratos: OPD (o-fenilendiamina, por sus siglas en inglés), hidroquinona, fenol, TMB
(3,3),5,5 -tetrametilbencidina), p-clorofenol, p-aminofenol y catecol. Primero, el tiempo de reaccion,
la secuencia de adicion de los sustratos, la relacion cosustrato: H,O, y la técnica electroquimica se
evaluaron mediante ensayos de optimizacion de un factor para cada sistema HRP-cosustrato-H,O,,
Segundo, el pH del medio de reaccion, la actividad enzimatica y las concentraciones de sustrato y
cosustratos se seleccionaron aplicando la metodologia de superficie de respuesta (MSR). En las
condiciones Optimas para cada sistema se construyo una curva de calibracion donde la respuesta
electroquimica (intensidad de corriente) se evaluo a diferentes concentraciones de HRP. El sistema
que brindé un mayor rendimiento analitico se seleccion6 debido a que, posteriormente, se lo aplico
como sistema de revelacion de los magnetos sensores de afinidad electroquimicos. El sistema HRP-
OPD-H,O, present6 el mejor comportamiento analitico debido a que se logré determinar la
concentracion de HRP a muy bajo nivel, en un amplio intervalo lineal y con una elevada sensibilidad
analitica. Estos resultados suponen una gran ventaja en su posterior aplicacién como sistema de
revelacion, debido a que el analito investigado se encuentra directamente relacionado con la
respuesta del producto catalizado por HRP. Ademas OPD fue el cosustrato que presentd la mayor
eficiencia para la enzima HRP teniendo en cuenta su comportamiento cinético.

Con la finalidad de poner a prueba la capacidad de las particulas magnéticas (PM) de
preconcentrar y recuperar a un analito de interés a partir de una matriz compleja, se desarrollo un
magneto biosensor electroquimico basado en la reaccion de alta afinidad de la biotina-
estreptavidina. El biosensor se disefid para la cuantificacion de biotina a partir de una matriz muy
compleja como son los productos alimentarios. La reaccidn de afinidad tuvo un formato competitivo,
donde biotina estandar o presente en las muestras compitid con biotina marcada con HRP por los
sitios de unién de la estreptavidina inmovilizada en la superficie de las PM. Luego las PM
modificadas se capturaron mediante el transductor m-GEC (magneto compdsito grafito-epoxi, por
sus siglas en inglés) y se realizaron las lecturas electroquimicas con el sistema de revelacién de HRP-
OPD-H,0O, seleccionado anteriormente. Buenas recuperaciones se obtuvieron a partir de dos

alimentos, un suplemento dietario y una formulacion infantil, con una variabilidad aceptable, menor

=]



Kergaravat, Silvina Vanesa -2014 -

RESUMEN

al 15%. Esto sugiere que la simple extraccion de biotina a partir de los alimentos se ve favorecida con
el uso de las PM como soporte; siendo este un antecedente importante debido a que,
posteriormente, se las utilizo en la deteccion de anticuerpos presentes en sueros humanos.

A continuacion, el uso de PM como soporte de la reaccion de afinidad, acoplado a un sistema de
revelacién optimizado, se implemento en el desarrollo de magnetos inmunoensayos con deteccion
fluorescente y electroquimica, destinados a la deteccion de anticuerpos presentes en los enfermos
celiacos, con la finalidad de mejorar la sensibilidad de las metodologias utilizadas rutinariamente en
los centros de salud para el diagnostico de dicha patologia.

En primer lugar, se elabor6 un magneto inmunoensayo fluorescente con la finalidad de
determinar los anticuepos anti-transglutaminasa (ATG2) del isotipo IgA en los enfermos celiacos.
Por un lado, se optimizaron dos sistemas de revelacion con deteccion fluorescente para la enzima
HRP frente a H,O, como sustrato y OPD o TMB como cosustratos. Luego se disefi6 el inmunoensayo
en placas de 96 pocillos con formato indirecto para la deteccion de los ATGz2, el cual consistio en la
inmovilizacion de TGz sobre las PM y dos etapas de incubacién: la primera con ATG2 estandar y la
segunda con un anticuerpo antilg rotulado con HRP (antilg-HRP). La captura de las PM modificadas
se realizd mediante la colocaciéon de un potente magneto por debajo de las placas. Posterior a la
seleccién de las concentraciones optimas de los reactivos involucrados en la inmunoreaccidn, se
aplico esta metodologia para la deteccion fluorescente de ATG2 en sueros de pacientes
diagnosticados como celiacos o no celiacos. El andlisis de los resultados se realizo mediante las
curvas de Caracteristicas Operativas de Receptor (ROC, por sus siglas en inglés), obteniendo
elevados valores de sensibilidad (SE) y especificidad (ES) (96,6% y 94,7%, respectivamente). Ademas
estos resultados se compararon con los obtenidos mediante un ensayo enzimoinmunoandlisis
(ELISA, por sus siglas en inglés) comercial, considerado como método de rutina para los ATG2,
logrando una eficiencia del 93,7 %.

En segundo lugar, se desarrollé un magneto inmunosensor electroquimico para la deteccién de
ATGz2-IgA. El formato fue similar al del inmunoensayo fluorescente, s6lo que en el caso del
inmunosensor el desarrollo se realizé en tubos Eppendorf'y la captura de las PM modificadas se llevo
a cabo sobre la superficie del electrodo de trabajo. En esta metodologia se utilizé el sistema de
revelacion electroquimico HRP-OPD-H,O, seleccionado anteriormente. Posteriormente, se
evaluaron sueros de pacientes clinicamente clasificados como celiacos y no celiacos y los resultados
obtenidos se analizaron mediante las curvas ROC. En este caso se obtuvo una mayor SE y una menor
ES (100% y 84%, respectivamente) en comparacion al magneto inmunoensayo fluorescente; siendo la
eficiencia de igual magnitud en ambas metodologias al ser comparadas con un ensayo ELISA
comercial. Las potenciales ventajas que presentan las metodologias con deteccidn electroquimicas

consisten en la reduccién de costos debido al empleo de un instrumento mds econdmico. Sin
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embargo, ambas metodologias presentan la factibilidad de disminuir el tamafio del instrumental de
manera de minimizar el consumo de muestra y reactivos y utilizar un instrumental portatil que
pueda ser trasladado a cualquier centro de salud.

En tercer lugar, se diseflaron diversas estrategias basadas en magnetos inmunosensores
electroquimicos para detectar anticuerpos anti-péptido deaminado de gliadina (APDG) y ATG2 en
los pacientes celicos con la finalidad de aumentar la sensibilidad en el diagnostico de la enfermedad
celiaca y disminuir los posibles falsos negativos, especialmente en los nifios menores de 2 afios, en
los cuales los ATG2 pueden estar normales, mientras los APDG se encuentran elevados. Para ello, se
optimizaron las condiciones experimentales de los magnetos inmunosensores electroquimicos
destinados a la deteccion de APDG de los isotipos IgA e IgG y ATG2-IgA. Los resultados obtenidos al
evaluar 70 sueros mediante las tres metodologias se analizaron con las curvas ROC. Posteriormente,
se compararon los rendimientos analiticos obtenidos con cada inmunosensor en la deteccién de
APDG-IgA, APDG-IgG y ATGz-IgA, con los resultados obtenidos mediante los ensayos comerciales
ELISA para APDG y APDG/ATGz2. El menor rendimiento analitico se obtuvo con el magneto
inmunosensor electroquimico para detectar APDG-IgG. Esto puede se atribuido a un posible efecto
matriz causado por anticuerpos IgG no especificos de la enfermedad celiaca; debido a que el isotipo
IgG es el mas abundante en el suero humano y, ademas, se encontraba en altas concentraciones, ya
que la dilucion aplicada a los sueros fue baja (1:25). Por otro lado, APDG mostré un mayor
rendimiento analitico que ATG2. Esta parte del trabajo se llevd a cabo en la Universitat Autonoma de
Barcelona (Espafa), gracias a la ayuda econdmica brindada por instituciones gubernamentales de la
provincia de Santa Fe y de la Universidad Nacional del Litoral (Santa Fe - Argentina) en el marco de
las becas de movilidad docente (PROMAC) 2012-2013.

En el transcurso de este trabajo se demostré que el empleo de PM, como soporte de una
reaccidon de afinidad, permite mejorar las recuperaciones de diferentes analitos a partir de matrices
complejas, como alimentos o sueros sanguineos, evitando largos y tediosos pretratamientos.
Ademads, la implementacién de sistemas optimizados de revelacion enzimdtica permitié desarrollar
metodologias de deteccion fluorescente y electroquimica con alta sensibilidad. Por otro lado, cuando
se trabaja en microescala, los métodos electroquimicos y fluorescentes son seleccionados con
respecto a los fotométricos debido a que estos ultimos, generalmente, no son lo suficientemente
sensible debido a que el paso optico se ve reducido por el microcanal. Debido a que otras partes de la
configuracién electroquimica o fluorescente, como la celda de lectura y el dispositivo de deteccion,

pueden ser miniaturizadas, los dispositivos completos pueden transformarse en portatiles.
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Seven electrochemical detection systems based on the enzymatic response of the HRP with
H,O, as substrate and different cosubstrates (OPD, hydroquinone, phenol, TMB, p-chlorophenol, p-
aminophenol and pyrocatechol) were optimized. First, the reaction time, the addition sequence of
the substrates, the cosubstrate:H,O, ratio and the electrochemical technique were evaluated by one-
factor optimization assays for each system HRP-cosubstrate-H,O,. Second, the buffer pH, the
enzymatic activity and cosubstrate and H,O, concentrations were selected simultaneously by
response surface methodology. Calibration curves for each system were built in the optimal
conditions where the electrochemical response (current intensity) was evaluated at different HRP
concentrations. The system with the highest performance was selected due to it would be later
applied as revelation system in the electrochemical magneto immunosensors. The HRP-OPD-H,O,
system presented the highest performance because it can detect the lowest HRP concentration, in a
wide linearity range and with high analytical sensitivity. These results involve a great advantage in
the subsequent application as revelation system, due to the analyte is directly related with the
product catalized by HRP. Moreover, OPD cosubstrate showed the highest efficiency for the HRP
enzyme according their cynetic behavior.

An electrochemical magneto biosensor was developed based in the reaction of high affinity
between biotin and streptavidin. Magnetic beads were utilized as affinity reaction support in order to
evaluate their preconcentrate and recovery capacity of analytes from complex matrixes. The
biosensor was designed for the biotin quantification from alimentary products. The affinity reaction
had competitive format where standard biotin or biotin in samples competed with biotinylated HRP
by the streptavidin immovilized on the magnetic bead surface. Then the magnetic beads modified
were captured by m-GEC and the electrochemical responses were performed with the HRP-OPD-
H,O, as revelation system. Excellent recoveries were obtained from the dietary supplement and
infantil formula samples with an aceptable variability less to 15 %. Therefore, the extraction simple of
biotin from samples was favored by the use of magnetic beads; it was a very important antecedent

because then, the magnetic beads were used in the antibody detection from human sera.
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Then, the magnetic beads as affinity reaction support coupled to revelation system optimized
were implemented in magneto immunoassays with fluorescent and electrochemical detection for the
antibody detection in the celiac disease to improve the sensitivity with respect the rutine clasical
methods used in the health centers.

First, a magneto immunofluorescent assay for the IgA anti-transglutaminase antibody detection
in blood of the celiac patients was developed. On the one hand, the fluorescent revelation systems
for HRP with H,O, as substrate and OPD or TMB as cosubstrates were optimized. Then, an
immunoassay in 96 well microplates was design with indirect format for anti-transglutaminase
antibody detection. It consisted in the immovilization of transglutaminase on magnetic beads and
then two incubation steps: one with anti-transglutaminase antibody standards and other with anti-Ig
antibody labeled with HRP. The capture of magnetic beads was performed with a powerful magneto
below the microplates. The optimal conditions of immunoassay were selected and then, this
methodology was applied to fluorescent detection of anti-transglutaminase antibodies in sera of
patient diagnosed as celiac or no celiac. The results were analyzed with ROC curves, obtaining high
sensitivity and specificity values (96.6% and 94.7%, respectively). Moreover, these results were
compared with one obtained by a commercial ELISA, considered as rutine method for anti-
transglutaminase antibody detection, achieving an efficiency of 93.7%.

Second, an electrochemical magneto immunosensor for anti-transglutaminase antibody was
developed. Both methodologies maintained the same format but the reaction in the immunosensor
was performed in the Eppendorf tubes and the modified magnetic bead capture was carried out on
the working electrode. The electrochemical revelation system was HRP-OPD-H,O, previously
optimized. Posteriori, sera of patient clinically classified as celiac and no celiac were assessed with
the electrochemical magneto immunosensor and the results were analyzed by ROC curve. They had
higher sensitivity and lower specificity than ones obtained with magneto immunofluorescent assay;
while the efficiency compared with the results by commercial ELISA was similar in both
methodologies. The main advantage of the electrochemical detection is the cost reduction due to the
use of an inexpensive instrument. In addition, the instruments used in both methodologies can be
miniaturized and produced in large quantity so as to reduce sample volume, reagent consumption
and costs per analysis, ensuring that a portable instrumental could be transported to any health
center incluiding those of middle complexity.

Third, several strategies based in electrochemical magneto immunosensors were designed for
the anti-deaminated gliadin peptide and anti-transglutaminase antibody detections in celiac disease.
These detections increase the sensitivity in their diagnostic and decrease the negative falses
especially in children younger than two years old, in which the anti- transglutaminase antibodies can

be normal level while the anti-deaminated gliadin peptide antibody would be elevated. In order to
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do that, the experimental conditions of electrochemical magneto immunosensors for IgG and IgA
anti-deaminated gliadin peptide and IgA anti-transglutaminase antibodies were optimized. Then,
seventy sera of celiac and no celiac patient were evaluated with three methodologies developed and
the results were analyzed by ROC curves. After that, the performances of each immunosensor were
compared with ones obtained by ELISA for anti-deaminated gliadin peptide and anti-deaminated
gliadin peptide/anti-transglutaminase antibodies. The lowest performance was obtained with
immunosensor for IgG anti-deaminated gliadin peptide antibodies. This can be attributed to a
possible matrix effect caused by non specific IgG antibodies to celiac disease; due to the fact that IgG
isotope is the most abundant in human serum and it was also found at high concentrations since the
dilution applied to sera was low (1:25). The immunosensor for IgA anti-deaminated gliadin peptide
antibodies showed higher performance than immunosensor for IgA anti-transglutaminase
antibodies. This third part of PhD thesis was performed in the Universitat Autbnoma de Barcelona
(Espafia) thanks to finantial support of governamental institutions of Santa Fe and Universidad
Nacional del Litoral (Santa Fe - Argentina) in the ambit of becas de movilidad docente (PROMAC)
2012-2013.

This PhD thesis exposed that the use of magnetic beads as affinity reaction support allowed
improving the recoveries of different analytes from complex matrixes as food and blood sera
samples, avoiding long and tedious pretreatment. Moreover, the implementation of optimized
revelation systems in the fluorescent and electrochemical detection offered methodologies with high
sensitivity. On the order hand, when working in the microscale, fluorescent and electrochemical
methods are selected in respect to photometric ones due to they are generally not sensitive enough
to overcome the reduced path length presented by a microchannel. Since other parts of the
fluorescence and electrochemical setup, such as the reading cell and detection device, can be

miniaturized, the entire devices can be made easily portable.
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2.1. LOSANTICUERPOS COMO REACTIVO ANALITICO

Los anticuerpos son proteinas sintetizadas por las células plasmadticas, es decir los linfocitos B
maduros, como respuesta a sustancias extrafias llamadas antigenos, las cuales pueden ser proteinas o
polisacaridos.

Los antigenos pueden ser clasificados de acuerdo a sus caracteristicas de union de valencia
(namero total de sitios) y su determinante (nimero de sitios diferentes) en cuatro clases (Mikkelsen
y Cortén, 2004):

i) Unideterminante y univalente: el antigeno posee s6lo un simple epitope en la superficie que
es capaz de unirse a un anticuerpo. Un ejemplo son los haptenos.

ii) Unideterminante y multivalente: el antigeno posee dos o mas epitopes de la misma clase.

iii) Multideterminante y univalente: el antigeno contiene muchos epitopes de diferentes clases,
pero solo uno de cada clase. Ejemplos son la mayoria de los antigenos de proteinas.

iv) Multideterminante y multivalente: el antigeno contiene muchos epitopes de diferentes clases
y mds de uno de cada clase por molécula. Ejemplos son las proteinas que contienen multiples

subunidades idénticas, las proteinas polimerizadas y las células completas.

2.1.1. Estructura general de los anticuerpos

Las inmunoglobulinas son moléculas compuestas de cuatro cadenas polipeptidicas unidas
covalentemente por uniones disulfuros (Figura 2.1). Los cuatro polipéptidos consisten en dos
cadenas idénticas con masas moleculares relativas de 23000 Da y 50000 - 75000 Da, denominadas
cadenas livianas y pesadas, respectivamente. Cada polipéptido contiene un numero de uniones
disulfuro que dividen a la cadena polipeptidica en una serie de dominios. Ademas, las
inmunoglobulinas poseen un drea conocida como region bisagra que permite la flexibilidad de las
cadenas. Al comparar la secuencia de aminodacidos de las cadenas pesadas de una clase particular de
inmunoglobulina revela que, aproximadamente, % partes de cada cadena de la regiéon C-terminal

muestra una secuencia muy similar (region constante). El otro cuarto de la cadena peptidica (region
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variable) muestra una variacion considerable en la secuencia de aminoacidos y corresponde a la
parte de la cadena asociada con los sitios de union al antigeno. Regiones constantes y variables
similares son también demostrables en las cadenas livianas, a pesar de que éstas impliquen
aproximadamente la mitad del péptido. La variacion es particularmente perceptible en tres regiones
distintas (region hipervariable) de las cadenas pesadas y sugieren que estas regiones cuando se
asocian a tres regiones similares en las cadenas livianas son responsables de la actividad del

anticuerpo y especificidad de una inmunoglobulina.

Cadenas livianas

4’& —  Dominio
deunion

CHi CHi

Puentes disulfuros Region bisagra

—  Dominio
efector

D Region variable = Fv

- Region constante = Fc

. Gluddos

Cadenas pesadas

Figura 2.1. Estructura genérica de una inmunoglobulina.

2.1.2. Clasificacién de los anticuerpos

Existen cinco clases de inmunoglobulinas o isotipos, las cuales difieren en la regién constante de
las cadenas pesadas que son las que le confieren a cada clase su funcion efectora. Las cadenas
pesadas de las imunoglobulinas son denominadas v, p, o, 8 o ¢y cuando dos cadenas pesadas,

idénticas son combinadas en una inmunoglobulina, la molécula se llama IgG, IgM, IgA, IgD o IgE
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respectivamente. Los isotipos de las cadenas pesadas pueden ser, posteriormente, divididos en
diversos subtipos. Hay cuatro subtipos de IgG (y1, y2, v3, v4), dos de IgA (a1, 02) y dos de IgM (ju,
p2). Las cadenas livianas no muestran variacion y solo se conocen dos tipos, las cadenas kappa (k) y

las lambda (A).
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Figura 2.2. Organizacion estructural de los isotipos de las diferentes inmunoglobulinas.
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En la Figura 2.2 se pueden apreciar las diferencias entre las estructuras de las
inmunoglobulinas, en especial las longitudes de las Fc de las cadenas pesadas, la localizacion de los
puentes disulfuros que unen las cadenas y la region bisagra solo presente en la IgG, la IgD y la IgA.
Los isotipos también se diferencian en la distribucion de los grupos de hidrato de carbono
(representados en color rojo). Todas las inmunoglobulinas se encuentran como mondmero en su
forma unida a la membrana. En su forma soluble, la IgD, la IgE y la IgG son siempre monomeros
mientras IgA forma monomeros y dimeros y la IgM sélo forma pentameros.

IgG comprende la clase de inmunoglobulina mas abundante (entre el 75 al 80%). Debido a su
relativo pequeiio tamafio es capaz de atravesar membranas y difundir en los espacios extravasculares
del cuerpo. Esta inmunoglobulina puede atravesar la membrana placentaria y proveer la mayor
defensa inmune durante los primeros meses de vida, hasta que el mecanismo inmune propio
comienza a ser efectivo.

IgM es un tetramero que contiene un polipéptido adicional, la cadena J (masa molecular relativa
de 15000 Da), el cual es importante en la secrecion de la molécula a partir de la célula. Su abundancia
se encuentra entre un 5 a 10% de los anticuerpos totales y se la denomina como anticuerpos
tempranos, porque son la primera clase que se produce frente a la respuesta inmunitaria primaria. Es
un agente precipitante y aglutinante efectivo y, a pesar de que es potencialmente capaz de unir diez
moléculas de antigeno, es usualmente solo pentavalente. No atraviesa la membrana facilmente y esta
limitada en sangre por su gran tamaro.

IgA es la segunda clase en abundancia de anticuerpos (15 al 20% de los anticuerpos totales). Esta
asociada, principalmente, con las secreciones seromucosas tales como saliva, lagrimas, fluidos
nasales, etc. Los anticuerpos IgA se presentan como monomeros en sangre y liquido extracelular y
como dimeros en las secreciones seromucosas. Cuando es secretada como dimero necesita tanto una
cadena ] como una parte secretora (masa molecular relativa 70000 Da), siendo esta tltima util para
prevenir el dafio a la molécula por las enzimas proteoliticas. Su mayor rol consiste en la proteccion
de las membranas mucosas y su presencia en sangre, principalmente como monomero, puede ser
como resultado de absorcion del dimero degradado.

IgE es conocida como una inmunoglobulina citofilica, debido a su habilidad para unirse a
algunas células (baséfilos, mastocitos y eosindfilos). Se encuentra en muy pequefias proporciones,
constituyendo menos del 0,01% del total de anticuerpos. Cuando IgE reacciona con un antigeno
causa la degranulacion de los mastocitos, los cuales liberan aminas vasoactivas tales como las
histaminas. Este proceso puede ser ttil en el inicio de la respuesta inflamatoria, por lo cual en
individuos alérgicos, la IgE se encuentra en grandes cantidades produciendo un exceso de reacciéon o

hipersensibilidad.
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IgD representa menos del 1% de los anticuerpos totales. Es la clase principal de anticuerpos que
se encuentran sobre las membranas celulares de las células B productoras de anticuerpos. Los
anticuerpos IgD pueden tener un rol importante en la regulacién de la seleccidén clonal, aunque
realmente se sabe muy poco sobre ellos.

La Tabla 2.1 resume las caracteristivas principales de cada isotipo de inmunoglobulina:

Tabla 2.1. Propiedades de las inmunoglobulinas (Davies y Metzger, 1983).

Clase se Concentracion en suero Propiedades funcionales
inmunoglobulina adulto
IgG 12 mg mL™ Unica que atraviesa placenta
IgE 0,3 ug mL” Involucrada en respuesta alérgica
IgM 1,0 mg mL™ Puede causar lisis de bacterias
IgA 1,8 mg mL” Encontrado en secreciones
IgD 30 pug mL™ Encontrada en linfocitos

2.1.3. Fragmentos de los anticuerpos

El clivaje de las moléculas de anticuerpos enteros, usualmente mediante catdlisis enzimatica, ha
permitido a los fragmentos de éstos que retengan las caracteristicas mds importantes de los
anticuerpos, es decir la capacidad de unir antigenos (Cruz y col., 2002) y sean utilizados en los
inmunoensayos como elementos de captura. Las configuraciones de estos fragmentos han mostrado
que ofrecen hasta 20 veces incrementada la sensibilidad del inmunoensayo, comparado con el uso de
anticuerpos intactos. Ademads, la posibilidad de expresar fragmentos de anticuerpos en la superficie
de particulas bacteriofagas ha revolucionado la habilidad de mimetizar los sistemas inmunes de la
célula B in vitro (Figura 2.3). Una amplia coleccion de moléculas de anticuerpos, llamada biblioteca,
pueden ser expresados sobre la superficie de las particulas bacteridfagas filamentosas, de tal manera
que los anticuerpos con especificidades deseadas y altas afinidades pueden ser obtenidos a partir de
estas bibliotecas mediante seleccion de afinidad, utilizando una amplia variedad de antigenos, tales
como proteinas recombinantes o células eucariotas y procariotas intactas. Las bibliotecas de
produccion del fago se pueden construir a partir de genes de inmunoglobulinas de algunas especies,

incluido los humanos y, frecuentemente, incorporar secuencias de nucleotidos sintéticos.

_14_



Kergaravat, Silvina Vanesa -2014 -

INTRODUCCION

. (\\ \\\\ ,// )
“\\\ \ / Y o
\\\______ (- " //
\\\\ :’/ __./'/
_ (-
Hidrolisis
enzimatica
/7'
/ ’ i
Técnica de ADN . __/?// /7 scFv
l'ECDHlbillallte - 5 ’/

Figura 2.3. Diferentes fracciones de los anticuerpos usando proteasas y técnicas de ADN
recombinante, Fab: fragmentos de union al antigeno, por sus siglas en inglés; F(ab)z: 2

fragmentos Fab; Fv: fragmento variable; scFv: Fv simple cadena, por sus siglas en inglés.

2.1.4. Produccién de anticuerpos policlonales y monoclonales

Los antigenos varian considerablemente en su habilidad para iniciar una respuesta inmune, por
lo que es usual incorporar un adyuvante a la muestra antes de la inyeccion. Un adyuvante es una
mezcla de sustancias que estimulan una respuesta inflamatoria y previene la rapida remocion del
antigeno a partir de tejidos mediante un mecanismo de drenaje normal. El adyuvante de Freund
consiste en una emulsion de micobacteria muerta en un aceite mineral, como alternativa al fosfato o
hidroxido de aluminio ya que tienen el mismo efecto.

A pesar de que las proteinas son generalmente inmunogénicas, ellas necesitan tener una masa
molecular relativa de al menos 4000 Da y alguna rigidez estructural para ser efectiva. Con el fin de
generar respuesta de los anticuerpos contra una molécula no-inmunogénica (un hapteno) es
necesario unir covalentemente esta molécula a una proteina transportadora. La albumina sérica de
origen humano o bovino y los polipéptidos sintéticos, tal como la poli-L-lisina, son frecuentemente
usados con este fin. Los antisueros producidos de esta manera son conocidos como policlonales,
debido a que ellos contienen muchos anticuerpos producidos por diferentes linfocitos, cada uno

respondiendo contra diferentes determinantes antigénicos del antigeno original o de otras sustancias
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inmunogénicas en el material inyectado (Figura 2.4). Este tipo de anticuerpos reduce la

especificidad de un método.

« b Extraccion -
% de suero
_—
= Anticuerpos
El animal es ;-'I‘ P
inoculado con 1--}J policlonales
e

el antigeno

Figura 2.4. Obtencion de anticuerpos policlonales.

El desarrollo de técnicas para la producciéon de anticuerpos monoclonales por Kohler y Milstein
ha expandido la potencialidad de los anticuerpos como agentes terapéuticos y analiticos. Un
anticuerpo monoclonal es producido por clones de células derivadas de un tnico linfocito. Algunos
linfocitos pueden probablemente producir solo una simple inmunoglobulina y, por lo tanto, el
anticuerpo producido mediante un clon de células idénticas es muy restrictivo en cuanto al antigeno
al que se va a unir, haciendo de éste un reactivo muy especifico.

La Figura 2.5 esquematiza los pasos involucrados en la produccion de anticuerpos
monoclonales, la cual comienza con la inmunizaciéon de un animal (usualmente un ratén) de la
manera tradicional. Sin embargo, en vez de permitir al sistema inmune del ratén la generacién de
anticuerpos, los linfocitos son separados del bazo y son fusionados in vitro con células cancerigenas
de mieloma desarrolladas en un medio de cultivo. Se utiliza un fuségeno, usualmente polietilenglicol
y la célula fusionada resultante se conoce como hibridoma. Se diluye la suspension de células y se la
distribuye entre un gran numero de sub-cultivos para lograr una distribucidon simple de células. La
célula de cancer original tiene la habilidad de sintetizar anticuerpos no especificos, pero cuando esta
fusionada al linfocito, el cual fue estimulado por la inyecciéon de un antigeno, produce la
inmunolobulina para la cual el linfocito tiene la informacion genética.

Las células hibridoma son desarrolladas inicialmente en un medio en el cual las células
cancerigenas que no se hayan fusionado moriran. Estos cultivos productores del anticuerpo deseado
son clonados, y luego, desarrollados como tumores en animales. Ademas de mejorar la especificidad,
los anticuerpos monoclonales ofrecen otras ventajas sobre los policlonales, como la posibilidad de

ser producidos con caracteristicas constantes y relativa facilidad de purificaciéon (Holme y Peck,

1998).
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Figura 2.5. Produccion de anticuerpos monoclonales mediante el método del hibridoma (Michnick y

Sidhu, 2008).

2.1.5. Interaccion Anticuerpo-Antigeno

Un anticuerpo se combina especificamente con el correspondiente antigeno en una manera que
es muy similar a la uniéon de una enzima con su sustrato e involucra interacciones electrostdticas e
hidrofébicas. El sitio de union del anticuerpo tiene una estructura que permite el ajuste
complementario con grupos funcionales y elementos estructurales en el antigeno. La porcién del
antigeno que interactia especificamente con el sitio de unidon del antigeno en el anticuerpo es
llamado el determinante antigénico o epitope. El epitope tiene un tamario de ~ 0,7 x 1,2 x 3,5 nm, lo
cual equivale a 5-7 residuos de aminoacidos. El sitio complementario en el anticuerpo es llamado
paratope, y tiene el mismo tamario.

La unién entre un anticuerpo y antigeno, sin embargo, involucra una reaccion quimica
subsecuente y su estabilidad depende de la forma complementaria del antigeno y el sitio de union
del anticuerpo.

Debido a la relativa debilidad de las fuerzas que mantienen a los antigenos (Ag) con los
anticuerpos (Ac) unidos, estas combinaciones son reversibles y el complejo podra disociarse,

dependiendo de la fuerza de union (Ecuacion 2.1):

Ag +Ac & AgAc (2.1)
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Cuando la union es fuerte el equilibrio se desplazard a la derecha; mientras que si es mas débil se
desplazard a la izquierda. La fuerza de union de un anticuerpo a un antigeno esta definida con su

afinidad a través de la constante de equilibrio K, como se observa en la Ecuacion 2.2:

[AgAc]

_ (2.2)

- [Ag]lAc]

Los valores de afinidad tipicos para las interacciones anticuerpo-antigeno van en el intervalo
desde 10’ a 10” M™ (Hawcroft y col., 1987). Cuando mds de un anticuerpo en un antisuero puede
combinarse simultdneamente con un antigeno, la suma de las fuerzas de union es definida como la
avidez del antisuero (Holme y Peck, 1998).

Muchos antigenos son grandes y pueden tener varios epitopes y como resultado un suero
tomado de un animal, el cual ha sido inmunizado con este antigeno, contendra diversos anticuerpos
contra diferentes determinantes antigénicos. Es posible que otro antigeno pueda contener
determinantes antigénicos similares al antigeno original, lo cual causaria que los anticuerpos en el
antisuero se puedan unir a ambos antigenos. Por lo tanto, ese antisuero tendria reactividad cruzada
entre los dos antigenos y esto provocaria una falta de especificidad. Los antisueros usados con un
proposito analitico deben ser especificos y es por ello que cada antisuero debera ser analizado antes
de su uso para evitar este inconveniente. Para elevar la especificidad de un antisuero se debe (i)
inmunizar al animal con una inyecciéon intramuscular del antigeno puro (aunque para algunos
antigenos particulares puede ser mds apropiada la inyeccion intravenosa); (ii) inyectar pequeiias
cantidades de antigeno peridodicamente puede ser mas efectiva que una sola dosis de inyeccion,
debido a la generacion de respuestas primaria y secundaria; (iii) utilizar diferentes especies de
animales (cobayo y conejo son los mds frecuentes, aunque para aumentar la cantidad de suero se

pueden usar cabras, ovejas y caballos).

2.1.6. Rotulado de anticuerpos o antigenos

Los métodos basados en inmunoensayos aprovechan la interaccion primaria entre anticuerpo y
antigeno, que es el reconocimiento y combinacién del paratope del anticuerpo y el epitope del
antigeno. A pesar de que en muchos casos la interaccion antigeno-anticuerpo genera un precipitado
visible; en muchos ensayos inmunoquimicos la determinacion del antigeno o anticuerpo puede ser
visualizada s6lo mediante la adicién de un anticuerpo o antigeno rotulado con un marcador que

pueda ser detectado cualitativa y/o cuantitativamente. El rétulo ideal para los inmunoensayos
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deberia cumplir con las siguientes propiedades: (i) ser econdmico, seguro y con un procedimiento de
rotulado simple; (ii) unirse covalentemente al reactivo de andlisis a través de multiples sitios, para
aumentar la sensibilidad; (iii) que la especie rotulada sea estable y que el rétulo tenga minimo efecto
sobre el evento de interaccion inmunologica; (iv) que el rotulo sea facilmente detectado usando
instrumentacion economica; (v) que el rétulo tenga propiedades que permitan la diferenciaciéon de
las formas unidas y libres sin requerir etapas de separacion. Mientras ningun rétulo retine todas estas
necesidades, las propiedades de algunos de los mas recientemente introducidos en los sistemas de
rotulado se aproximan al ideal. Los radioisotopos, uno de los rétulos mas ampliamente utilizados
histéricamente en los inmunoensayos, estan siendo desplazados especialmente por métodos de
rotulado fluorescente y enzimadtico, debido a que son costosos, peligrosos y requiere tediosos
procedimientos de monitorizaciéon y eliminacién. Una amplia variedad de rétulos han sido
investigados, incluyendo las células sanguineas, particulas de latex, virus, metales y radicales libres,

siendo mostrados algunos ejemplos en la Tabla 2.2 (Mikkelsen y Corton, 2004).
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Tabla 2.2. Rotulos comunmete usados para la detecciéon del inmunoensayo antigeno-anticuerpo.

Ejemplo de
Tipo de rétulo Propiedades medidas Ref.
rotulo
Fluoresceina Intensidad de fluorescencia (Liu'y col. 2013)
Fluoroforo (Jarvenpaa y col.,
Europio Fluorescencia resuelta en el tiempo
2012)
(Griitzner y col.,
Radioisétopo | *RIA competitivo y no-competitivo
2013)
Ester de (Natrajan y col.,
acridinio 2010)
Qumioluminiscente Hidrolisis del éster
(Kamruzzaman y
Luminol
col., 2013)
Fosfatasa
(Yin y col., 20m)
alcalina
Peroxidasa (Yang y col., 2013)
Enzima Actividad enzimatica
(Abu-Rabeah y
B-Galactosidasa
col., 2009)
Ureasa (Sahoo y col., 201)
. (Helenius y col.,
ATP Actividad quinasa
Cofactor 2012)
‘NAD"* Actividad dehydrogenasa (Coxy col., 1982)
Actividad enzimatica por la unién a
Rotulo secundario Biotina avidina-enzima o estreptavidina- (Wang y col., 20m)
enzima
Electroactivo Ferroceno Corriente de oxidaciéon (Teng y col., 20m)
Densidad Nanoparticulas
Microscopia inmunoelectronica (Laiy col., 2010)
electronica de oro

“RIA = radioinmunoanaalisis; "ATP = trifosfato de adenosina, por sus siglas en inglés; ‘NAD" = forma

oxidada de la nicotinamida adenina dinucleotido.

2.2. INMUNOSENSORES

Los inmunoensayos son conjuntos de técnicas inmunoquimicas analiticas de laboratorio que

tienen en comun la utilizaciéon de complejos inmunes, es decir el resultado de hacer interaccionar
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anticuerpos con antigenos, con la finalidad de detectar y/o cuantificar analitos en muestras. Esta
herramienta analitica ha experimentado un desarrollo evolutivo desde que Berson y Yalow (1959)
describieron por primera vez el principio del RIA. En el RIA, una cantidad fija y limitada de
anticuerpo reacciona con tanto una cantidad fija y limitada de antigeno radiomarcado como con una
concentracion variable de analito. La selectividad de los anticuerpos para unirse a sus ligandos
permite a estas biomoléculas ser empleadas en métodos analiticos altamente especificos cuando se
trata de matrices complejas como sangre, plasma u orina. Combinando la selectividad de las
interacciones anticuerpo-antigeno con una gran diversidad de anticuerpos preformados en los
procesos de inmunizacion de animales huéspedes y la disponibilidad de numerosos rétulos
facilmente detectables (radioisdtopos, absorbancia, fluorescencia o quimio-luminiscencia inducida
enzimdtica o electroquimicamente) los inmunoensayos pueden ser disefiados para una amplia
variedad de analitos con limites de deteccidon extraordinariamente bajos. Ejemplos de estos limites
son niveles de concentraciéon de hormonas, enzimas, virus, antigenos tumorales y bacteriales
cercanos a 10~ - 10 mol L™ (Bojorge Ramirez y col., 2009).

Desde el primer biosensor de Clark y Lyons (1962) destinado a la deteccién de los niveles de
glucosa en muestras de suero, diversos analitos han sido utilizados en la aplicaciéon de los
biosensores. Estos dispositivos incluyen un elemento de reconocimiento bioldgico (ERB) firmemente
inmovilizado en una superficie solida, permitiendo una interaccion bioespecifica reversible con el
analito y, un transductor de sefal que transforma la sefial bioldgica en una sefial medible. Los
biosensores combinan la alta especificidad analitica con un elevado poder electrénico para lograr
sistemas de deteccion con alta sensibilidad. En muchas casos existe la posibilidad de construir
dispositivos miniaturizables, automatizables, portdtiles y simples para el andlisis rapido en el sitio
donde se situa el problema (Mello y Kubota, 2002).

Hay dos tipos diferentes de biosensores: los biocataliticos y los de bioafinidad. Los biosensores
biocataliticos usan principalmente enzimas como componente bioldgico, las cuales catalizan una
reaccidon de sefializacion bioquimica; mientras que los biosensores de bioafinidad utilizan como
reconocimiento biomolecular a proteinas de union especifica como lectinas, receptores, acidos
nucleicos, membranas, células completas, anticuerpos o sustancias relacionadas con anticuerpos
disefiados para el monitoreo del evento de union. En el caso que se utilicen anticuerpos o sustancias
relacionadas a estos, los biosensores son llamados inmunosensores (Luppa y col., 2001).

El disefio general de un inmunosensor se muestra en la Figura 2.6., constituida principalmente
por un ERB (antigeno o anticuerpo) y un transductor (electroquimico: potenciométrico,
amperométrico o condutimétrico; Optico; piezoeléctico; termométrico; magnético; micromecanico)

(Li y col., 2011). Algunos de ellos se encuentran definidos como directos, en los cuales se detecta un
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cambio fisico durante la formacion del complejo y otros como indirectos, en los cuales la sefial es

generada por un rétulo o marcador (generalmente, es enzimatico).

( %
. Optico
Directo p
Piezoeléctrico \
Magnético
0=
ERB Temednean \ Micromecanico
A,
— (]
.
Optico
g Termomeétrico
Indirecto
Electroquimico
\

Figura 2.6. Esquema de un disefio general de un inmunosensor.

Los transductores electroquimicos, opticos y piezoeléctricos seran descriptos detalladamente
mas adelante, debido a que son los que mas ampliamente se han utilizado en los disefios de
inmunosensores en las ultimas décadas. Con respecto a los transductores termométricos se utilizan
rutinariamente para medir la temperatura del cuerpo o del medio ambiente. Si bien, hasta el
presente las herramientas requeridas para el correcto funcionamiento de estos dispositivos estan
disponibles, los problemas mads relevantes de estos transductores estdn en la estabilidad y la
manipulacién de los fluidos (Ramanathan y Danielsson, 2001). Por otro lado, los transductores
magnéticos y micromecdnicos estdn en continuo avance y desarrollo. Los sistemas magnéticos
permiten seleccionar la muestra para andlisis debido a sus propiedades magnéticas, reduciendo las
sefiales indeseables y utilizando materiales de baja toxicidad, no contaminantes para el medio
ambiente (Cheng y col., 2009). Los sistemas micromecanicos, como los microcantilever, presentan la
ventaja de no necesitar rotulo para revelar la respuesta debida al inmunocomplejo desarrollado. Se
basan en el cambio de tension generado cuando el evento de bioafinidad se produce sobre la
superficie de oro. La sensibilidad de estas detecciones no sélo depende de las dimensiones y del

material del microcantilever sino también del método de inmovilizacién (Xue y col., 2011).
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2.2.1. Los anticuerpos como elementos de bioreconocimiento en inmunosensores

Es importante destacar que la especificidad hacia el analito de interés en todos los sistemas de
inmunosensores, depende de las moléculas de unién. Con la finalidad de mejorarlos se han
implementado nuevos desarrollos en la produccién de proteinas de unién, como son los fragmentos
de anticuerpos o anticuerpos quiméricos o sustituir los anticuerpos por componentes de unién como

los aptameros o utilizar estructuras como la impresion molecular.

2.2.1.1. Procedimiento de inmovilizacion de anticuerpos

En el desarrollo de un inmunosensor electroquimico, la etapa crucial es el procedimiento para
inmovilizar el elemento de reconocimiento directamente sobre la superficie del electrodo o en otro
soporte solido. Los métodos de inmovilizacion del componente bioldgico (anticuerpo o antigeno)
incluyen adsorcion, entrecruzamiento, uniones covalentes, entrampamiento, encapsulacion y otros
como el uso de matrices de unidn sélida. La matriz de inmovilizacién puede funcionar tinicamente
como un soporte o también puede estar relacionada con la mediacion del mecanismo de
transduccion de sefiales. El proposito de la inmovilizacién es retener la maxima actividad del
componente bioldgico sobre la superficie del transductor. La seleccion de un método de
inmovilizacion apropiado depende de la naturaleza del elemento bioldgico, del tipo de transductor
usado, de las propiedades fisicoquimicas del analito y de las condiciones operativas para el biosensor.
Los métodos mdas comunes para la inmovilizacion de los biocomponentes son adsorcion y uniones
covalentes. La adsorcién fisica del biocomponente, basado en las fuerzas atractivas de van der Waals,
es el método de inmovilizacién mds antiguo y simple. En este caso una solucion de enzima, una
suspension de células o una parte de tejido puede ser inmovilizada sobre el transductor por
deposicién de una fina pelicula (Ricci y col., 2012). El método de adsorcion no requiere modificacion
quimica de los componentes bioldgicos y esto hace posible regenerar la membrana de la matriz. La
ventaja de este método es la simplicidad y la gran variedad de particulas que pueden ser usadas. Sin
embargo, la pérdida de los componentes bioldgicos adsorbidos es posible si se cambia el pH, la
fuerza idnica o la temperatura durante la medida. El entrampamiento del biocomponente en
matrices tales como geles, polimeros, pastas o tintas mejoran considerablemente su estabilidad v,
consecuentemente, el rendimiento analitico del biosensor. Ademds puede ser esencial para unir
covalentemente el ERB al soporte solido. Las uniones covalentes pueden ser usadas para lograr la
inmovilizacion del componente bioldgico a una matriz de la membrana o directamente sobre la
superficie del transductor. Estos métodos estan basados en una reaccion entre los grupos funcionales

terminales de la proteina (no esenciales para su actividad catalitica) y grupos reactivos en la
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superficie solida de la capa insoluble. Los grupos funcionales disponibles en las enzimas o proteinas
son, principalmente, originados a partir de la cadena lateral de los aminodcidos. Ellos incluyen, por
ejemplo, los grupos e-amino de las lisina, los grupos carboxilo del aspartato y glutamato, los grupos
sulfidrilos de la cisteina y los grupos hidroxil-fenolico de la tirosina. Las capas con diferentes grupos
funcionales activos son capaces de inmovilizar biocomponentes con buena eficiencia y facilidad.
Reactivos bifuncionales (homo o hetero funcionales) han sido usados en la inmovilizaciéon de
enzimas y/o proteinas. El método se basa en la formacién de particulas macroscopicas, como
resultado de las uniones covalentes entre moléculas de la capa inerte con reactivos funcionales.
Algunos de los reactivos homofuncionales mas usados incluyen glutaraldehido, carbodiimina y otros;
mientras que los heterofuncionales incluyen tricloro-triacina, 3-metoxidifenil metano-4, 4
diisocianato. Otros procedimientos para modificar la superficie del transductor involucran Ia
incorporacién del biocatalizador dentro de la masa de la matriz del composite de carbono. Estos
biosensores modificados ofrecen diversas ventajas, tales como la proximidad del biocatalizador al
sitio sensor; la posibilidad de incorporar otros componentes (cofactores); una facil renovacion de la
superficie; una fabricacion econdmica y una alta estabilidad de los biocatalizadores incorporados.
Los biosensores usados con estos propositos son los electrodos de pasta de carbono, biosensores SPE
(electrodos monouso impresos, por sus siglas en inglés) y matrices de unién sélidos de estructura
molecular definida (Mello y Kubota, 2002).

Los anticuerpos deben ser inmovilizados en la superficie del inmunosensor, teniendo en cuenta
la orientacién de los mismos y la cantidad de moléculas inmovilizadas por unidad de superficie
optima. Debido a que existen diferentes tipos de superficie sensora, su manipulacién puede tener
beneficios (ejemplo: mejorar los pardmetros de la cinética de reacciéon) pero también efectos
indeseables (ejemplo: incrementar la unién inespecifica, particularmente destruyendo el paratope).
Hay diferentes tipos de uniones para orientar a los anticuerpos: (i) uniones a los receptores Fc en la
superficie tales como las proteinas A o G o proteinas de fusion A/G recombinantes (Oh y col., 2005);
(ii) enlaces de otros patrones de union a estructuras covalentemente ligadas a la region Fc del
anticuerpo, ejemplo los residuos de biotina en la Fc se unen a estreptavidinas (Diaz-Gonzdlez y col.,
2005); (iii) los anticuerpos se inmovilizan sobre la superficie a través de moléculas de carbohidratos
oxidadas en el dominio CHz2 de la Fc (Bosnjakovic y col., 2012); (iv) la union de fragmentos Fab y scFv
a la superficie mediante grupos sulfidrilos en su Fc terminal (Benhar y col., 2001; Vallina-Garcia y
col., 2007); (v) mediante particulas magnéticas funcionalizadas con proteina G, A o la combinacion
A/G (Hervés y col., 2009).

Numerosas reacciones quimicas pueden ser aplicadas para la inmovilizacion sobre la superficie
solida. Vinculos definidos entre el anticuerpo (o su molécula carbohidrato) y el material de fase

solida (silice, silice silanizada, 6xidos de Ti o Ta, plasticos, cefarosa, films metdlicos) han sido
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construidos mediante glutaraldehido, carbodiimida, éster succinamida, maleinimida, periodato o
galactosa oxidasa (Brynda y col, 1998). Ademas, la foto-inmovilizaciéon de anticuerpos usando
albamina, derivatizada con arildiaziridinas como “fotoenlazador” puede ser aplicada (Gao y col.,
1995). La fisiorciéon o adsorcion fisica no es recomendada debido a la inestabilidad local de la capa
causada por el estrés mecanico. En bibliografia se encontré un método basado en la deposicion de un
film de polimerizacion de etilendiamina para la inmovilizacion de anticuerpos en la superficie de
cuarzo de un sensor piezoeléctrico (Nakanishi y col., 1996). Otro desarrollo es una bicapa
fosfolipidica planar formada en soportes solidos mediante la fusion de vesiculas y el método de
Langmuir-Blodgett. Esta bicapa mantiene la fluidez en las dos dimensiones y ordena uniones
multivalentes entre los ligandos unidos a la superficie y las moléculas receptoras en soluciéon (Yang y
col., 2001). Para las superficies de metales nobles como el oro en inmunosensores &pticos,
particularmente, las monocapas auto-ensambladas de tioles son la primera opcion. Estas monocapas
estan construidas a partir de una larga cadena (C,, y mayores) de n-alcanotioles con grupos
funcionales organicos derivatizados, los cuales son facilmente unidos a la capa de oro mediante los
grupos tioles a través de un mecanismo bien conocido (Ullman, 1996). Los grupos funcionales de la
monocapa se unen a la Fc del anticuerpo y la auto-organizacion de la matriz evita uniones
inespecificas y resulta una metodologia muy reproducible (Kaiser y col., 2000; Kausaite-

Minkstimiene y col., 2010).

2.2.2. Otros bioreceptores en biosensores de afinidad

2.2.2.1. Aptameros

Los aptameros son secuencias de oligonucléotidos ADN (4acido desoxirribonucleico) o ARN
(acido ribonucleico) simple cadena con la capacidad de reconocer varios analitos con alta afinidad y
especificidad. Estos oligonucledtidos que unen ligandos mimetizan las propiedades de los
anticuerpos en una variedad de formatos diagndsticos. Ellos se pliegan en formas globales tinicas
para formar surcos de union que interaccionan con las estructuras de los analitos (Jayasena, 1999).
Los aptameros son identificados mediante un proceso de seleccion in vitro SELEX (evolucion
sistemadtica de ligandos mediante enriquecimiento exponencial, por sus siglas en inglés) (Tuerk y
Gold, 1990; Jayasena, 1999), el cual también enriquece selectivamente a los ligandos y los amplifica.
La facil deposicion de los aptameros sobre la superficie sensora resulta una ventaja frente a la
utilizacion de los anticuerpos. Ademas, debido a que su sintesis es reproducible, pueden ser
obtenidos en altas cantidades. Sin embargo, las constantes de afinidad son considerablemente mas

bajas que las uniones antigeno-anticuerpo y la estabilidad de los aptameros puede ser cuestionable
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(Luppa y col., 2001). La Figura 2.7 muestra un ejemplo de aptamero de ARN, cuya molécula de union

es la tetrametilrosamina.

Figura 2.7. Ejemplo de un aptdmero de union a tetrametilrosamina (TMR) unido a TMR (color rojo) a
través de un bucle (loop, en inglés) formado por dos pares de bases (amarillo y naranja) ubicadas a cada

lado del ligando. (Buskirk y col., 2004).

2.2.2.2. Anticalinos

Las lipolinas constituyen una familia de proteinas de conservacién y transporte de compuestos
organicos sensibles hidrofobica y/o quimicamente, especialmente vitaminas, lipidos, esteroides y
otros metabolitos secundarios. Estas existen en muchos organismos, tales como vertebrados,
insectos y plantas, incluso en bacterias. Corrientemente, el numero de lipocalinas identificadas ha
crecido hasta 500. En el cuerpo humano hay mas de 12 lipocalinas que ejercen diferentes funciones
fisiologicas. Similarmente a las inmunoglobulinas, las lipocalinas humanas existen como proteinas
solubles en el plasma y otros fluidos tisulares, con concentraciones hasta aproximadamente 1,0 mg
mL". Muchas de las lipocalinas estan libremente distribuidas en el cuerpo donde ejercen una funcion
tampon o de transporte. Por lo tanto, esta familia de proteinas no sélo cumple funciones de
transporte o de limpieza de compuestos activos farmacéuticamente, sino también se las utiliza en
nuevos desarrollos con finalidades medicinales donde se las unen a drogas terapéuticas En la Figura

2.8 se muestran cuatro ejemplos de lipocalinas humanas:
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Figura 2.8. Arquitectura molecular de las lipocalinas humanas y variabilidad estructural de sus sitios de
union. Representacion de las estructuras cristalinas de cuatro lipocalinas humanas: (a) proteina de
unidn del retinol, (b) apolipoproteina D, (c) lipocalina fragmentada, y (d) lipocalina asociada a
neutrofilo gelatinoso. Las lipocalinas forman un barril-f conservado de ocho cadenas-f3 antiparalelas
(color ciano). Los cuatro bucles expuestos en su extremo abierto (color rojo) forman los sitios de unién

al ligando y exhiben gran variabilidad estructural. (Skerra, 2008).

Las ventajas que ofrecen las lipocalinas con respecto a las inmunoglobulinas se resumen en (i) el
menor tamaiio (< 20 kDa); (ii) una composicion mas simple, ya que las lipocalinas consisten en una
cadena polipeptidica mientras que los anticuerpos tienen cuatro cadenas (dos pesadas y dos
livianas); (iii) el sitio de unidn de las lipocalinas con cuatro bucles variables estructuralmente es
menos complejo y mds facil de manipular que la region hipervariable de los anticuepos compuesta de
seis segmentos bucles no-secuenciales en ambas cadenas polipeptidicas; (iv) reducidas interacciones
no deseadas, debido a que las lipocalinas no poseen la Fc; (v) muchas lipocalinas no tienen la
glicosilacidn y pueden ser producidas como proteinas auténticas en sistemas de expresion microbial,
mientras que la produccién de anticuerpos completamente glicosilados requiere cultivos de células
eucariotas caras, cuya optimizacion y fermentacién consume tiempo y es propenso a una capacidad

limitada (Skerra, 2008).
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2.2.2.3. Polimeros impresos molecularmente

La tecnologia de impresion molecular se basa en la sintesis de polimeros altamente
entrecruzados con propiedades de reconocimiento molecular selectivo hacia los compuestos para los
cuales fueron generados. Dicho reconocimiento se basa en la creacién, durante el proceso de
polimerizacion, de cavidades que son complementarias, en tamafo, forma y funcionalidad quimica
al analito que fue empleado como “molde” en la sintesis de los polimeros.

La sintesis de los polimeros de impresién molecular consta de tres etapas basicas, que aparecen
esquematizadas en la Figura 2.9. Durante la primera etapa, se ponen en contacto el analito molde y
el monoémero, dando lugar a la formacion del complejo de prepolimerizacion. Es importante destacar
que las propiedades del polimero obtenido dependen en gran medida del tipo de enlace formado
entre el monomero y el analito molde y su estabilidad. En la segunda etapa se lleva a cabo la
polimerizacion propiamente dicha. Esta polimerizacion generalmente sigue un mecanismo de
propagacion radicalario y puede estar inducida tanto térmica como fotoquimicamente. En la tercera
etapa se elimina el analito molde de la matriz polimérica, liberando asi cavidades que son
complementarias en tamafio, forma y funcionalidad quimica al analito molde. La presencia de estas
cavidades, tedricamente, hace que el polimero impreso sea capaz de reconocer de forma selectiva

tanto al analito molde como a otros compuestos estructuralmente andlogos (Wenz, 1994).

Mondémeros
N e a Extraccion
con
Auto-ensamble Polimerizacion
solvente B
I

@ e

Analito molde

Remocion del
analito molde

Figura 2.9. Principios de la impresion molecular (Mahony y col., 2005).

2.2.3. Formatos de la inmunoreaccion

Diversas variaciones de formatos de inmunoensayos han sido desarrollados, permitiendo
detectar cualitativa o cuantitativamente tanto antigenos como anticuerpos. Dependiendo del analito
que se desee determinar, las configuraciones estandares de los inmunoensayos se pueden clasificar
como se muestra en la Figura 2.10 en: competitivo, sandwich o directo cuando el analito investigado

es un antigeno; y en competitivo, indirecto o directo cuando es un anticuerpo (Ricci y col., 2007). En
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el caso de los formatos competitivos, indirectos y sandwiches se necesita un rotulo para la deteccion
de la sefal mientras que en los directos no es necesario, siendo la sefial detectada principalmente

mediante transductores opticos y/o piezoeléctricos.

a) COMPETITIVO SANDWICH DIRECTO

O O @ @
Y vy ¥V

dod &8 o4

Figura 2.10. Formatos de los inmunoensayos donde se busca detectar en la muestra, (a) un

antigeno o (b) un anticuerpo.

En un ensayo competitivo el antigeno o anticuerpo rotulado compite con el analito a investigar
por los sitios de union del anticuerpo o antigeno complementario inmovilizado en la superficie,
respectivamente. Por lo tanto, la sefial obtenida sera inversamente proporcional a la concentracion
del analito presente en la muestra.

En un ensayo sdndwich el anticuerpo de captura es inmovilizado en la superficie y se une al
antigeno presente en la muestra. Luego un segundo anticuerpo rotulado se une a un epitope
diferente del antigeno, generando una sefial que serd directamente proporcional a la concentracion
del analito. La limitacion de los ensayos sandwich es que no pueden ser usados para la

determinacion de haptenos.
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En un ensayo indirecto el antigeno inmovilizado en la superficie capta al anticuerpo a investigar
y luego se une a un anticuerpo rotulado que generara una sefial directamente proporcional a la
concentracion de anticuepo en la muestra. Este formato es utilizado con el fin de evitar problemas
relacionados a la inmovilizacion de anticuerpos (pérdida de afinidad y orientacion correcta de los
anticuerpos) y cuando los anticuerpos primarios conjugados con la enzima para el analito
determinado no estan disponibles comercialemente.

En un ensayo directo el antigeno o anticuerpo a investigar se unirdn a su anticuerpo o antigeno
complementario inmovilizado en la superficie, respectivamente. Este tipo de ensayo se utiliza en
metodologias en las cuales se puede detectar directamente al analito sin necesidad de rétulos, siendo
la sefal obtenida directamente proporcional a la concentracion del analito. Para los analitos con bajo
peso molecular tales como antibidticos, hormonas y residuos de drogas veterinarias la sensibilidad

de estos ensayos no es suficiente, por lo que se prefieren formatos competitivos o sandwich.

2.2.4. Transductor electroquimico

Las medidas electroquimicas, basadas en tres tipos de sefiales analiticas (potencial, corriente y
carga), se realizan en una celda electroquimica constituida por dos o mas electrodos, asociados
electronicamente para controlar y medir el potencial y la corriente. En el caso de una celda
compuesta de dos electrodos inmersos en una solucion, al aplicar un potencial externo entre dichos
electrodos, se producird la circulacion de una corriente eléctrica derivada de los procesos
electroquimicos que ocurren en la interfaz electrodo-solucién. El origen de esta corriente puede ser
la transferencia de carga debida a reacciones quimicas (procesos faradaicos) o a la reorganizacion de
la carga en la interfaz (procesos no faradaicos). Generalmente, en electroquimica los estudios se
centran en uno de los electrodos (electrodo de trabajo o indicador), en el cual se produce una

reaccion del tipo que aparece en la Ecuacion 2.3.

O+ne-——R (2.3)

En funcion del potencial aplicado, se dara lugar a la circulaciéon de corriente en uno u otro
sentido. La relacion entre el potencial en la interfaz electrodo-solucion y la corriente derivada de la
transferencia de carga durante la reacciéon va a estar dada por la ecuacion de Butler-Volmer (ver

Ecuacion 2.4).
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Donde: i es la corriente que atraviesa la interfaz electrodo-solucion; F es la constante de Faraday
(96485,34 C mol™); A es la superficie de contacto entre el electrodo y la solucion; k, es la constante
de velocidad de la reacciéon estandar; Co es la concentracion de la especie O en la interfaz; o es el
coeficiente de transferencia; n. es el numero de electrones involucrados en la reaccidn (ver Ecuacion
2.3); R es la constante universal de los gases ideales (8,314472 ] K* mol™); E. es el potencial en la
interfaz electrodo-solucion; E,’: potencial normal del par rédox; Cr: concentracidn de la especie R en
la interfaz.

Por lo tanto, esta relacion viene condicionada por las caracteristicas intrinsecas de la reaccion
(que a su vez dependen de la naturaleza del electrodo y de las especies que reaccionan), la superficie
de contacto entre el electrodo y la solucidn, la concentraciéon de las especies involucradas en la
reaccién y la temperatura.

Cuando no se produce circulacién de corriente, es decir cuando existe un equilibrio en la
reaccion de la Ecuacion 2.3, el valor del potencial en la interfase electrodo-solucion puede expresarse
en funcion de las concentraciones de las especies que reaccionan mediante la ecuacion Nernst

(Ecuacion 2.5).

RT C
E =E°+——In(=> .
) = (C ) (2.5)

2.2.4.1.  Clasificacion de los métodos electroquimicos

La Figura 2.11 esquematiza la clasificacion de los métodos electroquimicos en dos grupos, por
un lado en el seno de la solucién, en el cual se miden las propiedades de la solucion completa y por el
otro en la interfase, en el cual la sefal es funcion del fendmeno que ocurre en la interfaz electrodo-

solucion.
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Métodos Electroquimicos

1l 1l

Interfase Seno de la solucion

Métodos estaticos Meétodos dinamicos Conductimetria
Potenciometria Corriente Potencial
controlado controlado
Culombimetria Potencial fijo Potencial variable
Amperometria Culombimetria Voltametria
A
Yl N

Sin agitaciéon  Redisolucién  Con agitacion
N

Voltametria de Pulsos Voltametria
Hidrodinamica

Voltametria Ciclica

Cronoamperometria

Figura 2.11. Clasificacion de los métodos electroquimicos.

A continuacién se describirdn algunos de estos métodos electroquimicos aplicados en el

desarrollo de los inmunosensores.

2.2.4.1.1. Métodos electroquimicos en el seno de la solucion

Dentro de este grupo se encuentran los inmunosensores conductimétricos y capacitivos.
% Los conductimétricos miden la alteracion de la conductividad eléctrica causada por
reacciones bioquimicas (enzimaticas) en una solucién a voltaje constante. Los cambios de

capacitancia son medidos usando un sistema electroquimico, en el cual el elemento bioactivo se
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inmoviliza sobre un electrodo de metal noble (Au o Pt). Hay pocas aplicaciones clinicas disponibles,
debido a que la alta fuerza idnica de las matrices bioldgicas dificultan la recoleccion de pequeiios
cambios de conductividad neta. Para solucionar este problema, Yagiuda y col. (1996) disefiaron un
inmunosensor en el cual se media el cambio de la conductividad en la superficie; debido a que la
formacién del inmunocomplejo causaba una disminucién de la conductividad entre los electrodos.
Luego, Cornell y col. (1997) desarrollaron un inmunosensor de conductancia de canal iénico que
imitaba las funciones sensoras biologicas.

% Los capacitivos a través de su reciproca a voltaje alternativo, resultan ventajoso con respecto
a los dispositivos conductimétricos. Se los utiliza principalmente con dos propdsitos: (i) controlar la
monocapa aislante de la superficie de metal noble del sensor, ya que cuando ocurre una pequena
desorcion de la monocapa se obtiene un incremento de la capacitancia; (ii) medir el cambio en el
espesor dieléctrico de la capa aislante durante la union del antigeno a los anticuerpos inmovilizados

a una capa alcanotiol.

2.2.4.1.2. Métodos electroquimicos en la interfaz electrodo-soluciéon

Dentro de este grupo se encuentran dos grandes categorias: los métodos estdticos en los cuales
no hay circulacion de corriente y los métodos dindmicos en donde si la hay. Estos altimos, a su vezs
se dividen en métodos en los que el parametro eléctrico controlado es la corriente y métodos en los

que el parametro controlado es el potencial.

2.2.4.1.2.1. Métodos estaticos

Dentro de estos métodos se encuentran los inmunosensores potenciométricos, basados en la
medida del cambio de potencial, el cual por la ecuacion de Nernst sera logaritmicamente
proporcional a la actividad especifica del ion de interés. El equipamiento requerido para las medidas
potenciométricas directas incluye un electrodo ion selectivo, un electrodo de referencia y un
dispositivo de medida del potencial como se muestra en la Figura 2.12. El electrodo idn selectivo es
un electrodo indicador capaz de medir selectivamente la actividad de una especie idnica particular.
Estos electrodos exhiben una respuesta rdapida en un intervalo lineal amplio, no son afectados por

color o turbidez, no son destructivos y son econémicos.
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Figura 2.12. Diagrama esquematico de una celda electroquimica para medidas potenciométricas.

Los electrodos i6n selectivos son, principalmente, dispositivos basados en membranas,
constituidos de materiales idon-conductores, de permeabilidad selectiva que separan la muestra de la
solucidn de llenado localizada en el interior del electrodo. Esta solucion conteniene al ién de interés
a una actividad constante. La membrana es usualmente no porosa, insoluble en agua y estable
mecanicamente y la composicion de la misma esta disefiada para mantener un potencial constante
debido al i6n de interés mediante, por ejemplo, un proceso de intercambio de iones que ocurre en la
interfaz membrana-solucion (Wang, 2001).

Los electrodos potenciométricos han sido construidos aplicando las siguientes metodologias: (i)
Potencial transmembrana: su principio se basa en la acumulacién de un potencial a través de la
membrana sensora. Los electrodos idn selectivos utilizan membranas selectivas que generan una
separacion de carga entre la muestra y la superficie del sensor. Analogamente, el antigeno o
anticuerpo inmovilizado en la membrana se une al compuesto de interés sobre la superficie y cambia
el potencial transmembrana. (ii) Potencial electrodo: es similar al potencial transmembrana, sélo que
en este caso el electrodo es la superficie sobre la cual se une el inmunocomplejo, cambiando el
potencial del electrodo en relacién a la concentracion del analito. (iii) Transistor de efecto campo
(TEC): es un dispositivo semiconductor que monitorea la corriente que fluye entre dos terminales
(fuente y drenaje) mediante una magnitud eléctrica aplicada a un tercero, llamado terminal de

control o entrada. El potencial de superficie varia con la concentracién del analito.
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Una ventaja de los sensores potenciométricos es la simplicidad de la operatoria, la cual puede
ser usada para la automatizacion vy, el pequeio tamafio de los sensores TEC. Todos los métodos
potenciométricos, sin embargo, sufren grandes problemas de sensibilidad (siendo esta inferior a la
obtenida con los transductores amperométricos) y de efectos de no-especificidad de unién o

sefializacion (influenciada por la presencia de otros iones en la muestra).
2.2.4.1.2.2. Métodos dinamicos

Los métodos dinamicos a potencial controlado miden el flujo electrénico hacia un electrodo
inerte, al aplicar un potencial que dirige el flujo electronico desde o hacia la molécula rédox
monitoreada. El sistema fundamental de medida, llamada celda electroquimica, usa tres electrodos,

como se observa en la Figura 2.13.

Electrodo de Trabajo

'-‘::':‘:‘":_'""':'_:[ "?=

7

Electrodo de Referencia

Electrodo Auxiliar

Figura 2.13. Esquema de una celda amperométrica con la configuracidn general de un

inmunosensor potenciostatico (Bojorge-Ramirez y col., 2007).

% El electrodo de referencia gobierna el valor de potencial aplicado al electrodo de trabajo, esta
constituido por dos especies de una cupla rédox de composicion constante, ejemplos clasicos son
Ag/AgCl y Hg/Hg,Cl, (calomel). Para minimizar la contaminacion de la solucién con la muestra, el
electrodo de referencia se aisla a través de un puente salino intermediario.

% El electrodo auxiliar lleva el flujo de corriente fuera del electrodo de referencia y esta formado
a partir de un material conductor inerte, como es un cable de platino o varilla de grafito (Wang,

2001).
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% En el electrodo de trabajo es donde ocurre la reaccion deseada y es contruido a partir de
metales inertes, como platino, oro y diversas formas de carbono, incluyendo fibra de carbono, grafito
epoxy, grafeno o carbono vitreo (glassy carbon, en inglés). La eleccion de este electrodo es un factor
crucial, debido a que afecta la sensibilidad de la metodologia, el costo del analisis y la posibilidad de
adoptar diferentes procedimientos de inmovilizacion en el disefio del inmunosensor. Los electrodos
comunmente elegidos son a base de carbono, debido a su bajo costo, buena cinética y
biocompatibilidad en la transferencia electrodica (Jacobs y col., 2010).

Muchas companias ofrecen como electrodos de trabajo a barras recubiertas de teflon donde una
terminal es la superficie sensora y la otra es la coneccién al instrumento. A pesar de que estos
sensores son ampliamente utilizados en laboratorios electroquimicos, no son usados con
aplicaciones hacia los inmunosensores. Esto se debe a que un inmunoensayo electroquimico requiere
diversos pasos y muchos puntos de optimizacion, por lo que se haria indispensable contar un un alto
numero de estos electrodos o reutilizar un inmunosensor durante muchos experimentos. Ademas,
estos electrodos son bastante costosos y, debido a que no son suceptibles a las modificaciones sobre
su superficie, en la etapa de inmovilizacidn se necesitaria sumergirlos en la solucién muestra durante
un largo periodo de tiempo.

El uso de los SPE en la deteccién electroquimica ha mejorado la sensibilidad de los métodos.
Dentro de las ventajas que presentan los SPE se pueden citar el bajo costo de produccion, que se
pueden elaborar en grandes cantidades y, ademads, que después de la inmovilizacion del analito no se
requieren etapas de pre-tratamiento o limpieza (Hayat y col., 2011). En la fabricacion de los SPE, la
técnica de serigrafia involucra la impresion de diferentes tintas en un soporte plastico o ceramico
plano. Su naturaleza plana permite la facil modificacion de la superficie electrédica. Debido a las
dimensiones miniaturizadas de los SPE, todas las etapas inmunoldgicas pueden ser realizadas en una
gota, por lo cual se reduce el consumo de reactivos y de muestra. Los SPE disponibles
comercialmente estdn constituidos de oro, grafito y plata (Ricci y col., 2012). En la actualidad existen
arreglos de ocho electrodos impresos (Deng y Yang, 2007; Zani y col., 2o11; Adornetto y col., 2012) y
arreglos de electrodos en placas de 96 pocillos (Ricci y col., 2007; Delibato y col., 2009; Neagu y col.,
2009), lo cual a reducido los tiempos de analisis.

Una alternativa a los SPE es el uso de fotolitografia, para la produccién de electrodos adecuados
para la integracion en sistemas de microfluidica y para la construccién de arreglos multiples (Ortiz y

col., 2011; Kellner y col., 20n).
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2.2.4.1.2.2.1. Integracion de materiales nanoestructurados en inmunosensores

electroquimicos

Como se comentd anteriormente, la superficie de los electrodos no es sélo el soporte para la
inmovilizacion del elemento de reconocimiento, sino que también acta como una superficie
sensora. Por esta razon, se ha buscado mejorar el comportamiento electroquimico de los electrodos
con el uso de diferentes nanomateriales. Ejemplos de nanomateriales son los nanotubos de carbono
(Serafin y col., 20m1), las nanoparticulas de oro (Tang y col., 2010) y el grafeno (Liu y col., 20m1), los
cuales han mejorado el rendimiento analitico electroquimico (lost y Crespilho, 2012).

Los nanotubos de carbono, si bien tienen los mismos problemas que los electrodos de carbono
tradicional, ofrecen como ventajas el mejoramiento de las propiedades electronicas, la alta relacion
plano limite/plano basal y la rapida cinética electrddica. Esto hace que las metodologias en las cuales
se los emplee presenten alta sensibilidad y bajos limites de deteccion. Ademads, estos electrodos
pueden tener una alta conductividad, estabilidad quimica favorable y fuerza mecanica, dependiendo
del método de sintesis de los nanotubos, la modificacion de su superficie, el método de fijacion del
electrodo y la incorporaciéon de un mediador electroquimico. Después de la sintesis, los nanotubos
pueden ser funcionalizados en su superficie, de manera de unir posteriormente moléculas que
permitan detectar al analito de interés mediante la reaccién inmunoldgica (Jacobs y col., 2010).

Las nanoparticulas de oro presentan buena biocomatibilidad, excelente eficiencia en la
transferencia electrédica y amplia 4rea de superficie especifica. Ademas, ellas pueden unirse
fuertemente con varios grupos funcionales a través de enlaces covalentes, incluyendo CN, NH, o SH
(Yang y col., 2013).

Los grafenos por su parte, se caracterizan por una conductividad térmica de 3 kW m™ K7, exhibir
el efecto Hall cuantico a temperatura ambiente, tener la mayor relacién posible de
superficie/volumen (2600 m* g"), poseer alta velocidad de transferencia electrddica (mayor a 200 00o
cm® V' s7) y excepcional estabilidad térmica. Estas propiedades posibilitan la deteccién altamente
sensible del analito (Kochmann y col., 2012).

Sin embargo, el uso de tales nanomateriales no siempre es conveniente para la produccion en
grandes cantidades de los sensores, por lo que su comercializacién resulta poco factible. Los
protocolos de modificaciéon de la superficie llevan procesos largos y complicados, o en los mejores
casos, resulta dificil su implementacion como un proceso industrial. Ademds, se debe tener en
cuenta el costo de estos materiales, que usualmente son caros debido a que provienen de companias
especializadas. A pesar de todo esto, la compaiiia lider en producciéon de electrodos impresos
(DropSens) ofrece SPE modificados con una o varias capas de nanotubos de carbono (Ricci y col.,

2012).
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Otro material nanoestructurado utilizado por Escosura-Muniz y Merkogi (2011) para la
inmovilizacion del elemento de reconocimiento son las membranas de filtro nanoporoso en 6xido de
aluminio anodizado. Las ventajas atribuibles a la utilizacién de este material corresponden a un

incremento en el drea superficial y una mayor sensibilidad del sensor.
2.2.4.1.2.2.2. Integracion de particulas magnéticas en inmunosensores electroquimicos

La inmovilizacion del ERB sobre la superficie del electrodo puede ser dificil o requerir muchos
pasos, que no siempre son adecuados para una produccion en masa. Otro problema en este aspecto
es que el electrodo es usado en la cadena inmunoloégica completa, lo cual causa posible pasivacion o
“envenenamiento” de la superficie del electrodo a través de la adsorcidon no-especifica de otras
especies presentes en la muestra. Ademas, como la cadena inmunoldgica usualmente requiere
muchos pasos de lavado, estos pueden causar defectos en la capa del elemento de reconocimiento,
que pueden comprometer la reproducibilidad de los resultados. Asimismo, la deposicion del
elemento de reconocimiento sobre la superficie del electrodo puede obstaculizar la cinética de la
reaccion anticuerpo/antigeno y, puede limitar el ntimero de biomoléculas que puedan ser
inmovilizadas en la superficie del electrodo. Todos estos inconvenientes han sido solucionados con
el uso de las particulas magnéticas (PM) o nanoparticulas magnéticas (Hayat y col., 2011; Lum y col.,
2012) como soporte de inmovilizacion del elemento de reconocimiento. Las PM, como se muestra en
la Figura 2.14, estan constituidas de una dispersion de material magnético (Fe,O, y Fe;O,) en el
nucleo y recubiertas con una fina capa de polimero, que también define un area superficial para la

adsorcidén y acople de una gran variedad de moléculas.
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Figura 2.14. (a) Estructura general de una particula magnética, y (b) posibles grupos funcionales que

pueden encontrarse sobre su superficie.
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Las PM pueden ser ficilmente funcionalizadas con diferentes grupos, tales como estreptavidina
(Moreno-Guzman y col., 20m), grupos tosilos (Zacco y col, 2007; Lermo y col., 2009; Romanazzo y
col., 2010; Yang y col., 2013), grupos aminos (Wang y col., 2008), proteinas o anticuerpos (Mendes y
col., 2012; Ling y col., 2012; Mendonga y col., 2012; Adornetto y col., 2012; Fornara y col., 2013) para
una rapida y especifica inmovilizacion del elemento de reconocimiento. Ademas, debido a su
pequeiio tamafo y geometria esférica, un gran numero de biomoléculas pueden ser inmovilizadas
sobre la superficie de estas PM funcionalizadas. La utilizacion de estas particulas mejora la
sensibilidad del ensayo, disminuye el posible efecto matriz de la muestra, evita etapas complejas de
pretratamientos, permite reducir los tiempos de reaccion y utilizar pequefios volimenes de solucion
en la superficie del electrodo de trabajo (Pividori y Alegret, 2005; Zacco y col., 2006; Ricci y col.,
2012).

La reaccion inmunolodgica completa se realiza en micro-tubos. En uno de sus lados, las PM son
concentradas después de cada etapa de lavado e incubacién mediante un separador magnético, el
cual permite facilmente descartar el sobrenadante. Una ventaja adicional del uso de estas particulas
es que la inmovilizacion del ERB a las PM puede ser realizada en grandes cantidades en un paso
simple y, luego, las particulas modificadas pueden ser conservadas por varias semanas sin que el ERB
pierda actividad. Esto puede ser crucial cuando un gran numero de muestra es analizada, ya que
permite una reduccion importante del tiempo de analisis. En cuanto al electrodo, en este caso sdlo es
utilizado como superficie sensora, por lo que no sufre procesos de pasivacion o interferencia
electroquimica. El tnico problema representado por el uso de PM como elemento de reconocimiento
es que puede haber una disminucién de la sensibilidad, debido a que el producto electroactivo no
estd en contacto directo con la superficie del electrodo (Ricci y col., 2012). Para evitar esto, se han
disefiado electrodos con la superficie magnetizable a través de la inclusién de las PM en el material
electrodico (Zacco y col., 2007) o de pequeiios magnetos (preferentemente de neodimio) debajo de la

superficie del electrodo de trabajo (Adornetto y col., 2012).

2.2.4.1.2.2.3. Clasificacién de las técnicas electroquimicas dindmicas

Las técnicas electroquimicas dindmicas, a potencial controlado, se dividen en técnicas a
potencial fijo (principalmente, la amperometria) y a potencial variable (las voltametrias).

La amperometria consiste en aplicar un potencial constante al electrodo de trabajo y registrar la
corriente generada en funcion del tiempo. El potencial aplicado deberia ser suficiente para causar
facilmente la oxidacion o reduccion del analito de interés o de alguna sustancia involucrada con este.

La sefial analitica serd la magnitud de la corriente generada y se la relacionard proporcionalmente
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con la concentracién del analito. La Figura 2.15 corresponde a un amperograma donde el analito de

interés es reducido como consecuencia del potencial aplicado.

te

Senal Analitica

ITien

Co

Tiempo
Figura 2.15. Amperograma en el cual se registra la corriente de reduccion de un analito en funcién del

tiempo al aplicar el potencial adecuado para el sistema.

Las voltametrias consisten en aplicar un potencial dependiente del tiempo y registrar la
corriente generada por las especies a investigar, debido a su participacion en reacciones de
reduccion-oxidacion. Los graficos de corriente en funcion del potencial se llaman voltamogramas y
son andlogos a los espectros de absorcion en espectroscopia, en los cuales se grafica la absorbancia
en funcion de la longitud de onda. A continuacién se describirdn las voltametrias mds cominmente
utilizadas:

Cronoamperometria: involucra aplicar al electrodo de trabajo un salto de potencial, desde un
valor en el cual no ocurre la reaccion de interés (E1) hasta otro valor en el cual si se genera dicha
reacciéon (E2) (Figura 2.16a). El voltamograma resultante corresponde a la corriente generada en el

tiempo al aplicar este salto de potencial (Figura 2.16b).
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a) $ E,
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b)
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Figura 2.16. (a) Grafica de potencial en funcion del tiempo, y (b) voltamograma cronoamperométrico de

corriente en funcion del tiempo (Wang, 2001).

Voltametria de Pulsos: involucra multiples técnicas agrupadas en funcién de la amplitud de los
pulsos. Basicamente se describiran la voltametria de onda cuadrada (VOC) y la voltametria ciclica
(VC), debido a que son las técnicas frecuentemente utilizadas en la deteccion de la senal
electroquimica de los inmunosensores.

VOC: es una técnica de diferencia de amplitud en la cual una onda cuadrada simétrica es
aplicada al electrodo de trabajo (Figura 2.17a). La corriente es muestreada dos veces durante cada
ciclo de onda cuadrada, una vez al final del pulso directo (1) y una vez al final del pulso inverso (2).
Debido a que la amplitud de modulacion de la onda cuadrada es muy amplia, los pulsos inversos
causan la reaccion inversa del producto (del pulso directo, si la reacciéon de electrodo es reversible).
La diferencia entre las dos medidas de corriente es graficada en funcién del barrido del potencial. La
Figura 2.17b muestra las intensidades de corrientes para un sistema rédox reversible rapido. El
voltamograma resultante es simétrico sobre el potencial de media onda y la corriente de pico es

proporcional a la concentracion del analito (Wang, 2001).
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Figura 2.17. (a) La forma de la onda cuadrada muestra la amplitud (Eyoc); altura entre los escalones (AE); el
periodo de onda cuadrada (t); el tiempo de retardo (T4); y tiempos de medicion de corriente, 1y 2,y (b)
voltamograma de onda cuadrada de un sistema rédox reversible, donde A es la corriente directa; B es la

corriente inversa; C es la corriente neta. (Wang, 2001).
VC: consiste en la realizaciéon de un barrido lineal del potencial de un electrodo de

trabajo estacionario usando una onda de potencial de forma triangular (Figura 2.18a).

Durante el barrido del potencial, el potenciostato mide la corriente resultante a cada

potencial aplicado.
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Figura 2.18. (a) Sefial de excitacion potencial-tiempo en una voltametria ciclica, y (b) voltamograma ciclico

tipico del proceso rédox reversible O + ne” —»R (Wang, 2001).

La Figura 2.18b corresponde a un voltamograma ciclico tipico de una cupla rédox reversible
durante un ciclo de potencial. Se asume que, inicialmente, sdlo la especie oxidada esta presente en la
solucidn. Luego, se comienza a desplazar el potencial desde un valor en el cual no ocurre reduccion
hacia un potencial mas negativo que el de partida, y se va registrando la corriente catddica
(observando un pico catodico préximo al potencial de reduccion de la especie analizada). Luego de

recorrer la regiéon de potencial en el cual el proceso de reduccion ocurre, la direcciéon del potencial se
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invierte. Durante el barrido inverso, la especie reducida (formada en el barrido directo y acumulada
cerca de la superficie del electrodo) se reoxida a la especie oxidada, obteniéndose un pico anodico

complementario.

Finalmente, la Tabla 2.3 resume las aplicaciones con los limites de deteccion (LD) tipicos para

las técnicas electroquimicas convencionales.

Tabla 2.3. Caracteristicas de las técnicas electroquimicas (Wang, 2001).

LD
Técnica Aplicacion
(mol L)
Determinar el coeficiente de difusion de las especies
Cronoamperometria  electroactivas. -
Establecer el drea efectiva del electrodo de trabajo.

Amperometria Cuantificar al analito de interés. 10°
Obtener los potenciales y las corrientes en los maximos de
oxidacion y reduccion para la especie en estudio.

VC -
Estimar si el sistema es reversible, cuasireversible o
irreversible.
Voltametria de Pulso
Cuantificar al analito de interés. 107
Normal (VPN)
Voltametria de Pulso .
Cuantificar al analito de interés. 107
Diferencial (VPD)
VOC Cuantificar al analito de interés. 107
Voltametria de
Redisolucién Anddica  Cuantificar al analito de interés. 107

(VRA)

2.2.5. Transductores dpticos

Son los mas populares para el bioanalisis debido a la ventaja de aplicar radiaciéon en la region
espectral visible (VIS) comparada con otras técnicas. Ademds, el modo de operacién no es
destructivo, generando una sefial medible de forma rapida. En particular, la introduccién de fibras

opticas (optodes) como longitud de onda dptica y optoelectrénica sofisticada ofrece una versatilidad
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incrementada de estos dispositivos analiticos para las aplicaciones clinicas. Cambios en la adsorcion,
fluorescencia, luminiscencia, dispersion o indice de refraccion ocurren cuando la luz es reflejada
sobre superficies sensantes. Estas informaciones son las bases fisicas para las técnicas sensoras
opticas. Usualmente, los detectores aplicados son los fotodiodos o fotomultiplicadores. Por otro
lado, si bien estos sistemas libres de rétulos hacen a la metodologia rdpida, también presentan
problemas, como uniones inespecificas y baja sensibilidad analitica, sobre todo cuando se trata de
analitos con bajo peso molecular. A continuacion se citaran las técnicas opticas mas frecuentemente
usadas como sistema de deteccion de los inmunosensores.

% Espectroscopia de refleccion interna total: el principio de este dispositivo se basa en que este
sensor posee dos materiales con diferentes indices de refraccion (IR), la reflexion interna total ocurre
a un cierto angulo del haz de luz, desde el IR mayor a través de la interfaz sensante. Por lo cual, una
onda evanescente es generada en el material con el menor IR. Esta onda penetra en el medio a sensar
con una amplitud atenuada exponencialmente. Las biomoléculas del medio interactuardan
inevitablemente con la onda evanescente y, por lo tanto, inducirdn a una disminucion de la luz
reflejada. La resolucion es directamente proporcional a la longitud de interaccion.

% Elipsometria: si la luz polarizada linealmente de una orientaciéon conocida es reflejada con
una incidencia oblicua a la superficie, la luz reflejada es polarizada elipticamente. La forma y
orientacion de la elipse depende del dangulo de incidencia, de la direccion de la polarizacion de la luz
y de las propiedades de reflexion de la superficie. Hay pocas aplicaciones documentadas hasta el
momento.

% Longitud de onda dieléctrica dptica: se realizan sobre vidrio, cuarzo o films de polimeros o
fibras hechas con material de alto IR embebido entre o dentro de materiales dieléctricos de bajo
indice. Similar a la resonancia de plasmones superficiales, un campo evanescente se desarrolla sobre
la superficie del sensor. En este caso, sin embargo, el campo evanescente es generado por la
excitacion de la luz en la capa dieléctrica. La mayor parte de la luz laser se transmite en el dispositivo
y las reflexiones multiples se producen a medida que esta viaja a través del medio y va
interaccionando con sustancias bioactivas. Parte de la luz, sin embargo, penetra en la biocapa. Esta
luz se refleja nuevamente en la longitud de onda con un desplazamiento en la fase interferente con la
luz transmitida. Por lo cual, cambios en las propiedades de la biocapa pueden ser controlados
mediante la deteccién de cambios en la interferencia.

% Resonancia de plasmones superficiales (RPS): entre los diferentes sistemas de detecciéon, RPS
es uno de los mas populares. El principio general de la RPS se muestra en las Figuras 2.19a y b. La
luz polarizada es dirigida desde la capa con alto IR hacia la capa con bajo IR para dar una reflexion
interna total. La muestra estd ligada a la capa con bajo IR. En la interfaz entre los dos medios se

encuentra una capa de oro. A pesar que la luz no se propaga en el medio con bajo IR, la intensidad
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entre las fases no es igual a cero. El requisito fisico de continuidad entre la interfaz es la razon para la
excitacion de los electrones en la superficie (plasmones) en la capa de metal mediante la energia de
luz. Como resultado, los electrones comienzan a oscilar. Esto produce un decaimiento exponencial
de la onda evanescente penetrando una distancia definida en el medio de IR bajo, lo cual explica la
disminucion de la luz reflejada. Por consiguiente, una percepcién directa de los cambios de IR sobre
la interfaz superficial es posible mediante el monitoreo de la intensidad y el angulo de resonancia de

la luz reflejada, causada por las interacciones bioespecifica (Luppa y col., 2001).

a) Molécula inmovilizada b)

Analito (ejemplo: anticuerpo) Reflectividad

-~

Entrada -r{: L ol J. = Salida
A

Sensor de
- Onda de plasmones

metal noble )
superficial

=ﬂ >

Fuente de Prisma Detector Angulo de incidencia

luz (1aser) vidrio

Figura 2.19. (a) Sensor de Resonancia Plasmddica Superficial: Una fina capa de metal noble (oro) es
inmovilizada en un prisma de vidrio para crear la superficie del biosensor. Los anticuerpos u otros ligandos son
inmovilizados en la superficie del sensor. La capa de metal posee electrones moviles en la superficie, que se ven

perturbados por el haz de luz entrante en un cierto angulo de incidencia, lo cual modifica la onda de

plasmones superficiales. (b) Grafica del cambio del indice de refraccion en funcién del angulo de resonancia

cuando se une la biomolécula (Shpacovitch, 2012).

2.2.6. Transductores piezoeléctricos

Una medida directa de los cambios de masa inducidos por la formacién de complejos antigenos-
anticuerpos son también detectados por sensores acusticos. El principio de operacion se basa en la
propagacién de ondas acusticas en el sustrato del sensor. La fase y velocidad de la onda actstica son
influenciadas por la adsorcion especifica de moléculas de anticuerpos sobre la superficie sensora
recubierta de antigenos. Materiales piezoeléctricos como cuarzo (SiO,), 6xido de zinc (ZnO) u otros

materiales resonantes son excitados en un campo eléctrico oscilante a una frecuencia ultrasénica
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especifica (en el orden de 10 MHz). La frecuencia resonante se determina mediante la distancia entre
los electrodos en ambos lados de la placa de cuarzo. La técnica mds aplicada para el monitoreo de la
operacion de onda acustica es el método de oscilacion, el cual mide las series de frecuencias
resonantes del sensor de resonancia. Los sensores piezoeléctricos se dividen en la microbalanza de
cristal de cuarzo (MCC) y los dispositivos de aplicaciéon de una onda actstica de superficie. Las
Figuras 2.20a y b muestran un esquema tipico de una microbalanza de cristal de cuarzo y un
ejemplo de respuesta obtenido con este sensor piezoeléctrico, respectivamente. Una fina capa de
cuarzo es recubierta con metal en ambas caras. Luego la placa es colocada en un sujetador para una

manipulacidn y coneccion simplificada a los sistemas de medida.

Electrodos
metalicos en los
sitios opuestos

Placa cuarzo

Concentracién

Sujetadores 2004 creciente -
de alambre PP
-250 T T r T T
Contactos 0 1000 2000 3000 4000 5000 6OOO
Tiempo (s)

Figura 2.20. (a) Microbalanza de cristal de cuarzo (Skladal, 2003), y (b) cambio de la frecuencia en tiempo

real del sensor piezoeléctrico a diferentes concentraciones de dimetil metilfosfonato (Ying y col., 2007).

Los transductores piezoeléctricos relacionan la masa de los films rigidos adsorbidos con los

cambios de frecuencia resonante mediante la Ecuacion 2.6 de Sauerbrey:

2
Af =2l AM 596 x10° £2AM (2.6)

C AvPul Ao

donde f; es la frecuencia resonante, m es la masa, Ai,m es el area de inmovilizacion, p es la
densidad y nq es el modulo de corte del cuarzo.

Por lo tanto, los cambios de la frecuencia (Af) del cristal piezoeléctrico es directamente
proporcional al cambio de masa (Am). El sistema funciona como una microbalanza de cristal de

cuarzo sensible; siendo mejorada su sensibilidad por los dispositivos alternativos, recientes
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denominados "nanobalanza". De esta forma, la cantidad de moléculas unidas al drea sensible del
electrodo puede ser facilmente medida cuantitativamente como una disminucién de la frecuencia

resonante (Skladal, 2003).

2.2.7. Aplicaciones de los inmunosensores

Existen pocas publicaciones disponibles de inmunosensores electroquimicos con deteccién
directa, debido a que muchos analitos (proteinas) no son intrinsicamente capaces de actuar como
patrones rédox en la reaccidon electroquimica. Por lo tanto, rétulos o marcadores activos
electroquimicamente (de forma directa o como productos de la reaccion enzimatica) son necesarios
para la reaccion electroquimica del analito suceda sobre el electrodo sensor. Los electrodos mas
populares son el de oxigeno y el de agua oxigenada. La principal desventaja para estos
inmunosensores es tener una etapa adicional debido a que su sistema de deteccion es indirecto, sin
embargo este hecho se compensa porque se logra una excelente sensibilidad. Esto se debe a que la
respuesta es proporcional a la concentracion del analito, en contrapartida de los sistemas
potenciométricos, en donde la sefal es proporcional al logaritmo de la misma (Luppa y col., 2001).

Los inmunosensores, segun el transductor utilizado, presentan ventajas y desventajas, que se
resumen en la Tabla 2.4.

El desarrollo de la tecnologia de los inmunoensayos fue un suceso histérico, sobre todo para los
laboratorios clinicos y continta siendo un érea vibrante de investigacion. Los desarrollos y la
automatizacién han expandido favorablemente el andlisis en las ciencias clinicas. Ademas de esta,
otras areas donde el andlisis de componentes en el orden de trazas es requerido, como ser en el
ambito mediombiental y alimentario han incursionado en el desarrollo de inmunosensores para
estos fines. La Tabla 2.5 muestra algunos ejemplos de desarrollos de inmunosensores, en los tltimos

cuatro afos, aplicados en los ambitos clinicos, mediambiental y alimentario.

-48- |



Kergaravat, Silvina Vanesa

INTRODUCCION

-2014 -

Tabla 2.4. Ventajas y desventajas de los inmunosensores segtn el tipo de transductor (Ricci y col., 2007)

Transductor Ventajas Desventajas
% Mayor sensibilidad por el uso de rotulo.
+ Factibilidad de miniaturizar la instrumentacion.
+ Bajo costo de equipos y reactivos. ) )
Electroquimico % Requiere rétulo, por lo cual el protocolo tiene una etapa
% Facilmente automatizable y transportable al lugar del o )
(Técnica: adicional con respecto a los ensayos directos.
problema. _
Amperometria/ - ) % El uso de electrodos convencionales (como los glassy
% Posibilidad de utilizar transductores monouso impresos ) ' _
Voltametria) ' carbon) requiere tediosas etapas de regeneracion.
(producidos en grandes cantidades y pequeias
dimensiones, pequeiios volumenes de muestra y cortos
tiempos de incubacion).
% Instrumentacion relativamente compleja y de alto costo.
) % No se alcanzan LD tan bajos que los métodos indirectos.
3 % Ensayo directo, simple, sin rotulo. ) - o o o
Optico % Dificultad con la portabilidad, miniaturizacion o analisis
% Mas reproducible y confiable que el ensayo ELISA.
(Técnica: RPS) en el lugar del problema.
% No tiene sensibilidad para analitos de bajo peso molecular.
% Estd expuesto a suftir interferencias de la matriz.
% Ensayo directo, simple, sin rotulo. % La medida de frecuencia es mds sensible al
Piezoeléctrico _ ) ) _ )
) % Simple y con instrumental mas econdmico que el de medioambiente.
(Técnica: MCC)

RPS.

R/

% Menor sensibilidad que otros métodos.
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Tabla 2.5. Aplicaciones de los inmunosensores

Ambito Aplicacién Transductor Ref.

Antigeno Carcinoembrionario en suero
Antigeno Especifico Prostatico en suero

Anti-virus Hepatitis B y Anti-o-fetoproteina

Electroquimico (EIE)
Electroquimico (Voltametria)

Piezoeléctrico (MCC)

(Yang y col., 20m)
(Wangy col., 2013)

(Xuy col., 2012)

:2 Benzoilecgonina (principal metabolito de la cocaina) en saliva Optico (RPS) (Munoz y col., 20m)

o Gonadotrofina Coriénica humana Electroquimico (EIE) (Truong y col., 2011)
Troponina T cardiaca en suero Electroquimico (Amperometria) (Gomes-Filho y col., 2013)
Antigeno CFP-10 Tuberculosis en orina Optico (RPS) (Hong y col., 20m)
Legionella pneumophila en muestras aguas Optico (RPS) (Enrico, D.I., 2013)

_ Herbicida isoproturon en suelo Electroquimico (Amperometria) (Bakeyfield y col., 2011)

% Atracina Electroquimico (Voltametria) (Trany col., 2012)

'.'g Herbicina diuron Electroquimico (Voltametria) (Sharma y col., 20m)

;'é’ Profenofos en muestras agua Optico (RPS) (Dong y col., 2012)

g TNT en muestras agua Electroquimico (Transistor Efecto Campo) (Park y col., 2010)
Cobre en muestras agua Piezoeléctrico (Microcantilever) (Zhao y col., 2010)
Residuos de atracina en leche Electroquimico (Amperometria) (Campanella y col., 2011)
Residuos de carbofuranos en vegetales y frutas Electroquimico (Voltametria) (Suny col., 2012)

o Ocratoxina A en vinos Electroquimico (Voltametria) (Perrota y col., 2012)

g Cloranfenicol en alimentos Piezoeléctrico (MCC) (Karaseva y Ermolaeva, 2012)

g Escherichia coli en alimentos Electroquimico (Amperometria) (Liy col.,, 2012)

ﬁ Melamina (adulterante) en Formulacién infantil Optico (RPS) (Wuy col., 2013)

Residuos de Kanamicina en carne de cerdo

Citrinina en arroz

Electroquimico (Amperometria)

Electroquimico (Amperometria)

(Zhao y col., 2011)

(Arévalo y col., 2011)
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2.3. METODOS BIOANALITICOS

La quimica analitica es la disciplina cientifica que desarrolla y aplica métodos, instrumentos y
estrategias para obtener informacién sobre la composicion y naturaleza de la materia en espacio y
tiempo. La quimica bioanalitica es un area fundamental de la quimica aplicada al andlisis de
biomoléculas, especialmente en el ambito de los trabajos en biotecnologia, bioingenieria, farmacia y
quimica clinica, asi como en el de las investigaciones bioldgicas y bioquimicas.

Los métodos bioanaliticos son clasificados, acorde a la clase de resultados que provee, en
métodos cualitativos, donde se provee informacion sobre la presencia o ausencia del analito y, en
métodos cuantitativos que dan la concentracion del analito en la muestra, asociada con una
incertidumbre. Los métodos semicuantitativos dan una estimacion de la concentracion y son usados
para determinar si el analito estd presente a un nivel que estd por encima o por debajo de la
concentracion de referencia; por lo tanto, se puede informar si la concentracion de la muestra es
mayor, similar o menor que el valor de referencia (Mikkelsen y Cortén, 2004).

El proceso de medida en la quimica abarca un conjunto de operaciones que separa la muestra, sin
recoger, sin tratar y sin medir de los resultados obtenidos a partir de ella. Existen dos tipos de
propiedades relacionadas al proceso analitico: i) Propiedades Analiticas Bdsicas (Presicion,
Sensibilidad, Selectividad y Muestreo apropiado) en las cuales se encuentran las propiedades
analiticas supremas (Exactitud y Representatividad) y ii) Propiedades Analiticas Accesorias (Rapidez,
Costo-eficacia y Factores relacionados al personal), en las cuales se determina la productividad del
laboratorio. El proceso de medida quimico (PMQ) se puede dividir en tres etapas generales, como se

muestra en la Figura 2.21.

Muestra

[ opens )
Operaciones

Preliminares

Medidas y
Transduccion de la Proceso de Medida
sefal analitica Quimico

Adquisicién de
Datos (Sefial) y
Procesamiento

&

-/

Figura 2.21. Representacidon esquematica de las tres etapas del PMQ (Varcélcer Cases, 2000).
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El principal objetivo de las Operaciones Preliminares es preparar la muestra para una adecuada
medicién. En cuanto a las Medidas y Transduccion de la sefial analitica esta directamente relacionado
a la naturaleza y concentracion del analito en la muestra e involucra el uso de un instrumento. La
Adquisicién de Datos y el Procesamiento provee el resultado del proceso en el formato requerido

(Varcalcer Cases, 2000).

2.3.1. Validacion de metodologias

La tendencia moderna de la quimica analitica se basa en el desarrollo de nuevas técnica
analiticas y métodos que permitan detectar y/o cuantificar los componenetes en muestras
complicadas, como las relacionadas a problemas medioambientales o a proteccion alimentaria. La
calidad de los resultados, tanto en los métodos cuali como cuantitativos, es de suma importancia
(Trullols y col., 2004). Por definicion, la validacién es el proceso de verificar que un método es
adecuado para su proposito, es decir, para resolver un problema analitico particular (EURACHEM,
2005). Usualmente, la validacién de métodos analiticos ha sido desarrollada y aplicada a métodos
cuantitativos. Como consecuencia, hoy en dia existen muchas guias de validacion que son aceptadas
por organismos reguladores o por comunidades de profesionales en areas especificas (AOAC, 1993;
EURACHEM, 1998; IUPAC, 1999; FDA, 2000; FDA, 2001; IUPAC, 2002; ICH, 2005; USP, 2007). Sin
embargo, no existe una guia general disponible de validacién para métodos analiticos cualitativos
(Trullols y col., 2004).

La definicion de los pardmetros que indican el rendimiento analitico es un aspecto muy
importante a considerar cuando se desarrolla una metodologia. La Tabla 2.6 muestra los pardmetros
de calidad mds comunes para métodos cuali y cuantitativo. A pesar de que algunos parametros
tienen el mismo nombre para ambos métodos; su definicion y forma de estimarlos puede ser muy

diferente.
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Tabla 2.6. Parametros de calidad para métodos cuali y cuantitativo

Método cuantitativo

Método cualitativo (Trullols y col., 2004)

Exactitud
Es el grado de concordancia entre un valor promedio obtenido de una medicion y un valor
de referencia aceptado (ISO, 1993).

“PFP

Probabilidad de que una muestra verdaderamente negativa sea
clasificada como positiva.

Precision "PFN

Es la concordancia entre ensayos independientes obtenidos bajo condiciones estipuladas Probabilidad de que una muestra verdaderamente positiva sea
(ISO, 1993). clasificada como negativa.

LD Regiodn infiable

Es la menor concentracion de analito, que puede ser confiablemente distinguida del blanco
(EURACHEM, 2005).

Region comprendida entre el mayor y menor valor de
concentracion donde se da una respuesta falsa.

Incertidumbre
Es la estimaciéon unida al resultado que caracteriza el intervalo de valores dentro de los
cuales se encuentra el valor verdadero (ISO, 1993).

Sensibilidad
Es la habilidad de un método para detectar como positiva a una
muestra verdaderamente positiva.

Especificidad
Es la habilidad de un método para detectar como negativa a una
muestra verdaderamente negativa.

Sensibilidad
Se define como el cambio en la respuesta en funcion del correspondiente cambio en el
estimulo (IUPAC, 1997).

Selectividad
Evalta la reactividad del analito de interés con algin otro
compuesto o la presencia de interferencias.

Selectividad
Se define como la capacidad de un método para determinar un analito particular en una
mezcla compleja sin la interferencia de otros componentes presentes en la mezcla. (IUPAC,

1997).

LD
Menor concentracion del analito en una matriz que puede ser
detectada como positiva en forma confiable.

Linealidad

Es la capacidad de producir resultados proporcionales a la concentracion de analito en la
muestra (ICH, 1996).

Valor de corte
Es el nivel de concentracién donde se diferencia a las muestras
con una cierta probabilidad de error.

Robustez

Esta relacionada a la calidad del método al variar condiciones operacionales, ambientales, etc. Si bien este parametro es muy importante en la validacion de
métodos cuantitativos, algunos autores aseguran que no es necesario realizarlo en métodos cualitativos.

PFP = Probabilidad de Falso Positivos; PFN = Probabilidad de Falso Negativos.
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2.3.2. Evaluacion de los pardmetros de calidad

Debido a que existe mucha informacidén referida a la validacién en los métodos cuantitativos, a
continuacion se analizaran los pardmetros de calidad cuando el método es cualitativo.

Hay varias formas de evaluar el rendimiento analitico en el andlisis cualitativo, dentro de las
cuales se encuentran las Tablas de contingencia (Massart y col., 1997), el Teorema de Bayes (McFall y
Treat, 1999), la Prueba de Hipotesis Estadistica (Pulido y col., 2002) y las Curvas Caracteristicas de
funcionamiento (Song y col., 2001).

Las Tablas de contingencia se basan en el cdlculo de probabilidad. A pesar de que existen otros
formatos, el mds simple y comunmente utilizado estd dado por clasificar a las muestras en dos
categorias: positivas o negativas. Luego los resultados con el método cualitativo son comparados con

los obtenidos mediante un método de referencia, como se muestra en la Figura 2.22.

Muestras

¢
L 2R 4
¢ o0

Método cuantitativo

Método cualitativo Igual o mayor Menor
Total
¢
Positivo vp fp vp + fp
Negativo fn vn fn + vn
Total vp + fn fp +vn n

Figura 2.22. Ejemplo de una Tabla de contingencia. vp: muestra verdaderamente positiva; fp: muestra
falso positiva; fn: muestra falsa negativa; vn: muestra verdaderamente negativa; n: niumero total de

determinaciones (Trullols y col., 2004).

A partir de la tabla es possible calcular cuatro parametros: los falsos positivos, los falsos
negativos, sensibilidad y especificidad y dos valores predictivos: valor predictivo positivo y negativo.
Una caracteristica importante de esta tabla es que brinda una vision global de cémo es el
rendimiento analitico de un método, pero no da informacion individual de la muestra como puede
ser una probabilidad de error. Una desventaja es que la capacidad de las Tablas de contingencia

depende del nimero total de muestras analizadas.
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El Teorema de Bayes calcula la probabilidad de dar un resultado correcto (positivo o negativo)
cuando este es correcto. Esta probabilidad se llama probabilidad condicional, y requiere muchos
andlisis para lograr una buena estimacion de incertidumbre o la mejor probabilidad de error. En esta
metodologia, a diferencia de las Tablas de contingencia, la probabilidad de dar un mal resultado es
estimada individualmente, ya que la probabilidad condicional es calculada para cada muestra
analizada. En este caso también cuatro parametros pueden ser calculados: los falsos positivos, los
falsos negativos, sensibilidad y especificidad.

La Prueba de Hipédtesis Estadistica compara la respuesta de la muestra con la obtenida

previamente a partir de muestras de referencia (Figura 2.23).

p lespuesta

Sin analito Valor de Analito adicionado
Corte
Figura 2.23. Prueba de Hipdtesis Estadistica para métodos de analisis cualitativo

provistos por una respuesta instrumental (Trullols y col., 2004).

Para la realizacién de la grafica, se procesan réplicas de muestras con adicion del analito a un
nivel conocido y réplicas de muestras en ausencia del analito. La principal ventaja de esta Prueba es
que se usa una probabilidad bien conocida de un error tipo-a (probabilidad de cometer un falso
positivo) y una probabilidad creciente de error tipo-p (probabilidad de cometer un falso negativo).
Este método permite calcular facilmente las incertidumbres de la respuesta instrumental para el
analisis cualitativo, y no puede aplicarse si la respuesta no es instrumental.

Las Curvas Caracteristicas de funcionamiento es una grafica en la cual se relaciona la
probabilidad de tener un resultado positivo en funcién del nivel de concentracion del analito. La

Figura 2.24 muestra una curva sigmoidal tipica.
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Figura 2.24. Curva de Caracteristica de funcionamiento. Probabilidad de respuestas positivas: P(x), y
probabilidad de respuestas inconclusas y positivas: P(x) + I(x), fueron graficadas en funcién de la
concentracioén del analito. (1) = fp = P(x); (2) X,,05, donde la especificidad = N(x) = 100 - (P(x) + I(x)); (3) X, s,
valor de corte, LD; (4) fn = 100 - (P(x) + I(x)); (5) Sensibilidad = P(x) = 100 - B. (Trullols y col., 2004).

La principal ventaja de estas curvas es que se pueden calcular los valores falsos positivos, falsos
negativos, sensibilidad y especificidad y otros pardmetros como el LD, valor de corte y region
infiable. La desventaja es que se necesitan realizar muchos analisis para cada nivel de concentracion

(Trullols y col., 2004).

2.3.3. Evaluacion de las pruebas diagnosticas

La evaluacion de las pruebas diagndsticas se ha tratado, en general, sin un criterio
universalmente aceptado. La calidad de una prueba diagndstica utilizada para el cuidado de los
pacientes no se juzga solo por sus caracteristicas analiticas sino, fundamentalmente, por su
capacidad para distinguir entre estados alternativos de salud. El médico solicita una prueba para
decidir, junto con otros datos disponibles, si el paciente tiene o no una condiciéon clinica. La
principal cualidad clinica de una prueba diagnostica es su exactitud, definida como la capacidad para
clasificar de manera correcta a los individuos en subgrupos clinicamente relevantes. Ademas, de

conocer su capacidad de discriminar adecuadamente, es necesario conocer también el valor practico
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de la prueba para el cuidado del paciente. Existen diversas causas que invalidan una prueba
diagnostico para su uso practico, entre ellas:

% Pueden existir métodos menos invasivos 0 mds econdmicos para obtener una informacion
semejante.

% La prueba puede ser tan cara o poseer tal requerimiento técnico que sea limitada su
disponibilidad.

% Puede ser tan incomoda o invasiva que los pacientes no se sometan con facilidad a ella.

% El coste o indeseabilidad de los resultados falsos puede ser tan alto que no exista un punto de
corte aceptable.

Clasicamente, la exactitud de una prueba diagnodstica se ha evaluado en funciéon de dos
caracteristicas: la SE y la ES. Sin embargo, éstas varian en funcion del criterio elegido como punto de
corte entre la poblacion sana y la enferma. Una forma mas global de conocer la calidad de la prueba
en el espectro completo de puntos de corte es mediante el uso de las curvas ROC (Caracteristicas
Operativas del Receptor, por sus siglas en inglés) que, constituyen una herramienta fundamental y

unificadora en el proceso de evaluacién y uso de las pruebas diagnosticas.

Siempre que una cuestion clinica y el resultado de la prueba diagnostica encaminada a resolverla
puedan plantearse en términos de dicotomia (presencia o ausencia de enfermedad; positivo o
negativo), la exactitud de la prueba puede definirse en funcién de su SE y ES diagnostica. Sin
embargo, con mucha frecuencia los resultados de las pruebas diagnosticas estan distribuidos en una
escala continua, por lo que es necesario seleccionar un punto o valor de corte adecuado que permita
resumir estos resultados en dos categorias: positivo y negativo. No existe ninguna manera tedrica de
medir la SE y ES de una prueba. El tinico procedimiento es el experimental, sometiendo a un grupo
de pacientes, no enfermos (para la enfermedad que se esta analizando) y enfermos, clasificados
mediante un método diagndstico de referencia exacto e independiente, a la prueba que queremos
estudiar. Al comparar los resultados del ensayo a evaluar y el diagndstico de referencia, existen
cuatro posibilidades (vp, vn, fp y fn) que pueden resumirse en una Tabla de contingencia de 2 x 2
(ver Figura 2.22).

La sensibilidad definida en la Ecuacion 2.7 corresponde a la probabilidad de obtener un

resultado positivo cuando el individuo tiene la enfermedad:

_enfermos positivos  vp

SE =
total enfermos vp+ fn

(2.7)

La especificidad se calcula como la probabilidad de obtener un resultado negativo cuando el

individuo no tiene la enfermedad y se esquematiza en la Ecuacién 2.8:
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g _ Sanos negativos  vn
total sanos vn+ fp

(2.8)

La prueba diagndstica ideal deberia tener una SE y una ES tan préoximas al 100% como fuera
posible. En la practica se debe dudar de pruebas cuyas SE y ES sean inferiores al 80%.

A partir de la Tabla de contingencia también se puede definir el valor predictivo del resultado
positivo (VP,,) como la proporcion de resultados validos entre los resultados positivos de la prueba;
el valor predictivo del resultado negativo (VP,,) como la proporcion de resultados validos entre los
negativos y el valor predictivo global (VG) como la proporcién de resultados validos entre la totalidad

de pruebas efectuadas. Las Ecuaciones 2.9, 2.10 y 2.11 esquematizan el cdlculo de cada uno de estos

parametros:
vp
VP = —— (2.9)
vp+ fp
VP = vn\irn fn 210)
VG = vp+vn (2.1)

vp+ fp+vn+ fn

Los valores predictivos de una prueba, a diferencia de la SE y la ES, varian en funcién de la
prevalencia de la enfermedad. Si se estudia una enfermedad cuya prevalencia es baja, incluso una
prueba muy especifica dard lugar a muchos falsos positivos, dado el elevado numero de individuos
no enfermos de la colectividad. Si la prevalencia es alta se puede esperar un mayor nimero de
resultados falsamente negativos. Por lo tanto, cuanto menor sea la prevalencia de la enfermedad
menor serd el VP, y mayor el VP,; lo contrario sera cierto si la prevalencia es elevada.

La evaluacion clinica de una prueba debe incluir los siguientes pasos:

% Planteamiento explicito de la hipotesis nula antes de la recoleccion de los datos. Esta
hipétesis debe establecer: (i) la cuestion clinica precisa que se pretende resolver con la prueba; (ii) la
naturaleza de la poblacién estudiada, y (iii) el método utilizado para determinar la verdadera
respuesta a la cuestion clinica, es decir, el diagnostico verdadero.

% Eleccion de sujetos representativos de la poblacidn clinica a la que se aplicard la prueba. Debe

evaluarse en un grupo de individuos con sospecha clinica de la enfermedad que se quiera detectar.
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Este grupo incluird a dos subgrupos que no necesitan estar en la misma proporcidn: aquellos
pacientes afectados por dicha enfermedad y los no afectados. La muestra de enfermos utilizada para
calcular la sensibilidad debe ser representativa del conjunto de enfermos a los que se aplicara la
prueba en condiciones normales y rutinarias, es decir, en un intervalo amplio de variacién en cuanto
a la gravedad del proceso, la extension del mismo, su duracién y su asociacion con otros trastornos o
enfermedades. De manera andloga, en el grupo control deben incluirse sujetos de edades,
procedencias y situaciones semejantes a las de aquellos a quienes va dirigida la prueba. Es
importante analizarla en individuos que, sin padecer la enfermedad en estudio, posean los cuadros
mas usuales en el diagnostico diferencial de dicha enfermedad, trastornos de la misma localizacion
anatomica o de la misma naturaleza fisioldgica.

% Establecimiento del diagndstico verdadero mediante métodos rigurosos, exactos e
independientes de la prueba que se va a estudiar.

% Realizacion de la prueba a evaluar evitando sesgos. Existen pruebas en las que la subjetividad
puede afectar al resultado, por lo que el conocimiento del diagnostico verdadero puede influir
mejorando injustificadamente la estimacidn de la SE y la ES.

% Cdlculo de la SE y la ES. Evaluacién y comparacion de pruebas diagndsticas a todos los niveles
de decision usando las curvas ROC. Como se ha comentado, en aquellas pruebas que ofrecen
resultados en un intervalo continuo es necesario establecer un valor de corte que divida los
resultados en dos grupos (positivo y negativo) para poder calcular su SE y su ES frente a un método
de referencia. Para cualquier prueba en la que la distribucion de los resultados de los grupos no
enfermos y enfermos se solapen, existe un equilibrio entre SE y ES. Ambas varian en direcciones
opuestas: si al modificar el valor de corte aumenta la SE, la ES disminuye, y viceversa. Por tanto, las
pruebas diagndsticas no tienen un solo par SE/ES, sino muchos, uno por cada nivel de valor de corte
que se adopte. La curva ROC proporciona una visiéon del espectro completo de pares SE/ES para
todos los valores de corte de un numero alto de muestras (n = 30), por lo que es una herramienta
fundamental en la evaluacion y comparacion de pruebas diagnosticas (Burguefio y col., 1995; Greiner

y col, 1995; Faustini y col., 2007).

2.3.3.1. Las curvas ROC

La curva ROC es un grafico en el que se observan todos los pares SE/ES resultantes de la
variacion continua de los valores de corte en todo el intervalo de resultados observados. En el eje y
de coordenadas se sitta la sensibilidad o fraccién de verdaderos positivos calculada en el grupo de
enfermos y en el eje x se situa la fraccion de falsos positivos o 1-especificidad calculada en el

subgrupo no afectado (Figura 2.25).
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Cada punto de la curva representa un par SE/1-ES correspondiente a un valor de corte
determinado. Una prueba con discriminacion perfecta, sin solapamiento de resultados en las dos
poblaciones, tiene una curva ROC que pasa por la esquina superior izquierda, donde SE y ES toman
valores maximos (linea continua en la Figura 2.25). Una prueba sin discriminacién, con igual
distribucion de resultados en los dos subgrupos, da lugar a una linea diagonal de 45°, desde la
esquina inferior izquierda hasta la superior derecha (linea punteada en la Figura 2.25). La mayoria
de las curvas ROC caen entre estos dos extremos. Cualitativamente, cuanto mads proxima es una
curva ROC a la esquina superior izquierda, mas alta es la exactitud global de la prueba (Burguefio y

col.,, 1995). La Tabla 2.7 resume las ventajas y desventajas de las curvas ROC (Zweig y Campbell,

1993).

Sensibilidad

1-Especificidad

Figura 2.25. Curva ROC.
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Tabla 2.7. Ventajas y Desventajas de las curvas ROC

Ventajas

Desventajas

Representan la capacidad de discriminacion de la

prueba en todo el intervalo de puntos de corte.

Los valores de corte son usados para

generar el grafico pero no aparecen en él.

Son graficas simples y faciles de interpretar

El niimero de sujetos de la muestra no

visualmente. aparece en el grafico.

Al disminuir el tamafo de la muestra, la
No requieren un valor de corte particular porque esta
curva ROC tiende a hacerse mas
incluido todo el espectro de valores.
escalonada y desigual.

La generacion de las curvas y el calculo de
Son independientes de la prevalencia, ya que la SEy la
sus parametros son dificiles de realizar de
ES se obtienen en distintos subgrupos.
manera manual.

Proporcionan una comparacion visual directa entre Los programas informadticos existentes no

pruebas en una escala comun. estan ampliamente distribuidos.

La ESy la SE son accesibles en el grafico.

Las curvas ROC no sdlo aportan informacién cualitativa, sino que también permiten los andlisis
estadisticos para la evaluacion cuantitativa de las pruebas diagnosticas a través de diferentes indices
de validez. Algunos de ellos como SE, ES, falsos positivos y negativos se han definido anteriormente;
otros se definirdn a continuacion:

< Area bajo la curva ROC (ABC): es una medida global de la exactitud de una prueba
diagnostica. Se define como la probabilidad de clasificar correctamente un par de individuos no
enfermos y enfermos. Por convenio, el ABC es siempre mayor o igual que o,5; tomando valores entre
0,5, si no existen diferencias en la distribucion de resultados de la prueba entre los subgrupos
enfermos y no enfermos, y 1,0, cuando existe separacion perfecta entre las dos distribuciones.

% Razdn de verosimilitud de un ensayo positivo (+LR): es la relacidn entre la probabilidad de una
prueba positiva en sujetos que tienen el resultado clinico confirmado para la enfermedad y la
probabilidad de una prueba positiva en sujetos que no tienen el resultado clinico confirmado.

% Razén de verosimilitud de un ensayo negativo (-LR): es la relacién entre la probabilidad de una
prueba negativa en sujetos que tienen el resultado clinico confirmado para la enfermedad y la
probabilidad de una prueba negativa en sujetos que no tienen el resultado clinico confirmado.

Algebraicamente, los LR son calculados como +LR = SE/(1 - ES) y -LR = (1 - SE)/ES; indicando
buenas caracteristicas de discriminacion entre grupos cuanto mayor sea +LR y menor -LR (Chien y

Khan, 2001).
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% Indice Youden (]): como funcion de SE y ES, es la distancia vertical maxima (mads cercano a la
esquina superior izquierda) con la linea indiferente diagonal (Chien y Khan, 2001). Este indice oscila
entre o y 1, con valores de 1 que indican una eficiencia del biomarcador grande y valores cercanos a o

que expresan una eficiencia limitada.

2.4. LA ENFERMEDAD CELIACA

La enfermedad celiaca, una de las condiciones clinicas mds prevalentes (Farrel y Nelly, 2002;
Sabatino y Corazza, 2009), es una enteropatia autoinmune inducida en individuos genéticamente
susceptibles mediante la ingestion de gluten (Arranz y Garrote, 2010; Crespo Pérez y col., 2012; Sakly
y col., 2012). Si la enfermedad persiste sin tratamiento incrementa el riesgo hacia problemas graves
de salud, como osteomalacia (reblandecimiento de huesos por pérdida de sales calcareas), ulceras
digestivas y procesos malignos como neoplasia gastrointestinal (Dieterich y col., 1997; Mora y col.,
2010).

A pesar de que esta enfermedad fue considerada rara en muchos paises europeos, la
disponibilidad de ensayos seroldgicos sensibles no invasivos han permitido detectar la enfermedad
celiaca en la poblacion en general. Diversos estudios epidemiologicos han estimado una prevalencia
mundial de un caso cada 130-400 individuos (Green y Jabri, 2003; Mulder y Cellier, 2005; Green y
Cellier, 2007; Schuppan y col., 2009), siendo los paises asidticos los que presentan la prevalencia mas
baja. En Argentina, se han publicado dos trabajos de prevalencia: uno en poblacién adulta (Gomez y
col,, 2001) y otro en poblacion pediitrica (Mora y col., 2010) con resultados de 0,6 y 1,26%,
respectivamente. Ademads, la prevalencia fue el doble (1:124) en mujeres que en hombres (1:251)
(Mandal y Mayberry, 2000; Gomez y col., 2001).

La enfermedad celiaca puede comenzar en los primeros afios de vida y permanecer sin
diagnosticar hasta la edad adulta (en Estados Unidos de América el retraso es de 1 afios) o recién
manifestarse en la edad adulta (Fernandez-Baiiares y col., 2005). Es altamente infradiagnosticada, ya
que por cada paciente diagnosticado hay 5-10 pacientes que no lo son (Riestra y col., 2000; Fasano y

col., 2003; Maki y col., 2003).

2.4.1. Inmunopatogenia de la enfermedad celiaca

Se ha avanzado mucho en el conocimiento de la enfermedad con la identificacion de los
heterodimeros del HLA clase II (antigeno leucocitario humano, por sus siglas en inglés) DQ2 y DQS8,
su papel en la presentacion del gluten a los linfocitos T CD4" especificos y de la accion directa de

ciertos fragmentos de gliadina sobre el epitelio. La inflamacion de la mucosa y el desarrollo de la
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lesion intestinal son secundarios a la activacion secuencial y, la superposicion de las respuestas
innanta y adaptativa que conducen a la alteracién de la produccion puntual de citoquinas por los
linfocitos T locales.

El modelo patogénico mas aceptado integra multi-factores (factores genéticos, inmunoldgicos y
medioambientales). El gluten es una mezcla compleja de polipéptidos presentes en los cereales, tales
como trigo, cebada, centeno y avena. Consiste en dos fracciones: una fracciéon soluble llamada
gliadina, hordeina, secalina o avenina dependiendo del cereal de origen (trigo, cebada, centeno y
avena, respectivamente) y una fraccion insoluble llamada glutenina. Dado el alto contenido en
residuos prolina y glutamina de las proteinas del gluten, ellos son altamente resistentes a la digestion
por las enzimas gastrointestinales, ya que carecen de los principales puntos de escision de tales
proteasas. Cuando estos péptidos procesados incompletamente alcanzan la lamina propia, ellos son
un sustrato adecuado para la enzima transglutaminasa (TGz), la cual los deamina y transforma a los
residuos glutamina en 4cido glutdmico, produciendo péptidos cargados negativamente, que son
presentados por las moléculas HLA clase II DQ2 y DQ8. Uno de estos péptidos, conocido como 33-
mer, tiene una secuencia altamente inmunogénica que es reconocida por los linfocitos T de la
mucosa intestinal, aunque no es el tnico, ya que se conocen mds de 200 péptidos inmunogénicos de
gluten. Ellos desencadenan la activacion de los linfocitos T CD4 helper en la lamina propia,
conduciendo a la inflamacidn intestinal y, posteriormente, a la hiperplasia de las criptas y atrofia de
las vellosidades intestinales. Una cuestidn sin definir atin es como los péptidos de gluten llegan a la
lamina propia del intestino. Hay alguna evidencia de que esto ocurriria mediante transcitosis
epitelial y por una ruta para-celular a través del desensamble de uniones epiteliales estrechas.
Después de la presentacion de los antigenos de los péptidos inmunogénicos a los linfocitos T CD4"
en la lamina propia, los linfocitos T producen citoquinas principalmente mediada por la secrecion de
INF-y (interferén-gamma) y de que otras citoquinas como las interleuquinas (IL) 15, 21, 23 y 17. El
resultado final es el dafio intestinal, con atrofia de las vellosidades e hiperplasia de las criptas, con

una reducida superficie absortiva intestinal (Figura 2.26) (Crepo Pérez y col., 2012).
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Figura 2.26. Patogénesis de la enfermedad celiaca. Los péptidos del gluten en la dieta son altamente
resistentes a hidrdlisis por las proteasas intestinales. Se cree que ellos atraviesan el epitelio intestinal
mediante rutas trans-celular (mediada por receptores) y para-celular (a través de uniones estrechas
abiertas). Una vez en la ldmina propia, ellos son deaminados por la TG2, produciendo epitopes
altamente inmunogénicos. Estos epitopes son presentados por las células presentadoras de antigenos
(CPA) mediante HLA DQz2 o DQ8 a los linfocitos T CD4". La activacion de estos linfocitos permite la
produccién de citoquinas inflamatorias y aumenta los linfocitos intraepiteliales (LIE), permitiendo
eventualmente la remodelacion de la mucosa con hiperplasia de las criptas y atrofia de las vellosidades.
Ademas, la activacion de los linfocitos B y la pérdida de tolerancia posibilita la produccién de

anticuerpos anti-TG2 (Crespo Pérez y col., 2012).

El hecho de que sdlo unos pocos individuos portadores del HLA de riesgo desarrollan la
enfermedad, posiblemente se deba a que, ademas de los factores genéticos, existen otros factores,
como los ambientales (ejemplo, la composicion de la flora intestinal) que influyan en la capacidad

individual de induccion y control de la respuesta innata, y en la susceptibilidad del individuo.
2.4.2. Diagnostico y seguimiento de la enfermedad celiaca
De acuerdo a los criterios de la ESPGHAN (Sociedad Europea para Gastroenterologia Pediatrica,

Hepatologia y Nutricion, por sus siglas en inglés), el diagndstico de la enfermedad celiaca se basa en

los hallazgos anatomopatoldgicos en la biopsia intestinal cuando el paciente toma una dieta que
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contiene gluten, y la normalizacion clinica e histoldgica tras una dieta de exclusion. En relaciéon con
la ingestion de gluten, se ha observado todo un espectro de cambios histopatolégicos e
inmunoldgicos en el intestino; cuyas lesiones histologicas duodenales, en muchos casos, muestran
dafios en las vellosidades e infiltrados inflamatorios que no son especificos de la enfermedad celiaca
y pueden ser detectados en otras patologias (Brown y col., 2006; Salvatore y col., 2008). Ademas, los
individuos con enteropatia minima y sintomas asociados al gluten, o con alteraciones inmunologicas
similares a los pacientes celiacos pero sin sintomatologia clinica definida, suponen un reto para el
diagnostico de la enfermedad. Por esta razén, en los ultimos afios hubo un gran interés en la
identificacion de pruebas serolégicas que permitan la deteccion de individuos con expresion minima
o atipica de la enfermedad.

Historicamente, la deteccion de la enfermedad celiaca se basaba en un ensayo de malabsorcién
(D-xilosa) o en ensayos seroldgicos para anticuerpos anti-gliadina (AGA) y anticuerpos anti-
endomisio (EMA). Luego se incorporaron la deteccion de los ATG2 y, mds recientemente, de los
APDG (Armstrong y col., 2om).

Los AGA no son especificos de la enfermedad celiaca, se detectan también en otras
enfermedades, tales como alergias a los alimentos y, menos frecuentemente, en individuos
asintomaticos (Barbato y col., 2011). No es clara su relacion con la enfermedad celiaca y pueden
reflejar un aumento de la permeabilidad intestinal, como también indicar la produccién de
anticuerpos contra otras proteinas de la dieta. Los AGA séricos se elevan en la enfermedad celiaca en
paralelo con la ingestion de gluten, pero mientras los niveles de AGA-IgA disminuyen rapidamente
tras retirar el gluten, los de isotipo IgG tienen una cinética mas lenta y, en algunos casos, no llegan a
desaparecer nunca. La edad influye en los niveles de AGA, siendo mas elevados en los pacientes
menores de 2 afos, en especial los de isotipo IgA, y su valor diagndstico disminuye en los nifios
mayores y adultos. Tanto para el valor aislado de AGA-IgA como de forma conjunta con los AGA-
IgG, los valores de SE y ES, son muy variables, encontrandose comprendidos entre el 50 y el 100%,
dependiendo de la marca de los ensayos ELISA comerciales.

Los EMA del isotipo IgA se evaltian en los enfermos celiacos mediante inmunofluorescencia
indirecta (IFI) sobre cortes de eso6fago de mono o cordén umbilical humano, con cifras de SE y ES
superiores al 95%. Dieterich y col., 1997 identificaron la TG2 como el mayor antigeno reconocido por
EMA en pacientes con enfermedad celiaca (Mankai y col., 2005). Los inconvenientes que presentan
estos anticuerpos se deben tanto a las limitaciones de trabajar con tejidos de mono como a los
problemas técnicos ocasionados por la subjetividad de la interpretacion de los resultados del
analista. Por lo tanto, el método IFI para EMA es preferentemente usado como ensayo de

confirmacién y no ensayo de rutina (Tunutti y col., 2003; Vermeersch y col., 20m1).
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Estos problemas pudieron ser resueltos con la deteccion de los ATG2. Debido a que los ATG2
reconocen el mismo antigeno que los EMA, estos se pueden diferenciar por el método de deteccion
utilizados en cada caso, siendo IFI para los EMA y ELISA 6ptico para ATG2 con SE cercanas al 100% y
especificidades entre el 89 y el 96% (Castillo-Ortiz y col., 2o11; Kumar y col., 2011). Diversos estudios
demostraron buena correlacion entre los ATG2-IgA y los EMA-IgA (Donaldson y col., 2007; Vetrano
y col., 2007). Sin embargo, se han descripto resultados falsos negativos a ATG2-IgA con EMA-IgA
positivos a la enfermedad celiaca y resultados falsos positivos a ATG2-IgA con EMA-IgA negativos
(Wong y col., 2002). Cabe resaltar que, en muchos de estos estudios, se utilizo como antigeno a la
TGz proveniente del higado de cobayo, el cual tiene s6lo una homologia del 81% con la TG2
recombinante humana (Sugai y col., 2000). Ademds, en multiples trabajos, el uso de TG2
recombinante humana se ha asociado con menores resultados falsos positivos y negativos y un
rendimiento analitico global de similares caracteristicas que el ensayo EMA-IgA mediante IFI
(Bonamico y col., 2001; Leon y col., 2001; Fasano y Catassi, 2001). Wong y col. (2002) compararon 13
ELISA comerciales de los cuales 7 tenian como antigeno de captura a TG2 de higado de cobayo y 6 a
TG2 recombinante humano. Ellos informaron que, en general, los ensayos basados en TG2
recombinante humana demostraron un rendimiento analitico superior (especialmente especificidad)
que los ensayos basados en TG2 de higado de cobayo. Ademas, atribuyeron el hecho de que algunos
ELISA basados en TGz de higado de cobayo presentaran mayor rendimiento analitico, a factores tales
como el origen del antigeno. Debido a que los ATG2 han mostrado una fuerte correlacién con la fase
aguda de la enfermedad, se los consideran marcadores sensibles, especificos y muy utiles para tanto
su diagndstico como su seguimiento (Alaedini y Green, 2008). En general los EMA-IgA parecen ser
los mas especificos y los ATG2-IgA los mas sensibles. Para el control de la dieta, los ATG2-IgA son los
mas adecuados, aunque se han perfilado otras alternativas como los anticuerpos combinados ATGz2-
IgA/IgG o los APDG (Arranz y Garrote, 2010).

En 2001, se comenzo a estudiar la relacion entre la enfemedad celiaca y los APDG del isotipo IgG
e IgA, ya que en la enfermedad celiaca, los péptidos de gliadina ingeridos en la dieta son
selectivamente deaminados en el intestino por la enzima TG2 (Aleanzi et. al., 2001; Gianfrani et. al.,
2005). Esta deaminacion selectiva puede ser el evento que inicia la respuesta inmune al gluten en
individuos predispuestos genéticamente (Sakly y col., 2012). Los métodos que se han desarrollado
para detectar estos anticuerpos se basan en ensayos ELISA con deteccién optica (Volta y col., 2008;
Barbato y col.,, 2011; Sakly y col.,, 2012) y un ensayo inmunofluorimétrico (Ankelo y col., 2007).
Estudios recientes han demostrado que el rendimiento analitico de los APDG-IgG es comparable a
ATGz2-IgA y tan bueno como los APDG-IgA (Vermeersch y col., 2011) o, hasta en algunos casos,
mejores que estos ultimos (Barbato y col.,, 2011). Ademas los APDG-IgG son mas sensibles y

especificos que los AGA-IgG (Vermeersch y col., 2010). Es importante destacar que entre un 2-5% de
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enfermos celiacos presenta deficiencia de IgA (Cataldo y col., 1997), por lo cual los tradicionales
ATGz2 y EMA darian falsos negativos. Ademds, como se comentd anteriormente, en los nifios

menores de 2 afios los AGA y los APDG se encuentran mas elevados que los ATGz.

2.4.3. Inmunosensores en el diagnostico de la enfermedad celiaca

El primer inmunosensor para detectar anticuerpos especificos en la enfermedad celiaca fue
desarrollado por Balkenhohl y Lisdat, 2007. Estos autores desarrollaron un inmunosensor
impedimétrico para detectar ATG2 IgA e IgG usando SPE modificados con una capa de poli (acido 4-
estirensulfonico de sodio) (Balkenhohl y Lisdat, 2007a). Los mismos autores también desarrollaron
un inmunosensor similar para la determinacion de AGA IgA e IgG, usando 4&cido 3-
mercaptopropidnico para modificar la superficie de SPE de oro (Balkenhohl y Lisdat, 2007b). La
cuantificacion de estos autoanticuerpos en sueros positivos y negativos fueron determinadas
mediante un andlisis cualitativo, a través de Espectroscopia de Impedancia. Con este desarrollo se
logré una sensibilidad aceptable, aunque con muy baja precisiéon cuando se compararon los
resultados con los obtenidos mediante un ensayo ELISA.

Posteriormente, se disefié un inmunosensor amperométrico basado en la adsorcidn fisica de la
TG2 en electrodos GEC (composite grafito-epoxi, por sus siglas en inglés). Se analizaron 10 muestras
de suero positivos y 10 negativos, obteniendo una SE del 70% y una ES del 100%, comparadas con un
ELISA comercial. En este método basado en un sistema cualitativo de respuesta binaria si/no, no fue
correlacionada la sefial analitica con la concentracion de ATG2-IgA (Pividori y col., 2009).

Luego se desarrollé un inmunosensor microfluidico acoplado con deteccion electroquimica para
la cuantificacion de AGA-IgG. La metodologia requirié un tiempo de respuesta de 29 minutos y
utilizé un electrodo de oro con canal central de vidrio poroso modificado con 4-aminopropilo, en el
cual la gliadina fue inmovilizada. La cuantificacién de ésta se realizo mediante un ELISA no
competitivo, en el cual la gliadina interaccioné con los AGA-IgG vy, luego, este complejo fue revelado
mediante un anticuerpo anti-IgG rotulado con fosfatasa alcalina. Los resultados obtenidos en este
trabajo fueron comparables a los de un ensayo ELISA comercial. Si bien los autores argumentan que
la deficiencia de IgA es muy frecuente en los enfermos celiacos y por ello determinan AGA-IgG, se
considera que los AGA-IgA son mas especificos de la enfermedad y también deberian haber sido
evaluados (Pereira y col., 2010).

Por otro lado, una plataforma supramolecular electroquimica basada en electrodos de superficie
de oro modificado con ciclodextrina fue utilizada para detectar AGA en muestras de sueros. En este

trabajo, una deteccion amperométrica de AGA IgA e IgG en muestras de pacientes celiacos en tres
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estados de la enfermedad fueron logrados, con resultados que muestran una buena correlaciéon con
los obtenidos mediante un ensayo ELISA (Ortiz y col., 20m1).

Otros dos inmunosensores electroquimicos que proveen una estimacion cualitativa y
semicualitativa del contenido de ATGz2 IgA e IgG (Dulay y col., 2011) y AGA IgA e IgG (Rosales-Rivera
y col., 2011) en muestras de sueros fueron desarrollados. En ambos sensores, el antigeno (es decir,
TG2 o gliadina) fue covalentemente unido a las monocapas autoensambladas de un grupo alcanotiol
bipodal con terminacion carboxilica, el cual se encontraba inmovilizado sobre electrodos de oro. El
rendimiento analitico de los inmunosensores tuvo una buena correlacion con los obtenidos
mediante un ensayo ELISA comercial. En muchos casos, los electrodos de superficie renovable y las
celdas electroquimicas convencionales tienen serias desventajas, como efectos de memoria y
procesos de limpieza tediosos.

Para la descentralizacién del diagnodstico, la investigacion tiende a dispositivos simples,
miniaturizados y portétiles, por lo que otro grupo de investigacion desarroll6 tres inmunosensores
electroquimicos monouso, en los cuales la sefial analitica fue obtenida mediante voltametria ciclica.
Dos de ellos detectaban en muestras de suero ATG2 IgA e IgG (Neves y col., 2012b) y AGA IgA e IgG
(Neves y col., 2012¢) y el otro los dos anticuerpos simultaneamente (Neves y col., 2012a). Los tres
inmunosensores fueron desarrollados en SPE modificados con un sistema hibrido de nanotubos de
carbono/nanoparticulas de oro como superficie transductora para mejorar su robustez y eficiencia.
En el caso del inmunosensor para deteccion de AGA y ATG2 simultdneamente se utilizaron SPE
duales, constituidos por dos electrodos de trabajo de carbono, mds un electrodo de pseudo-
referencia de plata y un auxiliar de carbono. En cuanto a los resultados, el inmunosensor
electroquimico para detectar ATG2 presentd buena correlacion cualitativa con el ELISA; mientras
que el inmunosensor para AGA mostré valores mds altos que los obtenidos mediante el ensayo
ELISA comercial. Sin embargo, ellos argumentan que su objetivo fue la puesta a punto de la
metodologia para su posterior implementacién en el inmunosensor electroquimico, capaz de
detectar simultaneamente AGA y ATGz. Los resultados para el inmunosensor electroquimico dual
revelaron una buena concordancia con los resultados de los ensayos ELISA comerciales para cada

isotipo de los anticuerpos.
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OBJETIVOS

En esta tesis se desarrollaron metodologias basadas en ensayos de bioafinidad acoplados a la
deteccion electroquimica y fluorescente con la finalidad de detectar diferentes analitos a partir de
complejas matrices, como son los alimentos y los fluidos biologicos. Para mejorar la
preconcentracidn y recuperacion de los analitos se utilizaron particulas magnéticas funcionalizadas,
que también actuaron como soporte de la reaccion de bioafinidad. La captura de las particulas
magnéticas modificadas se realizé con un simple magneto y para la revelacion del ensayo se empled

un sistema enzimatico optimizado.

Los objetivos generales de la tesis involucraron el desarrollo de metodologias analiticas,
especialmente electroanaliticas, basadas en magnetos sensores de afinidad para la determinacion de
moléculas bioldgicas, especificamente anticuerpos, con la finalidad de ofrecer metodologias

innovadoras y acordes con las tendencias que persigue la Quimica Analitica.

En cuanto a los objetivos especificos, estos se resumen en los siguientes puntos:
% Construccion y estandarizacion de los electrodos de trabajo utilizados como transductores
electroquimicos en los ensayos de bioafinidad.

% Optimizacion de los sistemas de revelacion, basados en la reaccion enzimatica de HRP
frente a H,O, como sustrato y diferentes cosustratos. Seleccion del sistema con mayor rendimiento
analitico al ser evaluados mediante deteccion fluorescente y electroquimica.

% Estimacion de la capacidad de funcionamiento de las particulas magnéticas en su doble rol,
como elemento de preconcentracién y aislamiento de analitos bioldgicos a partir de matrices
complejas y como soporte de la reaccion de afinidad, utilizando como modelo de determinacién a la
vitamina biotina a partir de una matriz alimentaria.

% Determinacion de los anticuerpos ATG2 (isotipo IgA) en muestras provenientes de
pacientes celiacos y no celiacos, clinicamente diagnosticados.

% Determinacion de los anticuerpos APDG (isotipo IgA e IgG) y evaluaciéon de su utilidad

como nuevos marcadores serologicos para el diagndstico de la enfermedad celiaca.
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% Comparacién del rendimiento analitico de magnetos inmunosensores electroquimicos,
destinados a la deteccion de ATGz2 y APDG, con la finalidad de mejorar el poder diagndstico de la
enfermedad celiaca.

% Validacion de las metodologias desarrolladas, con posterior transmision y difusion de los
resultados, pretendiendo que estos prototipos en desarrollo constituyan la base de futuros
dispositivos comerciales, de alto rendimiento analitico en el diagndstico de la enfermedad celiaca, de
manera que puedan ser implementados como metodologias de rutina en cualquier centro de salud.

% Incorporacion de nuevos conocimientos, experiencias y actitudes frente a las diferentes
etapas que involucran el método cientifico; para que capaciten al futuro doctorando en la resolucion

de futuros problemas analiticos en un marco social.

En los préximos capitulos se presentan las actividades experimentales, junto a resultados,
discusiones y conclusiones, llevados a cabo en la generacion de las diferentes metodologias analiticas
desarrolladas en este trabajo de tesis. Para una mejor compresion, se ha dividido cada capitulo en
cinco puntos principales: (i) Evaluacién de siete cosustratos en la cuantificacién de la enzima
peroxidasa por voltametria de onda cuadrada (Kergaravat y col., 2012a), (ii) Determinacion de biotina
en alimentos suplementarios mediante un magneto biosensor electroquimico (Kergaravat y col.,
2012b), (iii) Magneto immunoensayo fluorescente para el diagndstico de enfermedad celiaca
(Kergaravat y col., 2013b), (iv) Magneto inmunosensor electroquimico para la deteccién de anticuerpos
anti-TG2 en enfermos celiacos (Kergaravat y col., 2013b) y (v) Magnetos inmunosensores

electroquimicos para la deteccion de anticuerpos anti-TG2 y anti-PDG en enfermos celiacos.
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4.1. EVALUACION DE SIETE COSUSTRATOS EN LA CUANTIFICACION DE LA ENZIMA
PEROXIDASA POR VOLTAMETRIA DE ONDA CUADRADA

4.1.1. Reactivos y soluciones

HRP (1310 U mg™), hidroquinona, TMB y pirocatecol se adquirieron en Sigma. El resto de los
reactivos, tal como perdxido de hidrogeno, fenol, p-clorofenol, OPD, p-benzoquinona y p-
aminofenol fueron de grado analitico. Las soluciones de fenol, hidroquinona, H,O, y pirocatecol se
prepararon con agua MilliQ. Las soluciones de OPD, p-clorofenol, p-aminofenol y benzoquinona se
disolvieron en etanol:agua MilliQ (50:50), mientras la solucién de TMB en dimetilsulféxido. Las
soluciones tampon fueron fosfato o,1 mol L™ y KCI 0,1 mol L™ (para regular el pH de 5,0 a 7,0) y

acetato/fosfato/borato 0,05 mol L™ y KCl 0,1 mol L™ (para regular el pH de 4,0 a 9,0).

4.1.2. Instrumental

Las técnicas electroquimicas de voltametria ciclica, onda cuadrada, amperometria y
cronoamperometria se realizaron con un analizador voltamétrico Epsilon BAS, Bioanalytical Systems
Inc. (West Lafayette Indiana, E.E.U.U.), con un sistema de tres electrodos basados en GEC como
electrodo de trabajo (Cespedes y col., 1996; Santandreu y col., 1997; Cespedes y Alegret, 2000; );
platino como electrodo auxiliar y Ag/AgCl en soluciéon 3 mol L" de NaCl como electrodo de
referencia (Orion 92-02-00). El drea efectiva de los electrodos de trabajo fue de 0,21 cm? con un
coeficiente de variacién porcentual (CV%) = 14%, n = 10. La misma se obtuvieron mediante
cronoamperometria, usando 2 mM de ferricianuro de potasio a través de la ecuacion de Cottrell
(Bard y Faulkner, 2001), usando un valor de 7,26 x 10° cm® s” como coeficiente de difusiéon del

ferricianuro de potasio (Petrovic, 2000).
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4.1.3. Comportamiento electroquimico de los cosustratos

El comportamiento electroquimico de fenol, OPD, TMB, hidroquinona, p-clorofenol, pirocatecol
y p-aminofenol se analizaron mediante voltametria ciclica (velocidad de barrido = 0,1 V s™) en el
intervalo de potencial desde 800 a —80o mV. En estos ensayos se utilizaron soluciones de cosustrato

de 2 x 10 mol L7, en solucion tampon de fosfato o,1 mol L™y KCl 0,1 mol L™ a pH 6,00.

4.1.4. Optimizacion de las condiciones experimentales

Los ensayos enzimadticos en la celda de reaccion de 5,0 mL consistieron en 4,0 mL de solucion
tampon y KCl 0,1 mol L™ a pH variable, donde se adicionaron pequefios volumenes (ul) de enzima
HRP, cosustrato y H,O, a diferentes concentraciones. Por un lado, se realizé un procedimiento de
optimizacion sistemdtica de cuatro factores involucrados en la reaccidén enzimatica mediante el uso
de MSR a través de un disefio central compuesto (DCC) (Design-Expert 7.1.6). Los factores evaluados
fueron el pH de la soluciéon tampoén acetato/fosfato/borato 0,05 mol L™ y KCl 0,1 mol L™ (pH desde
4,0 a 9,0), la concentracién enzimatica (de 9,5 a 38,2 nM), la concentracién de cosustratos (de o,5 a
10 x 10 > mol L™) y la concentracion de H,O, (de 2 a 10 x 10~ mol L™). Por otro lado, la seleccién de la
técnica electroquimica entre voltametria de onda cuadrada y amperometria se realizd para cada
sistema HRP-cosustrato-H,0O,. Para ello, se mantuvieron las concentraciones de cosustrato, H,O, y

enzima en las condiciones 6ptimas establecidas mediante el DCC.

4.1.5. Deteccion electroquimica

4.1.5.1. Amperometria

El voltaje optimo aplicado en amperometria para cada sistema se determindé mediante
voltametrias hidrodindmica. Estas voltametrias se realizaron mediante amperometrias, en agitacion
de las soluciones enzimadticas, aplicando potenciales decrecientes sobre el electrodo de trabajo en
saltos de potencial de 50 mV en la rama catodica. Luego, las respuestas de corriente de reduccion en
estado estacionario se graficaron en funcion del potencial (E) aplicado. Cada ensayo se realiz6 por
triplicado con un electrodo nuevo y los resultados mostrados representan los valores de intensidad
de corriente (IC) de reduccion promedio. La Tabla 4.1 muestra las condiciones experimental de los

sistemas HRP-cosustrato-H,O,, analizada mediante voltametria hidrodindmica.
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4.1.5.2. Voltametria de onda cuadrada

Los parametros de las voltametrias de onda cuadrada no se optimizaron, sino que se aplicaron
en los valores aconsejados por el fabricante del analizador voltamétrico, es decir, AE = 4 mV, E,. = 25
mV y frecuencia (f,) = 15 Hz. Las VOC se llevaron a cabo después de 3 min de reaccion enzimatica,
barriendo el voltaje en la rama catddica para cada sistema enzimadtico. La Tabla 4.1 muestra las

condiciones experimentales de los siete sistemas HRP-cosustrato-H,O, analizados mediante VOC.
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Tabla 4.1. Condiciones de los siete sistemas HRP-cosustrato-H,O, en voltametria hidrodindmica y VOC

*Voltametria hidrodinamica *VOC

Sistemas [HRP] [cosustrato] [H,O.,] - [HRP] [cosustrato] [H,O.,] -

(mol L™) (mol L) (mol L™) P (mol L™) (mol L™) (mol L™) P
HRP-H,O.,-fenol ,9X10° 0,1X10°> 0,25X10°> 7,0 38x10° 0,5X10°> 0,25X10° 7,5
HRP-OPD- H,O, 9,5X107° 0,25 X107 0,125 X 107 6,0 9,5x10° 2,5X107 1,25 X 10> 6,0
HRP-p-clorofenol- H,0, L,9X10" 2,0X10° 2,0X10° 6,0 1,9X10° 2,0X10° 2,0X10° 6,0
HRP-hidroquinona- H,0, ,9X10° 2,0X10° 2,0X10°> 75 1,9X 108 2,0X10° 2,0X10° 7,5
HRP-TMB- H,O, ,9X10° 2,0X10° 2,0X10°> 6,0 38x10° 1,0 X 10> 4,0 X107 7,0
HRP- pirocatecol - H,O, 9,5 X107 0,5X10° 0,25 X107 6,0 9,5x10° 2,0X10° 0,5X10° 6,0
HRP-p-aminofenol- H,O, 3,8x10° 0,25 X107 0,125 X 107 50 3,8x10° 2,5X10° 2,5X10° 5,0

“en solucion tampon fosfato o,1 mol L™ y KCl 0,1 mol L™
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4.1.6. Determinacion de las constantes aparentes de Michaelis

Se evaluaron las constantes aparentes de Michaelis (K'm) y las velocidades méaximas aparentes
(V'max) en la reaccién de varios cosustratos y H,O, con HRP. En todos los ensayos la actividad
enzimatica y el pH de la solucion tampdn se mantuvieron en las condiciones 6ptimas del DCC. Por
un lado, la concentracién de H,O, fue constante y la concentracién del cosustrato se vario en el
intervalo desde 0,5 a 10 x 102 mol L™ para cada sistema. Por otro lado, la concentracion del
cosustrato fue constante y la concentracion de H,O, se evalu6 en el intervalo desde 0,5 a 10 x 10~ mol
L™

Las constantes aparentes de cosustratos y H,O, en cada sistema se obtuvieron usando el método
de Lineweaver-Burk para el mecanismo ping-pong de dos sustratos del sistema enzimadtico de la
peroxidasa (Lai y col., 2006; Zacco y col., 2006; Shivakumar y col., 2010). Ademads, se calcularon las

constantes cataliticas (Kcat) y las eficiencias cataliticas (Ef).

4.17. Curvas de calibracion para la determinacion de la concentracion enzimatica

Las curvas de calibracidon de la respuesta enzimatica se realizaron como densidad de corriente
(LA cm™) en funcion de la concentracion enzimatica (mol L™). Los pH de las soluciones tampones se
mantuvieron en las condiciones 6ptimas del DCC, mientras que las concentraciones enzimaticas se
variaron desde 1,9 x 10" a 5,7 x 10° mol L™. Se realizo el ensayo de homocedasticidad, aplicando un
ensayo F para un intervalo de confianza del 95%, para determinar si se debia ajustar la calibracion
mediante OLS (cuadrados minimos ordinarios, por sus siglas en inglés) o WLS (cuadrados minimos
ponderados, por sus siglas en inglés). Debido a que los datos presentaron distribucion
heteroceddstica, las curvas de calibraciéon se analizaron mediante WLS utilizando la versidon de

MATLAB 7.6.0. (R2008a) (Massart y col., 1997; Olivieri y Goicoechea, 2007).

4.2. DETERMINACION DE BIOTINA EN ALIMENTOS SUPLEMENTARIOS MEDIANTE
UN MAGNETO BIOSENSOR ELECTROQUIMICO

4.2.1. Reactivos y soluciones

PM de 1 um de didmetro modificadas con estreptavidinas (Dynabeads M-280 Streptavidin, Cat.
Ne 602.10) se adquirieron en Invitrogen (Oslo, Norway). Biotina (Cat. N° B4501) y biotina-HRP
(peroxidase - biotinamido caproyl conjugate lyophilized powder, Cat. N° Pg568) se obtuvieron en

Sigma. Las soluciones concentradas de particulas magnéticas activadas con estraptavidinas, biotina u
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biotina-HRP se prepararon en solucion tampén de citrato (citrato 0,075 mol L' y NaCl o,75 mol L,
pH = 7,0). La solucion de biotina se solubilizd inicialmente en NaOH 1 mol L-. El resto de los
reactivos de alto grado analitico se compraron en Sigma o Merck. La soluciéon de OPD se prepar6 en
metanol:agua Milli-Q (50:50). Las soluciones tampén fueron fosfato 0,1 mol L' y KCI 0,1 mol L a pH

6,0 y acetato/fosfato/borato 0,05 mol L' y KCI 0,1 mol L' (regulando el pH desde 4,0 a 9,0).

4.2.2. Instrumental

Las técnicas electroquimicas de voltametria ciclica, de onda cuadrada y cronoamperometria se
aplicaron a partir de un analizador voltamétrico Epsilon BAS, Bioanalytical Systems Inc (West
Lafayette Indiana—E.E.U.U.) con un sistema de tres electrodos, m-GEC como electrodo de trabajo
(Pividori y Alegret, 2005; Zacco y col., 2006; Pividori y col., 2007); platino como electrodo auxiliar y
Ag/AgCl en solucién 3 mol L* de NaCl como electrodo de referencia (Orion 92-02-00). El drea
efectiva de los electrodos de trabajo fue de 0,43 cm® (CV% = 13%, n = 20). Las mismas se obtuvieron
mediante cronoamperometria, usando 2 mM de ferricianuro de potasio a través de la ecuacion de
Cottrell (Bard y Faulkner, 2001), usando un valor de 7,26 x 10°® cm” s™ como coeficiente de difusiéon

del ferricianuro de potasio (Petrovic, 2000).

4.2.3. Andlisis estadistico

El ensayo de ANOVA (Andlisis de varianza por sus siglas en inglés) se utilizd para comparar
muestras diferentes y/o pre-tratamientos. Los ensayos paramétricos se procesaron teniendo en
cuenta que los datos cumplian con la distribuciéon normal y la homogeneidad de varianza. Un nivel

de significancia de o = 0,05 se aplico en todos los ensayos estadisticos.

4.2.4. Magneto biosensor electroquimico para la cuantificacion de biotina en

suplemento dietario y formulacion infantil

El ensayo competitivo para la deteccidén de biotina se realizd acorde a la estrategia 2, en tubos
Eppendorff mediante la adicion de pequefios volumenes de biotina estandar o proveniente de una
muestra a una solucion de 0,35 mg mL-" de PM-estreptavidina, hasta lograr un volumen final de 250
uL con solucién tampon de citrato. Luego de la etapa de incubacién inicial, se adiciond 3,5 x 10-° mol
L~ de biotina-HRP y se realizé una segunda incubacién. Posteriormente, se aplicaron las etapas de
separacion magnética y lavado con agitacion a temperatura ambiente durante 15 y 5 min,

respectivamente. Para la separacién magnética se utilizo el transductor m-GEC. Cuando todas las
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particulas magnéticas modificadas migraron al electrodo, éste se sumergidé en la celda
electroquimica, conteniendo los sustratos enzimadticos y se obtuvo la respuesta electroquimica
mediante VOC en el intervalo desde o a -400 mV durante 60 s. El pico de IC de reduccion, informada
como densidad de corriente (LA cm-?) se registro a -170 mV (CV% = 1%) contra Ag/AgCl en solucion
3 mol L™ de NaCl como electrodo de referencia.

La concentracidén de biotina se analizé mediante el magneto biosensor electroquimico en el
intervalo desde 1,4 x 10° a 3,57 x 107 mol L, obteniendo una curva de biotina de densidad de
corriente (LA cm-*) en funcion de la concentracion de biotina (mol L-). La ecuacion logistica de

cuatro parametros se ajusté acorde a la Ecuacion 4.1:

y={(IC,., —IC,,, )/[1+10exp ((log CE., —log X )*D)J}+1C,,, (4.1)

donde IC oy y ICpin son la respuesta electroquimica maxima y minima, respectivamente, CE50 es
la concentracion del analito en estudio que produce el 50% de la respuesta méaxima, X es la
concentracion del analito en estudio y D es la pendiente Hill en el punto de inflexion de la curva
sigmoidea. El LD y el limite de cuantificacién (LC) se calcularon como el 90% y el 80% de la sefal
electroquimica de la curva estandar, respectivamente. Los ensayos de repetibilidad y exactitud se
determinaron a una concentracién de biotina estandar de 1,8 x 10”7 mol L' (n = 4).

Las cuantificaciones de biotina se realizaron en suplementos dietarios fortificados con biotina y
en muestras de formulacién infantil, cuyas concentraciones indicadas en los envases fueron 150 y 12,1
pg de biotina en 100 g, respectivamente. Ademas, las muestras declaraban los siguientes nutrientes
cada 100 g: (i) Suplemento dietario: 19,3 g de azucares, 15,9 g de proteinas, 14 g de grasas, 360 mg de
sodio, 1170 Ul de vitamina A, 95 Ul de vitamina D3, u Ul de vitamina E; 18 pug de vitamina Ki, 68 mg
de vitamina C, 0,72 mg de vitamina Bi, 0,80 mg de vitamina B2, 1 mg de vitamina B6, 3,1 ug de
vitamina Bi2, 10 mg NE de niacina, 200 pg de acido félico, 5 mg de acido pantoténico, 136 mg de
colina, 670 mg de potasio, 610 mg de cloruro, 280 mg de calcio, 230 mg de fdésforo, 230 mg de
magnesio, 5,4 mg de zinc, 4,4 mg de hierro, 0,52 mg de cobre, 1,2 mg de manganeso, 34 ng de yodo,
19 pg de selenio, 20 pg de cromo y 38 pg de molibdeno; (ii) Formulacién infantil: 56,7 g de
carbohidratos, 10,7 g de proteinas, 26,5 g de grasas, 190 mg de sodio, 492 mg de potasio, 388 mg de
cloro, 402 mg de calcio, 252 mg de fésforo, 41,4 mg de magnesio, 3,9 mg de zinc, 6 mg de hierro, 320
ug de cobre, 50 pug de manganeso, 77 ug de yodo, 11,4 ug de selenio, 230 pg RE de vitamina A, 9,1 ug
de vitamina D, 7 pg-a-TE de vitamina E, 38,3 pug de vitamina Ki, 61 mg de vitamina C, 0,76 mg de
vitamina Bi, 0,76 mg de vitamina B2, 0,31 mg de vitamina B6, 1,5 ug de vitamina Bi2, 3,3 mg NE de

niacina, 91 pug de acido félico, 2,5 mg de 4cido pantotenico, 75 mg de colina y 35 mg de taurina.
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Los pretratamientos de las muestras se llevaron a cabo acorde al procedimiento optimizado en
bibliografia (Nelson y col., 2006), donde 2 g de muestra se extrajeron con 5 mL de acido férmico
1,5% v/v, con agitacion durante 5 min. Luego, todas las muestras se centrifugaron durante 15 min a
2000 rpm. Para analizar el contenido de biotina mediante el magneto biosensor electroquimico, se
tomaron 15 y 100 pL del sobrenadante de suplemento dietario fortificado con biotina y de la
formulacién infantil, respectivamente. La concentraciéon de biotina se calculo a partir de la curva de

calibracion y se informé como mg de biotina en 100 g de muestra.

4.3. MAGNETO IMMUNOENSAYO FLUORESCENTE PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
ENFERMEDAD CELIACA

4.3.1.  Reactivos y soluciones

PM de 2,8 um de didmetro modificadas con grupos tosilos (Dynabeads MyOne™ Tosylactivated,
Cat. no. 655.01) se adquirieron en Invitrogen Dynal AS (Oslo, Norway). Transglutaminasa tipo II de
higado de cobayo se compré en Sigma-Aldrich (Cat. n® T5398-2UN y T5398-1UN). Las soluciones se
prepararon en solucion tampon de fosfato 0,01 mol L™ y NaCl 0,15 mol L™ a pH 7,4 y se conservaron a
-15 °C hasta su uso. BSA (Albamina sérica bovina, por sus siglas en inglés), anticuerpo anti-
transglutaminasa tipo II (antisuero total, desarrollado en cabra) (T7066), el anticuerpo desarrollado
en conejo antilgG de cabra rotulado con HRP (antilgG cabra-HRP) (A5420) y el anticuerpo
desarrollado en cabra antilgA de humana rotulado con HRP (antilgA humana-HRP) (Ao295) se
adquirieron en Sigma-Aldrich. El ensayo ELISA comercial anti-TG2 isotipo IgA (QUANTA Lite®
708760 INOVA Diagnostics, Inc.) se adquirio en lanus s.a. La solucion Bradford (Bradford Coomasie,
Cat.n® 23200), el peroxido de hidrégeno, el Triton X-100, el TMB y la OPD utilizadas para las medidas
opticas y fluorescentes se obtuvieron en Sigma.

Todas las soluciones acuosas se prepararon con agua milliQ. La composicidon de las soluciones
usadas en las etapas de inmovilizacion fueron: solucién tampoén de inmovilizacion (borato de sodio
0,1 M, pH 9,5); PBST (solucion tampodn de fosfato 0,01 M, 0,15 M NaCl, 0,05% v/v Tween 20, pH 7,4);
solucion tampon de bloqueo y lavado (PBST con 0,5% y 0,1% m/v de BSA afiadida, respectivamente);
solucion tampon de conservacion (PBST con 0,1% m/v de BSA y 0,02% m/v de azida sodica afiadida).
Las soluciones de OPD-H,0, y Tritén X-100 se prepararon en solucion tampon de citrato-fosfato o,1
mol L” pH 5,0 mientras que la solucién de TMB-H,O, en solucién tampon de citrato-fosfato 0,1 mol
L", con dimetilsulfoxido 1% a pH 4,2.

La inmovilizacion de TGz a las PM se realizo siguiendo las indicaciones del fabricante. Es decir,

un volumen de 160 pL de PM tosilo (30 mg mL™) se lavo dos veces con 100 pL de soluciéon tampon de
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inmovilizacion. Posteriormente, las PM se resuspendieron en un volumen final de 250 pL,
comprendido por 240 pL de la solucién tampdn de inmovilizacion y 10 pL de la solucion de TGz de 10
mg mL” (preparada en solucién tampén de fosfato 0,01 mol L7, 0,15 mol L™ de NaCl a pH 7,4). Luego,
las PM se incubaron durante 24 horas a 30 °C y 700 rpm. Después de la incubacion, el sobrenadante
se transfirio a otro tubo para la cuantificiacion de proteinas remanentes mediante el ensayo Bradford
(Hinton y col., 2004). Las particulas modificadas se resuspendieron en el mismo volumen total (250
pL) de solucién tampon y se incubaron durante 6 horas a 30 °C y 700 rpm, para la inactivacion de los
grupos tosilos. Las PM modificadas se sometieron a tres etapas de lavado con la solucion tampén de
lavado vy, finalmente, se resuspendieron en la solucion tampon de conservacion para lograr una
solucién de 25 mg mL™, que seria conservada a 4 °C hasta su uso. Antes de cada ensayo, las PM-TG2
se lavaron tres veces con PBST y se resuspendieron a un volumen final a la concentraciéon de PM

deseada.

4.3.2. Instrumental

Tanto la inmovilizacién de TG2 a las PM, como las etapas de incubacion y lavado se llevaron a
cabo usando un rotador basico IKA MS3 (Modelo SAo741724) con rotacién controlada. Las placas de
microtitulacion “MaxiSorp” Fg6 blancas y negras se compraron en Nunc (Dinamarca). La separacion
magnética de las particulas durante las etapas de lavado se realiz¢ utilizando el separador magnético
para las placas de microtitulacion disefiado en nuestro laboratorio (Figuras 4.1a y b). Para ello, se
corté una pieza de acrilico de 227 mm de largo y 85 mm de ancho con la mdquina LGC (mdaquina
laser de grabado y corte - Consys Laser Mod 5030 40 W - China). Luego se realizaron ocho
perforaciones de 4 mm de didmetro y 8 mm de alto en el centro de la plataforma de acrilico
mediante la maquina LGC. En esas perforaciones, se incorporaron ocho imanes de neodimio de 200
mT de inducciéon magnética (4 mm de didmetro y 8 mm de alto). Todos los cortes se realizaron a 16
W de potencia del laser y 20 mm s™ de velocidad de grabado. Con la finalidad de mejorar la
aspiracion del sobrenadante en la etapa de la separacion magnética, los imanes se colocaron entre
dos pocillos. Esto permitio aspirar facilmente el sobrenadante de uno de los costados sin tomar a las

PM modificadas.
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Figura 4.1. Soporte magnético construido para las placas de microtitulacion de 96 pocillos. (a) Vista lateral, en la
cual se observa la plataforma acrilica, donde 8 magnetos se colocaron en la zona central para luego servir de
soporte a las placas; (b) Vista superior, en la cual la placa ha sido posicionada sobre el soporte magnético de tal
manera que los magnetos queden en la zona central de dos filas de pocillos, mejorando asi la extraccion del

sobrenadante en cada etapa de reaccion inmunologica, sin aspiracion de las particulas magnéticas modificadas.

Las medidas de absorcion electronica y de fluorescencia se realizaron con un espectrofotémetro
Lambda 20 y un espectrometro luminiscente LS 55, respectivamente, ambos instrumentos de marca
Perkin-Elmer (Llantrisant, Reino Unido). Las curvas competitivas se analizaron con la ecuacion

logistica de cuatro parametros usando el software Graph Prism (GraphPad Software, San Diego, CA).
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4.3.3. Medida fluorescente

La reaccion enzimatica de la HRP con OPD como cosustrato y H,O, como sustrato se evaluo en
la placa de microtitulacion de 96 pocillos mediante métodos fluorescentes. Para ello, 1 x 102 mol L™
de OPD y H,O, se afiadieron a las soluciones conteniendo HRP (o PM-inmunocomplejo) y se
incubaron durante 20 min en oscuridad. Luego, se adicion6 Triton X-100 a fin de alcanzar una
concentracion de 2% m/v y se incub6 durante 2 min. El volumen final fue de 300 pL y el medio de
reaccion fue solucion tampdn de citrato-fosfato o,1 mol L™ pH 5,0.

La fluorescencia del producto de OPD se registré a una longitud de onda de excitacién y emisién

(Aexc Y Aem) de 440 nm y 540 nm, respectivamente.

4.3.4. Magneto immunoensayo fluorescente

El magneto inmunoensayo fluorescente se representa esquematicamente en la Figura 4.2. Los
pasos del ensayo fueron: (i) primer etapa de incubacion: 100 pL de la solucién PM-TG2 (0,1 mg mL™)
se adicionaron a 100 pL de ATG2 (titulos entre 1:68000 a 1:300) en condiciones de agitacion durante
30 min a temperatura ambiente, y luego se realizaron tres lavados con 100 pL de PBST, aplicando un
campo magnético entre los lavados con la finalidad de separar las PM modificadas del sobrenadante.
(ii) Segunda etapa de incubacidn: se adicionaron 100 pl de anticuerpo antilgG cabra-HRP 1:20000 y el
inmunocomplejo resultante se incubé durante 30 min a temperatura ambiente bajo condiciones de
agitacion. Posteriormente, se aplicO nuevamente la etapa de lavado. (iii) Medida fluorescente

(seccion 4.4.3.).
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Figura 4.2. Representacion esquematica de la reaccion inmunologica sobre la superficie de las particulas

magnéticas localizadas en los viales de las placas de microtitulacion.

La curva estandar se ajusto con la ecuacion logistica de cuatro parametros (Ecuacion 4.1). E1 LD,
LC y la CEs5o0 se calcularon como el 10, 20 y 50% de intensidad de fluorescencia (IF) a partir de la

curva estandar, respectivamente. El intervalo dindmico se estableci6 entre el 20 al 80% de IF.

4.3.5. Ensayos de validacion

Los ensayos de precisidon se realizaron para titulos de ATG2 de 1:40000, 1:15000 y 1:4000. La
precisién intra- e inter-ensayo se evaluaron mediante analisis multiple (n = 3) en un dia de ensayo y
analisis en cinco corridas analiticas diferentes, respectivamente. Las condiciones experimentales para
este ensayo fueron 0,05 mg mL™ de PM-TG2 y 1:20000 de antilgG cabra-HRP. Ademas, la precision
intermedia se realizé para dos lotes de TG2 (6,28 y 3,14 mU mg PM™ por ensayo) en dos dias y con
dos instrumentos diferentes. Las condiciones experimentales fueron 0,05 mg mL™ de PM-TG2,

1:15000 de ATG2 y 1:20000 de antilgG cabra-HRP.
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Para evaluar el efecto matriz, se construyeron curvas de calibracion para titulos de ATG2 en el
intervalo desde 1:70000 a 1:300 en soluciéon tampdn de fosfato 0,01 mol L7, 0,15 mol L™ NaCl, pH 7,4
(PBS), plasma y suero negativos diluidos 1:25.

Luego, los ensayos de recuperacion se realizaron para tres titulos de ATG2 (1:1000, 1:2000 y
1:4000) adicionados en suero negativo diluido 1:25 y tres titulos de ATG2 (1:2000, 1:4000 y 1:8000) en

plasma negativo diluido 1:25.

4.3.6. Ensayos serologicos

Los Hospitales “Iturraspe” y de Nifios “Dr. O. Alassia” de la ciudad de Santa Fe (Argentina)
suministraron 48 muestras provenientes de pacientes a quienes se les habia realizado el estudio
seroldgico a la enfermedad celiaca y la confirmacidn histolégica mediante biopsia intestinal. Del
total de casos resultaron 29 positivos y 19 negativos a la enfermedad celiaca.

Las 48 muestras se analizaron mediante el magneto inmunoensayo fluorescente y la distribucion
de los resultados obtenidos para las dos poblaciones se evaluaron mediante el ensayo de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov (Hinton y col., 2004). Debido a que las desviaciones de la normalidad
fueron estadisticamente significativas para ambas poblaciones (obteniendo un P < 0,05), la
comparacion entre grupos se realizé mediante el ensayo U de Mann-Whitney. Posteriormente, se
determiné el mejor valor de corte de ATG2, que discrimine entre pacientes con y sin enfermedad
celiaca mediante las curvas ROC con los softwares SPSS y MedCalc. Luego, los resultados obtenidos
mediante el magneto inmunoensayo fluorescente se correlacionaron con los obtenidos mediante un

ensayo ELISA comercial.

4.4. MAGNETO INMUNOSENSOR ELECTROQUIMICO PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-TG2 EN ENFERMOS CELIACOS

4-4.1. Reactivos y soluciones

Los reactivos PM, TG2, ATGz2, antilgG cabra-HRP y antilgA humana-HRP fueron los mismos que
los detallados en la seccion 4.3.1. lanus s.a. suministré el ensayo comercial ELISA anti-TG2 isotipo
IgA (INOVA). Todos los reactivos de grado analitico se adquirieron en Sigma. El polvo de grafito, con
un tamarfio de particula de 50 um, se obtuvo en Merck, mientras que la resina Epoxy Epo-Tek H77 en
Epoxy Technology 100 (Billerica, MA, E.E.U.U.). Todas las soluciones acuosas se prepararon con agua
milliQ. Las soluciones usadas en la etapa de inmovilizacion tuvieron la misma composicion que la

descripta en la seccién 4.3.1.
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4.4.2. Instrumental

Las medidas electroquimicas se realizaron con el analizador voltamétrico Epsilon BAS,
Bioanalytical Systems Inc. (West Lafayette Indiana, E.E.U.U.). Los parametros de la VOC fueron los
mismos que los detallados en la seccion 4.1.5.2. Otros instrumentos utilizados fueron un Lector de
placas Multiskan Automatic (Labsystem), un Multimetro “Yu Fung” Model YF 3130 (China) y un
Teslametro de efecto Hall, con una sonda axial “Leybold Didactic GMBH” (Alemania). Los imanes
cilindricos de neodimio (induccién magnética promedio = 200 mT, CV% = 1,2%, n = 10) se
compraron en Magnum S.R.L. (Argentina). La mdquina LGC se utilizé en la construccion del
conector para los SPE. Ademas se utiliz6 un separador magnético para eppendorff Dynal MPC-S
(Alemania) y un rotor basico IKA MS3 (Modelo SAo741724). Las curvas competitivas se analizaron

con la ecuacion logistica de cuatro parametros (Ecuacion 4.1).

4.4.3. Celdas electroquimicas

Se utilizaron dos celdas electroquimicas. La primera consistié en un sistema de tres electrodos
independientes: un electrodo c-GEC (compdsito grafito—epoxi con conector magnético, por sus siglas
en inglés) como trabajo; un electrodo de platino como auxiliar y un electrodo de Ag/AgCl en
solucion 3 mol L™ de NaCl como referencia (Orion 92-02-00). Los electrodos c-GEC se desarrollaron
en nuestro laboratorio (Figura 4.3). Brevemente, un tubo de cobre (3 mm de didmetro interno, 5 mm
de diametro externo y 17 mm de largo) se insert6 dentro de un cuerpo cilindrico de acrilico (5 mm de
didmetro interno, 8 mm de didmetro externo y 20 mm de largo). El tubo de cobre se pegé al cuerpo
de acrilico con unas gotas de cloroformo a través del extremo inferior, dejando 2 mm libres en el
extremo superior. Luego, se dejo secar 5 minutos a temperatura ambiente. Para preparar el
comp0sito, el polvo de grafito y la resina epoxi se mezclaron manualmente en una relacion 1:4 (m/m)
acorde a lo aconsejado en bibliografia (Cespedes y col., 1996; Santandreu y col., 1997; Cespedes y
Alegret, 2000) y luego, esta pasta se colocé en la cavidad de 2 mm del extremo superior. Después del
llenado, los electrodos se curaron a 60 °C por 3 o 4 dias hasta obtener un compésito rigido. Antes de
cada uso, la superficie de los GEC se renovo mediante un simple procedimiento de pulido. Para ello,
la superficie del los GEC se humedecié con agua destilada y luego se pulio en el siguiente orden de
granulacion del papel de lija: 240, 600 y 800. Ademds, un conector magnético para los electrodos c-
GEC se disefi6 para capturar las particulas magnéticas. Este conector se construyd con un cuerpo de
bronce de 2,90 mm de didmetro y 60 mm de alto. Se coloc6 material termocontraible a una distancia
de 35 mm desde la zona central. A partir de 15 mm del extremo inferior se calaron 2 mm y se

soldaron a cada lado del conector una capa de bronce de 2 mm de ancho y 60 um de espesor. Luego
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un disco de acero de 2,5 mm de didmetro y 1 mm de espesor se soldo en el extremo inferior y se
adiciono sobre ese lado un iman de neodimio (3 mm de didmetro y 2 mm de alto). Se prepararon
diez electrodos c-GEC con sus conectores magnéticos y el CV% obtenido del promedio de las

inducciones magnéticas medidas en el centro de la superficie del electrodo fue 6,4%.

a) Conector Iman de neodimio

h

60.0mm \J

Cuerpo de acrilico Tubo de cobre Pasta GEC

b)

Figura 4.3. Construccion del electrodo c-GEC. (a) Partes constituyentes del electrodo c-GEC

y (b) electrodo ¢-GEC ensamblado.

En la segunda celda electroquimica se utilizaron los SPE DS 110 provistos por DropSens (Oviedo,
Spain). Los SPE estan formados por carbon como electrodos de trabajo y auxiliar, y Ag como
electrodo de pseudo-referencia. Un conector magnético para los SPE se realizé en el laboratorio
como se muestra en la Figura 4.4. Este dispositivo consistio en dos cuerpos de vidrio acrilico
(cuerpos superior e inferior). El cuerpo superior se construyo a partir de una pieza de acrilico de 5
mm de espesor mediante la maquina LGC (potencia del laser = 16 W y velocidad de grabado = 25 mm
s™). Se marcaron tres surcos rectangulares (2 mm de espesor y 8 mm de largo) en la cara inferior del
cuerpo superior mediante la maquina LGC (potencia laser = 10 W y velocidad de grabado = 30 mm s’
"). Luego, se inmovilizaron tres conectores de cobre de 0,35 mm de espesor y 15 mm de largo en los
surcos, los cuales permitieron conectar cada electrodo del SPE al analizador voltamétrico. El cuerpo
inferior se construy6 a partir de una pieza de acrilico de 8 mm de espesor mediante la maquina LGC
(potencial del laser = 18 W y velocidad de grabado = 15 mm s™). Ademads, en estas condiciones se
cort6 una cavidad en la parte inferior del electrodo, en la cual se introdujo un iman de neodimio de 4
mm de didmetro y 8 mm de alto, de manera de localizar las particulas magnéticas sobre la superficie

del electrodo de trabajo. Luego, los dos cuerpos se unieron con cloroformo. Posteriormente, se
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soldaron tres conectores de acero a tres hilos monofilamento de 0,5 mm y se cubrieron con material

termocontraible.

Q) gpE \
- @I

Cuerpo de acrilico

Coneccion E.R.
Coneccion E.T.

Coneccion E.A.

Magneto de neodimio: D = 4 mm; A = 8 mm

b)

Figura 4.4. Conector para SPE. (a) Partes que constituyen el conector para SPE y el SPE, siendo E.R.
= electrodo de referencia, E.T. = electrodo de trabajo, E.A. = electrodo auxiliar; (b) SPE ensamblado

en el conector y listo para usar.

4-4-4. Magneto inmunosensor electroquimico

La inmovilizaciéon de TGz sobre las PM se llevé a cabo como se detallé en la secciéon 4.3.1. El

ensayo del inmunosensor se bas6 en un formato indirecto ilustrado en la Figura 4.5.
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Figura 4.5. Esquema del protocolo del magneto inmunosensor electroquimico utilizando los sistemas de

tres electrodos y SPE como transductores.
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El ensayo se realizé en tubos eppendorff de 2 mL en tres pasos: (i) Primer etapa de incubacion:
70 pL de solucion PM-TG2 (1,5 mg mL™) se mezclaron con 70 pL de ATG2 (titulos desde 1:20000 a
1:800) en condiciones de agitacion durante 30 min a temperatura ambiente y, luego, PM-TG2-ATG2
se lavaron tres veces con 100 pL de PBST durante 5 min, luego de cada lavado se realizd la separacion
magnética mediante la aplicacion de un campo magnético. (ii) Segunda etapa de incubacion: 140 pl
de anticuerpo antilgG cabra-HRP diluido 1:20000 se adicioné y el inmunoensayo se incub6 durante
30 min a temperatura ambiente bajo condiciones de agitacion. Posteriormente, la etapa de lavado se
aplicé nuevamente. (iii) Medida electroquimica:

(A) Para el sistema de tres electrodos independientes, las particulas se suspendieron en 140 pL
de PBST y se captaron por inmersion de los electrodos c-GEC dentro de los tubos. El electrodo c-GEC
se coloco en la celda de reaccion con 300 pl de solucién tampdn de fosfato a pH 6,0 y los cosustratos
enzimaticos (2,5 y 1,25 x 10° mol L™ de OPD y H,0,, respectivamente). Luego de una incubacion de
2,5 minutos, la respuesta electroquimica se obtuvo mediante la técnica VOC en el intervalo desde o a
-400 mV. La IC del pico de reduccién se registré a -185 mV (CV% = 4,6%) contra el electrodo de
referencia de Ag/AgCl en solucién 3 mol L™ de NaCl.

(B) Para el sistema SPE, las particulas se resuspendieron en tubos Eppendorff con 300 pl de
solucion tampon de fosfato a pH 6,0 y con los cosustratos enzimaticos (2,5 y 1,25 x 10> mol L™ de
OPD y H,0,, respectivamente). Luego de la incubacion de 2,5 minutos, se transfirieron 70 uL de
suspension al SPE, siendo las particulas atraidas sobre el electrodo de trabajo debido a la induccion
magnética del conector. La respuesta electroquimica se obtuvo a los 60 segundos de reaccion
mediante VOC en el intervalo desde -175 a -400 mV. La IC del pico de reduccion se registr6 a -250
mV (CV% = 2,2%) contra Ag como electrodo de pseudo-referencia.

La curva estandar se ajusto con la ecuacion logistica de cuatro parametros (Ecuacion 4.1). E1 LD,

LC, CE50 y intervalo dindmico se establecieron de igual manera que en la seccion 4.3.4.

4-4.5. Ensayos de validacion

Los ensayos de precision se realizaron para titulos de ATG2 de 1:9200, 1:4800 y 1:3200. La
precisiones intra- e inter-ensayo se evaluaron mediante andlisis multiple (n = 3) en un dia de ensayo
y andlisis en tres corridas analiticas diferentes, respectivamente. Las condiciones experimentales para
este ensayo fueron 0,75 mg mL" de PM-TG2 y 1:20000 de antilgG cabra-HRP.

Para evaluar el efecto matriz, se construyeron curvas de calibracion para titulos de ATG2 en el
intervalo desde 1:20000 a 1:1500 en solucion tampoén de fosfato 0,01 M, 0,15 M NaCl, pH 7,4 (PBS),

plasma y suero negativos diluidos 1:25.
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Luego, los ensayos de recuperacidon se realizaron para tres titulos de ATG2 (1:5110, 1:3540 y

1:2000) adicionados en suero y plasma negativos diluidos 1:25.

4-4.6. Ensayos seroldgicos

Las muestras y el procesamiento de las mismas fue igual al detallado en la seccién 4.3.6,
utilizando en este caso el magneto inmunosensor electroquimico en las condiciones experimentales

optimizadas previamente.

4.5. MAGNETOS INMUNOSENSORES ELECTROQUIMICOS PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-TG2 Y ANTI-PDG EN ENFERMOS CELIACOS

4.5.1. Reactivos y soluciones

PM de 1 um de didmetro modificadas con grupos tosilo (Dynabeads MyOne™ Tosylactivated) se
adquirireron en Invitrogen Dynal AS (Oslo, Norway). GenScript sintetizé los péptidos deaminados
de gliadina (PDG) (99,2% pureza) mientras que la TG2 (2 U, cat n° Too6) se adquirié en Zerida
(Alemania). TG2 se preparé en agua deionizada a 8,06 mg mL”, se fraccion6 en alicuotas y se
conservo a -20°C. Los anticuerpos desarrollado en cabra antilgG de humana rotulado con HRP
(antilgG humana-HRP) (cat. n® 55226) y antilgA humana-HRP (cat. n® Ao295) se adquirieron en MP
Biomedicals (EE.UU.) y Sigma-Aldrich, respectivamente. lanus s.a. suministro el ensayo ELISA
comercial anti-TGz2/anti-PDG (INOVA). Todos los reactivos de grado analitico se adquirieron de
Sigma.

En el desarrollo del inmunosensor para detectar APDG se utilizaron PM tosilo y PM especificas
para unir péptidos, mientras que sélo las PM tosilo se usaron en el inmunosensor para ATG2. Los
procedimientos de inmovilizacion se realizaron siguiendo el protocolo del fabricante. Luego de las
inmovilizaciones, las soluciones concentradas finales de PM-TG2 o PM-PDG fueron 25 mg mL™ o 4

mg mL”, respectivamente.

4.5.2. Instrumental

La inmovilizacidn de las PDG sobre las PM se llevo a cabo usando un Termomixer Eppendorf. Se
utilizaron placas ELISA de poliestireno marca Nunc (Cat. no. 269787, Roskilde, DK). La separacion
magnética de las particulas se realizé mediante un separador magnético Dynal MPC-S (Product no.

120.20D, Dynal, Norway). En las etapas de incubaciones y lavados se utilizaron un Miniagitador MS1
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(IKA, Germany) y un Termomixer Eppendorf. Las medidas dpticas y electroquimicas se realizaron
con un lector de placas TECAN Sunrise y con un controlador amperométrico LC-4C (BAS
Bioanalytical System Inc., E.E.U.U.). Un sistema de tres electrodos constituido por un electrodo
auxiliar de platino (Crison 52-67 1), un electrodo de referencia Ag/AgCl (Orion 900200) con o,1 M
KCI como solucién de referencia externa y un electrodo de trabajo renovable y rigido m-GEC
ampliamente descripto en aplicaciones de inmunosensores electroquimicos y genosensores (Pividori
y Alegret, 2005; Zacco y col., 2006; Pividori y col., 2007;). Antes de cada uso, una etapa de pulido se

aplicé a la superficie de los electrodos m-GEC.

4.5.3. Inmunoensayos para la deteccion de anti-TG2 y anti-PDG

Para la deteccion de ATG2-IgA se disefid un magneto inmunosensor electroquimico, cuyo

protocolo se esquematiza en la Figura 4.6.
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Figura 4.6. Esquema del protocolo del magneto inmunosensor electroquimico destinado a la

deteccién de ATG:.

El ensayo se realizo en tubos Eppendorff de 2 mL en tres pasos: (i) Primer etapa de incubacion:
70 pL de una solucion de 1,0 mg mL” PM-TG2 se incubaron con 70 pL de los controles positivo y
negativo a 8oo rpm y 25°C durante 30 minutos. Luego, se descart6 el sobrenadante con la ayuda de
un separador magnético y se realizaron tres etapas de lavado con 100 pL de PBST a 8oo rpm y 25°C
durante 3 minutos, aplicando el separador magnético después de cada etapa. (ii) Segunda etapa de

incubacion: se adicionaron 140 pl de antilgA humana-HRP diluido 1:20000 y se incubaron a 8oo rpm
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y 25°C durante 30 minutos. Posteriormente, se aplicaron las etapas de lavado de igual manera que en
el paso (i). (iii) Medida electroquimica: en la dltima etapa de lavado se capturaron las PM
modificadas mediante los electrodos m-GEC y este electrodo de trabajo junto con los electrodos de
referencia y auxiliar se sumergieron en 20 mL de PBS contenido en una celda electroquimica. La
medida electroquimica se determind por polarizacion del electrodo de trabajo a E = - 0,050 V
(contra Ag/AgCl en solucion 3 mol L* de NaCl como electrodo de referencia). La sefal
amperométrica se baso en la actividad enzimatica de HRP después de la adicion de hidroquinona
(2,0 x 10”2 mol L™) como mediador y H,O, (2,0 x 10> mol L™") como sustrato.

Para la deteccion de ADGP tanto del isotipo IgA como IgG se desarrollaron magnetos
inmunosensores electroquimicos y ELISA, siendo los detallos de los protocolos reservado por los

autores debido a que se encuentra en tramite de patentamiento.

4-5.4. Ensayos serologicos

A través de un convenio existente entre el Grupo de Sensores y Biosensores de la Universidad
Autonoma de Barcelona (Espafia) y una empresa financiadora de proyectos para el desarrollo de
tecnologias innovadoras, se pudo disponer de 70 sueros provenientes de hospitales espafioles. Los
mismos comprendian a 42 casos positivos y 28 negativos hacia la enfermedad celiaca. De la totalidad
de los sueros recibidos, so6lo se informaba que 23 de los mismos habian sido confirmados
histoldgicamente con biopsia duodenal, de los cuales, a su vez, 13 y 10 sueros fueron clasificados
como celiacos y no celiacos, respectivamente.

Los 70 sueros se analizaron mediante los magnetos inmunosensores electroquimicos destinados
a la deteccidén individual de APDG-IgA, APDG-IgG y ATG2-IgA. El procedimiento seguido para las

muestras fue similar al descripto en la seccién 4.3.6.
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5.1. EVALUACION DE SIETE COSUSTRATOS EN LA CUANTIFICACION DE LA ENZIMA
PEROXIDASA POR VOLTAMETRIA DE ONDA CUADRADA

En esta seccion se propone evaluar la reaccién enzimatica de HRP frente a H,O, como sustrato y
siete cosustratos diferentes, con la finalidad de seleccionar el sistema que presente las mejores
caracteristicas en la deteccion electroquimica, para ser utilizado como sistema de revelacion en los

diferentes ensayos de bioafinidad planteados en esta tesis.

5.1.1. Comportamiento electroquimico de los cosustratos

En muchos inmunoensayos, las enzimas HRP y fosfatasa alcalina son utilizadas como rétulos o
marcas en los sistemas de revelacion. HRP es ideal para estas aplicaciones debido a que es mas
pequeiia, estable y economica que la fosfatasa alcalina. Ademas, tiene una alta velocidad de recambio
lo cual genera grandes cantidades de producto, traduciéndose en una elevada sefial analitica en un
tiempo reducido (Azevedo y col., 2003). La reaccion enzimatica de HRP sigue un mecanismo ping-
pong o de doble desplazamiento (Veitch, 2004; Lai y col., 2006; Zacco y col., 2006; Shivakumar y col.,
2010). En la primera etapa, una molécula de peroxido se une a un sitio de coordinacion libre del
hierro (Fe'") en la HRP y se reduce a agua en un proceso rapido de dos electrones, por lo cual el
compuesto | es generado como un intermediario primario estable. El compuesto I es la especie
oxiferril ((Fe" = O)P"), constituido por un atomo de oxigeno proveniente de la molécula de peréxido,
un electron del hierro y otro electréon del grupo hemo para generar el cation radical porfirina n. En la
proxima etapa, el catiéon radical porfirina 7 es reducido por una molécula del cosustrato (en su
especie reducida) a la especie del compuesto II ((Fe' = O)P) el cual es posteriormente reducido por
otra molécula del cosustrato (en su especie reducida), regenerando asi a la enzima nativa (Fe').
Posteriormente, las dos moléculas de cosustrato oxidado obtenidas en la reaccion enzimatica pueden
ser reducidas sobre la superficie del electrodo (Figura 5.1a). Las moléculas de cosustrato pueden ser
aminas aromaticas, fenoles, hexacianoferratos, ascorbatos y yodo (Marko-Varga y col., 1995; Reviejo y

Pingarron, 2000; Gorton, 2005). Algunos ejemplos de cosustratos donadores de electrones son los
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fenoles (Alemzadeh y Nejati, 2009), OPD (Jiau y col., 2000; Bilal y Holze, 2006), TMB (He y col.,
1997; Fanjul-Bolado y col., 2005; Conneely y col., 2007), hidroquinona (Zwirtes de Oliveira y Cruz
Vieira, 2006; Zhang y Zheng, 2007), p-clorofenol (Gomez y col., 2009), pirocatecol (Korkut y col.,

2008) y p-aminofenol (Sun y col., 2001) (Figura 5.1b).

cosustrato,y ﬁ se H.O,
’ HRP
2e /\,
ry

' o H,O
cosustrato,eq

GEC
b)
Derivados fenolicos Aminas aromaticas
OH
OH
‘ S
=
I NH2
on HLC
fenol hidroquinona Hz 3 CH,
pKa = 10,00 pKa = 9,96 p-aminofenol
pKa = 4,50
OH
OH
NH,
o Qf
pKa, = 3,40
Cl N2 pKa, = 4,50
p-clorofenol pirocatecol OPD
pKa=9,42 pKa = 9,90 pKa = 4,46

Figura 5.1. (a) Mecanismo enzimatico de HRP sobre la superficie del electrodo, y (b) Estructuras

quimicas de los cosustratos de HRP.

Como es bien documentado en bibliografia, los métodos de rutina para la determinacion de la
actividad de HRP involucran técnicas fluorimétricas y colorimétricas. En las dltimas décadas, la

utilizacion de dispositivos electroquimicos busca la miniaturizacion y la generacion de prototipos
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potencialmente automdticos, con mayor sensibilidad y sefiales analiticas mas rdpidas. Estos
dispositivos electroquimicos son potencialmente ttiles en la determinacion de analitos de diferentes
naturalezas.

En primer lugar, se caracterizaron electroquimicamente siete cosustratos de HRP (fenol, OPD,
TMB, hidroquinona, p-clorofenol, pirocatecol y p-aminofenol) mediante voltametria ciclica. Esta
caracterizacion permitié conocer el comportamiento electroquimico de cada uno de ellos, para su
posterior implementacién en los sistemas de revelacion. En las voltametrias ciclicas se registraron los
potenciales de reduccion y oxidacion con sus correspondientes intensidades de corrientes. Las
separaciones entre los potenciales de los picos de oxidacion y reduccion fueron mayores que 0,059
V/n en todos los casos, evidenciando que la transferencia electrodica de los mismos fue mas lenta
que el valor establecido tedricamente para un cosustrato ideal. Ademads, la relacion de corrientes
entre los picos de reduccion y oxidacién fueron menores a o,1 para fenol, OPD y p-clorofenol y
fueron cercanos a 1 para hidroquinona, TMB, pirocatecol y p-aminofenol (ver Tabla 4.1). Por lo
tanto, estos compuestos se clasificaron como sistemas cuasi-irreversible y cuasi-reversible
considerando las condiciones experimentales, la naturaleza del electrodo de trabajo y los
comportamientos electroquimicos observados, cuando las relaciones de corrientes fueron menores a
0,1y cercanas a 1, respectivamente (Wang, 2001).

Posteriormente, con la finalidad de seleccionar la técnica electroquimica mas sensible en la
determinacion de la actividad de HRP frente a H,O, y los siete cosustratos se evaluaron la
amperometria y la VOC. Para seleccionar el E aplicado en amperometria, la voltametria
hidrodindmica se realizd para cada sistema enzimdtico con agitacion. Las voltametrias
hidrodindmicas y los E que causan la maxima seiial electroquimica son mostrados en la Figura 5.2.
Los E de 200, -125, -350, -210, -50, 50 y 50 mV se seleccionaron como E aplicados en el andlisis
amperométrico para los sistemas de fenol, OPD, p-clorofenol, hidroquinona, pirocatecol, TMB y p-
aminofenol, respectivamente. Los sistemas con OPD, pirocatecol, TMB y p-aminofenol como
cosustratos, cuyos E estdn cercanos a cero podrian ser los mds ventajosos para las futuras
aplicaciones, ya que ellos tendrian menos probabilidad de interferencias electroquimicas. La Figura
5.3 muestra los voltamogramas para cada sistema enzimatico mediante VOC, cuyos E de reduccion
se desplazaron hacia la derecha con respecto a los E obtenidos en voltametria ciclica. Ademas, se
muestra el analisis amperométrico para TMB. Los picos de IC catédica de 265, -140, -280, -150, 50 y
100 mV se seleccionaron como sefiales electroquimicas para los sistemas con fenol, OPD, p-

clorofenol, hidroquinona, pirocatecol y p-aminofenol como cosustrato, respectivamente.
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Figura 5.2. Voltametria Hidrodinamica. En la Tabla 4.1 se muestran las condiciones experimentales para los siete sistemas HRP-cosustrato-H,O,.
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Figura 5.3. Voltametria de onda cuadrada y amperometria. En la Tabla 4.1 se muestran las condiciones experimentales para los siete sistemas HRP-

cosustrato-H,O,.
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Todos los cosustratos presentaron voltamogramas tipicos con picos bien definidos en VOC
excepto TMB, debido a que su forma oxidada se generaba en el E inicial de la VOC y como
consecuencia se obtenia una corriente de reduccion indeseada. Por lo tanto, la amperometria fue la

Unica técnica de deteccion electroquimica aplicada para el sistema con TMB como cosustrato.

5.1.2. Optimizacion de las condiciones experimentales

La optimizacién de un sistema analitico busca mejorar su rendimiento para obtener la maxima
respuesta, con economia de recursos. Tradicionalmente, la optimizacion de una respuesta
experimental en quimica analitica se lleva a cabo con el andlisis de un factor a la vez. En este caso, un
parametro o factor es cambiado mientras los otros estdn a un nivel constante. Esta técnica de
optimizacion es llamada optimizacion de una variable a la vez o de un factor. Su mayor desventaja es
que no incluyen efectos por interaccidn entre los factores estudiados, por lo tanto, estas técnicas no
describen los efectos completos de los pardmetros sobre la respuesta. Otra desventaja es el
incremento en el numero de ensayos, lo cual causa incremento en el tiempo y consumo de reactivos.
Ademas, estas condiciones de trabajo pre-seleccionadas pueden estar distantes de las “condiciones
optimas” en el sistema. Para solucionar este problema, las técnicas estadisticas multivariadas pueden
ser usadas en la optimizacion de procedimientos analiticos, siendo una de las mas importantes la
MSR (Saleh y col., 1984; Bezerra y col., 2008). La MSR, un conjunto de técnicas estadisticas y
matematicas util en la optimizacidn sistemdtica, es usada para explorar, analizar y optimizar un
sistema cuya respuesta depende de diversos factores. Antes de aplicar la MSR, la seleccion de un
disefio experimental deberia ser llevado a cabo para definir los ensayos en la regién experimental
estudiada. El DCC es ampliamente utilizado en la construccion y estimacidén de superficies de
respuesta (Faguet y col., 1977; Sendall y col., 1983; Loeffler y Ebey, 1989).

A continuacion, la evaluacion de la secuencia de adicion de sustratos, el tiempo de reaccion, la
relacion cosustrato:H,O, y la técnica electroquimica se analizaron mediante optimizacién de un
factor, mientras que el pH de la solucion tampon, la actividad enzimadtica y las concentraciones de
los cosustratos y H,O, para cada sistema se seleccionaron, simultdneamente, mediante la
metodologia de superficie respuesta.

Primero, para seleccionar la secuencia de adicion que garantice una sefial electroquimica
maxima a los 3 minutos de reaccion, los ensayos se realizaron en dos secuencias siendo primero
adicionado el cosustrato y posteriormente el H,O,, y viceversa. Segun la bibliografia, la union entre
la enzima y sus sustratos proceden de forma aleatoria y no es necesario que el perdxido se una a la
enzima antes de que esta se una al cosustrato (Cuadrado y col., 2012). Estos ensayos demostraron que

el orden de adicion cosustrato-H,O, producia la seiial electroquimica méaxima para todos los
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cosustratos, excepto para aquel con la molécula mas simple, es decir el fenol. Esto sugiere que los
cosustratos con las moléculas mds complejas que el H,O, y el fenol serian los reactivos limitantes en
la generacidn de un gradiente de difusion apropiado para originar la reaccion enzimatica.

Segundo, para seleccionar el tiempo de reaccidn, el cual es el tiempo de muestreo de la seial
electroquimica, se realizo un estudio cinético para cada sistema mediante VOC. La Figura 5.4
muestra las respuestas cinéticas del sistema cuyo cosustrato fue hidroquinona. Un primer intervalo
de 10 ciclos se realizé desde o a 10 min y debido a que al minuto se obtuvo la sefial maxima, se evalto
un segundo intervalo desde o a 3 min, registrando las sefiales electroquimicas cada 20 s (ver inserto
en la Figura 5.4).

Como se puede observar, se alcanza una densidad de corriente maxima a los 20 s y luego la
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Figura 5.4. Estudios cinéticos de la reaccion enzimadtica con hidroquinona-H,O, como
sustratos. El grafico de la densidad de corriente (nA ¢cm ™) obtenido por VOC en funcion del
tiempo de reaccion (s) para 1,9 x 10°° mol L™ de HRP, 2 x 10~ mol L™ de hidroquinona, 2 x 10
mol L™ de H,0, y solucién tampon de fosfato 0,1 mol L™ y KCl 0,1 mol L™, pH 7,50 como medio
de reaccion. Primero, se evaluaron 10 ciclos consecutivos cada 60 s durante 10 min. En el grafico

inserto, se recolecto la sefial electroquimica cada 20 s durante 3 min.
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respuesta comienza a disminuir. Este efecto pudo ser observado en todos los cosustratos evaluados,
por lo cual, se puede deducir que estos compuestos se van depositando sobre la superficie del
electrodo, causando el pasivamiento de la sefial electroquimica. Un comportamiento cinético
contrastante pudo ser observado entre los compuestos estudiados (ver los tiempos seleccionados
para cada sistema en la Tabla 5.1), ya que los sistemas con hidroquinona y p-aminofenol como
cosustratos fueron los mds rdpidos (20 s), mientras los sistemas con fenol y pirocatecol necesitaron
un tiempo mayor de reaccién (300 s). Para los otros sistemas, los tiempos de reaccién variaron entre

40y 60s.
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Tabla 5.1. Resultados del DCC y las respuestas obtenidas experimentalmente para cada sistema

Condiciones optimas

Tiempo de Respuesta predicha  Respuesta obtenida
Sistemas N Factores® DG . .
reaccion (s) A . c 5 (LA cm™) (LA cm™)
HRP-H,0,-fenol 300 75 38 05 50 0,83 22,5 [26+4]n=3
HRP-OPD-H,0, 60 6,0 38 2,5 6,0 0,81 205 [305+ 60] n =4
HRP-p-clorofenol-H,O0, 40 6,0 19 2,0 2,0 0,86 27,5 [30+4]n=4
HRP-hidroquinona-H,0, 20 75 38 50 25 0,73 350 [360 £ 70| n=3
HRP-TMB-H.O, 40 6,0 38 2,0 4,0 0,62 12,8 [3+2]n=3
HRP-pirocatecol-H,0, 300 6,0 95 20 20 0,97 102 [tlos +10] n =4
HRP-p-aminofenol-H,O, 20 50 955 20 5,0 0,96 27,8 [31£2]n=3

*Factores: A = pH de la solucion tampon; B = concentracion enzimatica en 10 (mol L™); C = concentracion de cosustrato en 10 (mol L™); D = concentracién

de H,O, en 102 (mol L™).

_104 -



Kergaravat, Silvina Vanesa -2014 -

RESULTADOS y DISCUSION

Tercero, con la finalidad de optimizar la respuesta enzimdtica acoplada a la deteccion
electroquimica se seleccionaron las combinaciones optimas de los factores experimentales para los
siete sistemas. Los factores estudiados fueron el pH de la soluciéon tampoén, la concentracion
enzimatica, la concentracion de los cosustratos y la concentracidon del H,O,. Por lo tanto, se realizo
un DCC de 30 ensayos con seis puntos centrales. Este disefio es frecuentemente usado como
herramienta util para reducir el nimero de ensayos y para permitir delimitar los intervalos de trabajo
de cada factor. En este disefio, se evaluaron amplios intervalos de concentraciones de los sustratos y
cosustratos para determinar las cinéticas de la reaccién catalizada por la enzima. Se aplico un
ANOVA a cada sistema HRP-cosustrato-H,O,, esperando obtener un modelo ajustado
significativamente y una falta de ajuste no significativa (P deberia ser menor y mayor a 0,05,
respectivamente). Después de obtener el modelo ajustado, se debe seleccionar la combinacion de
factores que provee el mejor “valor de respuesta deseable”. En la etapa de optimizacion, se busco
obtener la respuesta electroquimica maxima, ya que ésta se relaciona directamente con la
concentracion enzimatica. Para lo cual, las concentraciones de los sustratos debian estar presentes
en exceso, es decir la reaccion debia ser independiente de las concentraciones de los sustratos
(cinética de reaccion de orden cero). La funcion de deseabilidad global (DG), calculada a partir de los
criterios de importancia y peso para todos los factores y respuestas, toma valores desde o (donde las
combinaciones no cumplen los requerimientos solicitados) y 1 (donde todas las respuestas tienen un
valor de deseabilidad simultanea) (Myers y Montgomery, 1995). La Tabla 5.1 muestra la funcion de
deseabilidad global, la repuesta predicha y la respuesta obtenida experimentalmente para cada
sistema. Al analizar las respuestas experimentales y predichas mediante un ensayo de comparacion
de medias, se obtuvo que, en todos los casos, no se observaban diferencias significativas entre las
medias de ambas respuestas (P > 0,05) (Miller y Miller, 1993; Massart y col., 2003). En este contexto,
la funcion de deseabilidad global puede ser considerada como una medida de eficiencia conjunta de
la actividad enzimatica y la transferencia electroquimica. Los valores porcentuales de la funcién de
deseabilidad global mayores que 70 se obtuvieron en todos los sistemas enzimaticos, excepto para el
sistema con TMB como cosustrato y deteccion amperométrica (DG = 62%). Suponemos que el bajo
rendimiento analitico se podria deber a la técnica de detecciéon de menor sensibilidad usada para
este sistema y a la estructura molecular compleja de TMB, la cual podria retardar la transferencia
electrodica dentro del sitio activo de la enzima mediante impedimento estérico. Los valores optimos
de los factores para cada sistema son también mostrados en la Tabla 5.1. Los pH de las soluciones
tampones estuvieron comprendidos entre 5,0 y 7,5. Fenol, p-clorofenol, pirocatecol e hidroquinona
tienen sus pKa mayores a 7,5; mientras OPD, p-aminofenol y TMB tienen sus pKa menores a 5,0.

Esto sugiere que la enzima tendria mayor afinidad por las aminas aromaticas no-cargadas y los
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compuestos fenolicos. Ademads, estos intervalos de pH favorecerian la reduccion de los productos de
la reaccion enzimadtica en la superficie del electrodo.

Cuarto, a pesar de que existe mucha informacion sobre HRP como sistema de revelaciéon de los
inmunoensayos, hay una gran discrepancia en cuanto a la relacion que debe existir entre las
concentraciones de H,O, y cosustrato, especialmente para los sistemas de deteccién electroquimicos.
Por ejemplo, para el cosustrato mas ampliamente usado, TMB, las relaciones TMB:H,O, fueron 1:1 (4
x 10 *mol L™); 21 (2,5: 1.3 x 10* mol L™); 1:2 (2: 4 x 107* mol L™); 1,5:1 (4,2: 2,7 x 10 * mol L™) acorde a
las respectivas referencias (Sardy y col., 2007; Yuzhen y col., 2009; Hong-Xu y col., 2009; Wouters y
col., 2009). Teniendo en cuenta lo anteriormente citado, se decidid ajustar los resultados de relacion
cosustrato:H,O, obtenidos mediante el DCC evitando la inactivacién enzimadtica. Se debe tener en
cuenta, que el peréxido de hidrégeno a altas concentraciones es un sustrato suicida, el cual convierte
las especies del compuesto II ((Fery = O)P) a radicales libres peroxido altamente reactivos (Fey-
porfirina), llamado compuesto III. Cuando otra molécula del peréxido de hidrogeno reacciona con
este radical libre, un radical hidroxido es producido, el cual puede atacar a la estructura tetrapirrol
del grupo hemo produciendo la inactivacion irreversible de la hemoenzima (Torres y col., 2003). Este
riesgo es mayor cuando la concentraciéon del cosustrato es mucho menor que la concentracion del
perdxido de hidrogeno. En consecuencia, se selecciond la méaxima respuesta enzimatica para cada
sistema en la regidn de saturacién enzimadtica. Para ello, las relaciones cosustrato:H,O, se evaluaron
en el intervalo 1:10 y 10:1 mientras las concentraciones enzimaticas y los pH de las soluciones
tampones se mantuvieron constantes en los valores optimos obtenidos en el DCC. La relacion
cosustrato:H,O, elegida para los sistemas con fenol, OPD y pirocatecol como cosustratos fue de 2:1,
mientras que para los sistemas con cosustratos para-sustituidos (hidroquinona y p-aminofenol) fue
de 1:1. Por otro lado, se obtienen las relaciones optimas de 1:4 para los sistemas con TMB y p-
clorofenol como cosustratos.

Quinto, a pesar de que la amperometria es la técnica electroquimica mds frecuentemente
utilizada en la deteccion de los productos de la reaccion catalizada por HRP (Marko-Varga y col.,
1995; Conneely y col., 2007; Zhang y Bin Zheng, 2007), las técnicas de pulso como las VPD y las VOC
son altamente sensibles y veloces (Wang, 2001). Por ello, en este trabajo se evaluaron las respuestas
electroquimicas de cada sistema HRP-cosustrato-H,O, mediante amperometria y VOC. La Figura 5.5
muestra las respuestas relativas (como densidad de corriente/concentracion enzimatica) en funcion

de los sistemas HRP-cosustrato-H,O, para cada técnica electroquimica.
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Figura 5.5. Grafico de la respuesta relativa (densidad de corriente/concentracién enzimatica) en pA
cm /10 mol L™ en funcién de los sistemas HRP-cosustrato-H,O, para VOC y amperometria. Las
condiciones de reaccién para el sistema HRP-fenol-H,O, fueron [HRP] = 3,8 x 10" mol L7, [fenol] = 2,5 x
10> mol L7, [H,0,] =1,25 x 10 > mol L™ a un pH de 7,5; para el sistema HRP-OPD-H,QO, fueron [HRP] =
3,8 x10 °mol L™, [OPD] = 2,5 x 10> mol L™, [H,0,] = 1,25 x 10> mol L™ a un pH de 6,0; para el sistema
HRP-p-clorofenol-H,0, fueron [HRP] = 1,9 x 10~ mol L™, [p-clorofenol] = 7,5 x 10> mol L™, [H,0,] = 1,9 x
107 mol L™ a un pH de 6,0; para el sistema HRP-hidroquinona-H,O, fueron [HRP] = 3,8 x 10° mol L™,
[hidroquinona] = 2,5 x 10> mol L™, [H,0,] = 2,5 x 10> mol L™ a un pH de 7,5; para el sistema HRP-
pirocatecol-H,O, fueron [HRP] = 9,5 x 10 mol L™, [pirocatecol] = 2,0 x 10 > mol L™, [H,0,] =1,0 x 107>
mol L™ a un pH de 6,0; para el sistema HRP-p-aminofenol-H,O, fueron [HRP] = 9,5 x 10 ® mol L, [p-
aminofenol] = 2,0 x 10> mol L™, [H,O,] = 2,0 x 10 a un pH de 5,0. Para todos los sistemas la solucién

tampon fue fosfato 0,1 mol L™ y KCl 0,1 mol L™. La desviacion estandar se calculé paran = 3.

Estas respuestas relativas permiten la comparacién de la sensibilidad de los sistemas,
independientemente de la concentracion enzimatica. La sensibilidad depende de la naturaleza de los
cosustratos donadores de electrones, la estabilidad de los compuestos radicales libres producidos en
la reaccion enzimatica, el material del electrodo y los parametros de la técnica electroquimica (E
aplicado, barrido de E, etc.). Un compuesto radical libre es estabilizado por disipacién de carga a
través de su conjugacion con la molécula; por lo tanto, es muy importante que los sustituyentes
incrementen la densidad electronica. Un compuesto radical libre estabilizado retarda las reacciones

del proceso de polimerizacion o dismutacidn. Por otro lado, si la técnica de reducciéon no es lo
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suficientemente rapida, los compuestos radicales libres pueden polimerizar, causando la pasivacion
de la superficie del electrodo y la pérdida de sensibilidad. En la Figura 5.5 se puede observar que
para ambas técnicas, los sistemas con fenol y p-clorofenol como cosustratos presentaron las menores
sensibilidades. Esto puede deberse a que las moléculas de estos cosustratos no tienen sustituyentes
apropiados que estabilicen a los compuestos radicales libres y, en consecuencia, estos radicales
inestables pueden generar compuestos no electroactivos que causarian una baja sensibilidad en la
deteccion. Por otro lado, se obtuvieron similares rendimientos analiticos para los sistemas
amperométricos con OPD y p-aminofenol como cosustratos. Ademads, estos sistemas fueron mas
sensibles que los que utilizan compuestos fenolicos substituidos con hidroxilos como cosustratos.
Estos resultados estuvieron de acuerdo a lo informado en trabajos previos (Marko-Varga y col., 1995;
Munteanu y col., 1998; Solna y col., 2005). El sistema HRP-OPD-H,O, present6 la mayor respuesta,
es decir, 375 + 25 pA cm™ 10° mol™ L mediante VOC vy ésta fue aproximadamente cuatro veces mas
sensible que el proximo sistema (con pirocatecol como cosustrato). Por otro lado, este sistema
mostro la mayor relaciéon VOC/amperometria con un valor aproximado de 7, seguido del sistema con
pirocatecol, fenol, p-clorofenol, hidroquinona y p-aminofenol, como cosustratos, respectivamente.
La técnica de VOC fue mas sensible que la amperometria en todos los casos, excepto para los
sistemas con hidroquinona y p-aminofenol como cosustratos; probablemente debido a que la
velocidad de la VOC no fue suficiente para evitar la pérdida de la sensibilidad por el envenenamiento
o pasivacion del electrodo a causa de una rdpida polimerizacion y/o dimerizacion de estos
compuestos. Para la mayoria de los sistemas, en las condiciones experimentales dptimas, la VOC fue
la técnica mas sensible y mas rdpida en comparacién con la amperometria (aproximadamente seis
veces mas veloz). En consecuencia, la VOC fue seleccionada como técnica electroquimica para todos
los sistemas excepto para aquel con TMB como cosustrato, que solo pudo ser analizado mediante

amperometria, como ya se explicé en la seccién 5.1.1.

5.1.3. Determinacion de las constantes aparentes de Michaelis

La Vi Y K se calcularon para H,O, y los cosustratos en cada sistema con el método de
Lineweaver-Burk. Para ello, la reciproca de la concentracién del cosustrato se graficé en funcién de
la reciproca de la velocidad inicial. Esta velocidad se expresd como la concentracidon del cosustrato
oxidado en el tiempo (mol L* s). Debido a que el tnico cosustrato oxidado disponible
comercialmente fue el de hidroquinona (p-benzoquinona), se realizaron curvas de calibracion para
p-benzoquinona e hidroquinona oxidada electroquimicamente en el intervalo de E desde -100 a 300

mV. Estas curvas mostraron sensibilidades analiticas similares (ver Figura 5.6).
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Figura 5.6. Curvas de calibracidn para el cosustrato oxidado comercial p-benzoquinona

(negro) e hidroquinona oxidada electroquimicamente (verde oliva).

Consecuentemente, las curvas de calibracion para los otros cosustratos cuyas formas oxidadas
no estaban disponibles comercialmente se realizaron mediante la oxidaciéon electroquimica (Figura
5.7). Las oxidaciones se lograron mediante barridos en VOC para todos los cosustratos, excepto para
TMB que fue oxidado por amperometria al E de 350 mV. Los intervalos de E en VOC fueron desde o
a 500 mV, desde 300 a 9oo mV, desde -100 a 200 mV, desde 100 a 400 mV y desde 0 a 300 mV para

OPD, fenol, p-clorofenol, pirocatecol y p-aminofenol, respectivamente.
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La grafica de la concentracién de OPD en funcién de la velocidad inicial se muestra en la Figura
5.8. Primero, los pardmetros cinéticos de OPD se ensayaron en el intervalo desde 0,6 a 6,0 x 10> mol
L"a 6 x 102 mol L de concentracion de H,O, (Figura 5.8a). Segundo, se realizé un andlisis similar
para determinar los parametros de H,O, en el intervalo desde 0,5 a 6 x 10® mol L™ a 2,5 x 10> mol L™

de concentracion de OPD (Figura 5.8b).
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Figura 5.8. Curva cinética enzimatica para el sistema HRP-OPD-H,0, y grafico reciproco de Lineweaver-
Burk en el grafico inserto. Condiciones de reaccién: solucion tampdn de fosfato 0,1 mol L™y KCl 0,1 mol L™ a
pH de 6,0; concentracion HRP = 3,8 x 10" mol L™. (a) Concentraciéon H,0, constante = 6 x 10> mol L™; (b)

concentracién OPD constante = 2,5 x 10 > mol L™

Los otros cosustratos fueron analizados similarmente. V', K1, K. v E para cada cosustrato y
H,O, en cada sistema enzimatico se resumen en la Tabla 5.2. Recordando que un alto V', y un bajo

K’ indican alta afinidad del cosustrato por la enzima y que el nimero de recambio se calcula como
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Keat :V% nzima]’ la afinidad de los cosustratos evaluados por HRP disminuyen en el siguiente
orden OPD > p-aminofenol > pirocatecol > fenol > TMB > hidroquinona. Por otro lado, las eficiencias

. K .. . .
cataliticas calculadas como E = "cat K disminuyen en la secuencia de OPD > p-aminofenol ~
m

pirocatecol > fenol > p-clorofenol ~ hidroquinona > TMB. Diferentes autores informaron una
tendencia similar y pardmetros cinéticos con 6rdenes de magnitud acorde a estos resultados (Zapata
y col., 1998; Gomez y col., 2005; Bodalo y col., 2007; Shivakumar y col., 2011). Sin embargo, las ligeras
diferencias entre los parametros radican, principalmente, en que estos trabajos se realizaron
mediante otras técnicas de deteccion en condiciones experimentales diferentes. Después de la
evaluacion, tanto de la afinidad como de la eficiencia para cada compuesto, OPD demostro las
mejores caracteristicas cinéticas y, por lo tanto, este fue considerado como el cosustrato mas

eficiente para HRP.
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Tabla 5.2. Parametros cinéticos de HRP con concentraciones variables de cosustratos a una concentracion constante de H,O, y concentraciones variables de

H,O, a concentraciones constantes de cosustratos

*Cosustrato “H,0,
V’max K'm Ef V’max K'm Ef
Sistemas Kcat p Kcat
10° 10° B 10* 10’ 102 . 10*
-1 -1 -1 (S ) A1 -1 A1 -1 -1 (S ) -1 -1
(mol L"s™) (mol L) (L mol™ s™) (mol L™ s™) (mol L) (Lmol™s™)
HRP-H,0,-fenol 2,01+ 0,2 1,910, 521 2 2,7t 0,1 30,8 £ 0,5 0,031+ 0,003 805t 40 2590 * 700
HRP-OPD- H,O, 12,0 = 0,8 1,81+0,3 313t15 17,4 £ 0,8 7,7 £0,2 0,15 + 0,02 200 * 30 134 * 25
HRP-p-clorofenol- H,0O, 2,5+0,8 6,5% 0,9 260 * 35 4,0t0,3 8,1+0,8 0,8+ 0,1 845+ 8o 106 £ 36
HRP-hidroquinona- H,O, 0,71 0,1 1,7+ 0,2 37+%5 2,21+0,6 0,51 0,1 1,1+ 0,2 26+3 2,4%0,1
HRP-TMB- H,O0, 0,90 £ 0,06 0,05+t 0,01 231+ 4 47%2 0,87 £ 0,06 0,7t 0,2 23t5 3,21 0,6
HRP- pirocatecol - H,O, 1,4%0,1 1,1+ 0,3 146 £ 20 13,31 0,9 0,70 + 0,06 0,10 = 0,08 7310 7320
HRP-p-aminofenol- H,0, 1,6 £ 0,6 3,2t 0,4 42t10 1,31+ 0,4 1,2+ 0,2 1,5+ 0,7 31+ 8 2,11+ 0,7
* Las curvas reciprocas de Lineweaver-Burk fueron construidas para cinco concentraciones de cosustratos o H,O, por triplicado.
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5.1.4. Curvas de calibracion para la determinacion de la concentracion enzimatica

Se realizaron curvas de calibracion para la determinacion de la concentracion enzimatica en
cada sistema, buscando obtener un amplio intervalo lineal debido a que en los futuros
inmunoensayos, se determinaran analitos, cuya concentracion estard relacionada con la respuesta de
HRP.

Como los datos presentaron una distribucidon heterocedastica, las curvas se analizaron mediante
WLS. La Tabla 5.3 muestra los parametros analiticos para cada sistema enzimadtico. Se obtuvieron
sensibilidades analiticas desde 0,3 a 1,3 nmol L de concentracién de HRP. Las desviaciones
estandares de las pendientes, evaluadas mediante CV%, en todos los casos fueron menores al 10%,
excepto para fenol (CV% = 12,9%, n = 3). El sistema con uno de los cosustratos mas eficientes (OPD)
presentod el mas amplio intervalo lineal con el menor LD. Estos valores fueron similares a los
encontrados en bibliografia (Guo y col., 1999; Fanjul-Bolado y col., 2005; Fornera y Walde, 2010). A
diferencia del presente trabajo, Fornera y Walde (2010) y Guo y col. (1999) describen sistemas de
HRP con OPD y bromopirogalol como cosustratos, respectivamente, en los cuales se aplica deteccion
optica; mientras Fanjul-Bolado y col. (2005) detalla un sistema con TMB como cosustrato, usando
deteccion amperométrica. A pesar de que el p-aminofenol fue el segundo mejor cosustrato con
amplio intervalo linear, las concentraciones de HRP fueron mayores a lo documentado en
bibliografia (Sun y col., 2001). Sin embargo, en ese articulo se aplica un E fijo de -0,56 V (contra
Ag/AgCl en solucion 3 mol L* de NaCl), el cual puede ser desventajoso, debido a que a altos
potenciales se pueden reducir algunas interferencias en la muestra. Los rendimientos analiticos de
los sistemas con pirocatecol y p-clorofenol como cosustratos fueron similares entre si, pero con LD
mas altos y intervalos de linealidad mas estrechos que los sistemas con OPD y p-aminofenol como
cosustratos. Finalmente, la unica ventaja de los sistemas con fenol, TMB e hidroquinona como

cosustratos fue el hecho de que presentaron un amplio intervalo lineal.
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Tabla 5.3. Pardmetros analiticos de las curvas de regresion de HRP mediante WLS

Condiciones experimentales Sensibilidad Intervalo Le LD
[cosustrato] [H.O.] analitica *CV% lineal Epico
Sistema 107 107 Deteccion
103 107 ‘pH 107 (n=3) 107 (mV)
(molL") (molL™)
(mol L™) (mol L) (L mol™) (mol L)
HRP-H,0,-fenol 0,5 0,25 7,5 0,3, 12,4 35-38 35 12 265 VOC
HRP-OPD- H,O, 0,25 0,125 6,0 0,75 0,06, 0,096 — 19 0,096 0,032 -140 VOC
HRP-p-clorofenol- H,0, 2,0 2,0 6,0 1,, 6, 7,4 — 19 7,4 2,4 -280 VOC
HRP-hidroquinona- H,O, 2,0 2,0 7,5 1, 6,9 4,9 - 9,7 4,9 1,6 -150 VOC
HRP-TMB- H,O, 0,5 2,0 6,0 0,3, 8,5 24 -38 24 8,1 50 Amperometria
HRP- pirocatecol - H,0, 0,5 0,25 6,0 1, 5,8 7,1-19 7,1 2,3 50 VOC
HRP-p-aminofenol- H,O0, 0,25 0,25 5,0 1,0 L, 3,9-38 3,9 1,3 100 VOC

E,

“En solucién tampoén de fosfato 0,1 mol L™y KCl 0,1 mol Ly "CV% fueron calculados como ( Jx 100, donde DE, es la desviacion estandar de la pendiente

y b es la pendiente de la curva de regresion lineal.

-116 - |



Kergaravat, Silvina Vanesa -2014 -

RESULTADOS y DISCUSION

5.2. DETERMINACION DE BIOTINA EN ALIMENTOS SUPLEMENTARIOS MEDIANTE UN
MAGNETO BIOSENSOR ELECTROQUIMICO

En esta seccion se desea estimar el rendimiento analitico de las particulas magnéticas con su
doble funcion, la de recuperar y preconcentrar al analito de interés a partir de una matriz compleja vy,

la de actuar como soporte de la reaccidon de bioafinidad.

5.2.1. Optimizacion del magneto biosensor electroquimico

La biotina (también llamada vitamina B8, B7 o H) es una vitamina soluble en agua y un co-factor
esencial para cinco enzimas carboxilasas dependientes de biotina, sintetizada en una amplia
variedad de bacterias y plantas. Sin embargo, diversos microorganismos como también mamiferos no
son capaces de sintetizarla y necesitan adquirirla a partir de la dieta (Livaniou y col., 2000). Ademas
de las caracteristicas clinicas tipicas, evidencias recientes indican que la mujer embarazada desarrolla
deficiencia de biotina durante el embarazo normal (Staggs y col., 2004; Stratton y Smith, 2006). A
pesar de que el nivel de biotina maximo no esta especificado, 1,5 pug en 100 kcal es recomendable por
las normas alimentarias regulatorias en las formulaciones infantiles, que normalmente reemplazan la
leche materna, brindandole al infante los requerimientos nutricionales de los primeros meses de vida
(Codigo Alimentario Argentino, 2007). Consecuentemente, el diagndstico de la deficiencia de biotina
y el monitoreo de sus niveles en pacientes recibiendo tratamiento de biotina son puntos
importantes, como también su determinacion en alimentos y en productos como los suplementos
alimentarios. Es por ello, que se decidi6 desarrollar un magneto biosensor electroquimico para
detectar biotina en diferentes matrices alimentarias.

Tradicionalmente, las técnicas analiticas para la determinacion de biotina comprenden a los
métodos microbioldgicos, bioensayos, métodos instrumentales y ensayos de afinidad (Livaniou y
col., 2000; Bitsch, 2003). Los métodos microbioldgicos son los mds comunes, basados en el
crecimiento de microorganismos cuando en los medios de cultivo hay biotina, ya que esta vitamina
es un nutriente esencial para el desarrollo de los microorganismos (Kosugi y col., 2000). Este ensayo
es sensible, pero tiene baja especificidad, es tedioso y consume mucho tiempo (Fukui y col., 1994). El
bioensayo de biotina consiste en alimentar determinados animales con una cantidad de biotina
conocida. La ganancia de peso se relaciona con el logaritmo de la concentracion de biotina
(Kallakunta y col., 2010). Este método tiene la ventaja de poder estimar la biodisponibilidad de
biotina presente en las muestras alimentarias (Bonjour, 1984). Los principales métodos
instrumentales para la deteccion de biotina incluyen la espectroscopia, colorimetria, cromatografia y

electroforesis. Estos métodos muestran alta sensibilidad, siendo mas simples y rapidos que los

-117 - I



Kergaravat, Silvina Vanesa -2014 -

RESULTADOS y DISCUSION

métodos microbioldgicos. La principal ventaja es la discriminacion entre biotina y sus metabolitos
(Lahely y col., 1999; Héller y col., 2006). Sin embargo, el equipamiento es caro y sofisticado y se
necesita de personal entrenado. Los ensayos de afinidad se basan en la extremada especificidad y alta
afinidad de interaccién entre biotina y la glicoproteina avidina y su gli (constante de asociacién, Ka =
1015 mol L) lo cual permite fuertes asociaciones, similares a la formacion de uniones covalentes.
Esta interaccion es fuertemente resistente en un amplio intervalo de quimicos (detergentes,
desnaturalizantes de proteinas), variacién de pH y altas temperaturas (Gan y Marquardt, 1999;
Mishra y col., 2005). Estos ensayos muestran alta precision y mejoran el limite de deteccién, son
simples y presentan una gran habilidad para analizar gran numero de muestras en corto tiempo.
Ademads, existen sistemas que distinguen entre biotina y sus metabolitos basados en la reaccion de
afinidad acoplada a métodos fisicoquimicos, tales como los colorimétricos (Martin y col., 2008), los
fluorescentes (Tanaka y col., 1999), los cromatograficos (Hoéller y col., 2006; Thompson y col., 2006),
los cromatograficos con deteccidn electroquimica (Kizek y col., 2005), la microbalanza de cristal de
cuarzo (Deng y col.,, 2006) y los electroquimicos (Vreeke y col., 1995, Wright y Rawson, 1995;
Sugawara y col., 1995; Sugawara y col., 1996; Tanaka y col, 1997; Fowler y col., 2008). Finalmente, se
han implementado sistemas analiticos modernos mas sofisticados, basados en la interacciéon entre la
biotina y anticuerpos anti-biotina (Lu y col., 1997; Ho y col., 2010; Khoray col., 20m).

Con la finalidad de reducir o eliminar los inconvenientes que presentan los métodos
tradicionales de deteccién de biotina, se recurridé a los biosensores de afinidad con detecciéon
electroquimica, debido a que tanto los sensores electroquimicos (Ikariyama y col., 1985) como los
biosensores (Delgado Reyes y col., 2001; Stuetz, 2003; Gao y col., 2008;) han revolucionado el andlisis
moderno, debido a la simplicidad y rapidez en la respuesta mediante un equipamiento electrénico
de transduccidn directa (Lermo y col., 2009).

Inicialmente, se optimizaron las etapas que incluyen la reaccion de afinidad, incubacion,
separacion magnética y lavado, para lo cual se evaluaron tres procedimientos experimentales
diferentes, esquematizados en la Figura 5.9, acorde a la bibliografia (Zacco y col., 2006; Zacco y col.,

2007; Laube y col., 20m1).
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ESTRATEGIA 1

Etapa A Etapa B
ESTRATEGIA 2
. A
é é
./ ] ./ i
Etapa A Etapa C
ESTRATEGIA 3
EtapaAyC Etapa B

Figura 5.9. Representacion esquematica de tres procedimientos competitivos denominados estrategiasi,2y 3
para la determinacién de biotina. Etapa A: incubacién de biotina con PM-estrepatavidina, Etapa B: separaciéon

mediante m-GEC y lavado, y Etapa C: adicién de biotina-HRP e incubacion.

En todos los casos, las concentraciones finales de biotina y biotina-HRP fueron 3,5 x 10”7 mol L™y

3,5 x 10° mol L, respectivamente. La concentracién de PM-estreptavidina se mantuvo a 0,35 mg mL"
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como recomendaba el fabricante. En la estrategia 1, se incubd a la biotina con PM-estreptavidina
seguido por la separaciéon magnética y la etapa de lavado. Cada separacion magnética y lavado fueron
realizados para remover las moléculas absorbidas no especificamente. La estrategia 2 fue similar a la
estrategia 1, pero sin separacion magnética y etapa de lavado después de la incubacion entre biotina y
PM-estreptavidina. Finalmente, en la estrategia 3 todos los reactivos se adicionaron al mismo
tiempo. Después de la etapa de la incubacion, se realizaron la separacion magnética y el lavado.
Como separador magnético se utilizo al mismo transductor (m-GEC) debido a su conocido buen
desempefio en la recuperacion de diferentes analitos (Pividori y col., 2007; Zacco y col., 2007; Laube y
col., 20n1). Estos, ademads, poseen bajo precio, son faciles de preparar, usar, renovar y modificar.

La deteccion electroquimica se basé en la reacciéon enzimatica de HRP con OPD como
cosustrato y H,O, como sustrato, cuya respuesta se registré6 mediante VOC. Este sistema se
selecciond, como se detallo en la seccion 5.1.4, debido a que OPD fue el cosustrato que presentd la
mayor afinidad y eficiencia por la unién a la enzima HRP, en comparacidn con los otros cosustratos
estudiados.

La respuesta electroquimica de la reaccion enzimadtica se mididé en cada estrategia mediante
VOC y la densidad de corriente de reduccion se relacioné inversamente con la concentraciéon de

biotina. Un voltamograma tipico se muestra en la Figura 5.10.
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Figura 5.10. Voltamograma obtenido mediante la VOC para la estrategia 2, cuyas condiciones fueron 2,5 x

10° y 1,25 x 10~ mol L~ de OPD y H,0,, respectivamente, a un pH de 6,0 y 60 s de tiempo de reaccion.

Como se muestra en la Figura 5.11, la estrategia 3 presento la mayor sefial electroquimica (6 pA
cm?, n = 5), sugiriendo una competicién pronunciada entre biotina y biotina-HRP. Las sefales
electroquimicas en las estrategias 1 y 2 fueron 1,1 y 0,6 pA cm™ (n = 5), respectivamente. Los
resultados indican que la primera incubacién de biotina con PM-estreptavidina, realizada en las
estrategias 1y 2, favorece la reacciéon de afinidad entre biotina y las PM, siendo luego los sitios libres
de las particulas ocupados por la biotina-HRP. La estrategia 2 se seleccion6 para los futuros ensayos,
debido a que retiene la mayor cantidad de biotina sobre las PM, siendo mas simple y rapida que la

estrategia 1, debido a que evita una etapa de separacion y lavado.
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Figura 5.11. Respuesta electroquimica media con su desviacion estdndar (n = 3) para las diferentes estrategias

en la reaccion de afinidad.

Por otro lado, se estudio la concentracion dptima de biotina-HRP en la estrategia 2. En este caso,
la reacciéon de afinidad se evalu6 variando la concentracién de biotina-HRP (en el intervalo de 3,7 x
10° a 4,5 x 10° mol L") a una concentracién constante de PM-estreptavidina de 0,35 mg mL”, de
acuerdo a lo sugerido por el fabricante. Luego, se graficaron las densidades de corriente a diferentes
concentraciones de biotina-HRP. Estos resultados son mostrados en la Figura 5.12, donde se puede
ver que la sefial electroquimica alcanza una “meseta” desde 3,0 a 4,5 x 10° mol L" de concentracién
de biotina-HRP, indicando una saturaciéon de los sitios de uniéon de PM-estreptavidina con el
conjugado enzimatico. Por lo tanto, se eligié la concentracién de biotina-HRP de 3,5 x 10® mol L”

para los futuros ensayos.
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Figura 5.12. Respuesta electroquimica media con desviacion estdndar (n = 3) para cada concentracién de
biotina-HRP. Las condiciones experimentales fueron PM-estreptavidina de 0,35 mgmL~"y biotina-HRP desde

3,7x10°a 4,5 x 10~ mol L.

5.2.2. Curva de calibracidn para la determinaciéon de biotina

La Figura 5.13 muestra la curva estandar de biotina de densidad de corriente en funcion de la

concentracion de biotina obtenida mediante la estrategia 2.
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Figura 5.13. Curva de regresion de biotina: densidad de corriente en funcion de la concentracién de biotina. Las

condiciones experimentales fueron PM-estreptavidina de 0,35 mg mL”, biotina-HRP de 3,5 x 10° mol L™ y biotina

desde 4 x 10°® a 3,57 x 107 mol L. El grafico inserto incluye cuatro voltamogramas tipicos obtenidos mediante

VOC.

Las figuras de mérito, a partir de la curva de calibracién de biotina, permitieron caracterizar el
rendimiento analitico del sensor (Maple y col., 2004), con excelentes resultados, tales como la CE50
de 1,34 x 107 mol L™ (CV% = 2 %, n = 3) y el intervalo dindmico desde 0,94 a 2,40 x 10”7 mol L. El
ajuste de este método se evaludé mediante el andlisis de once estdndares de calibracion de biotina,
usando el algoritmo de regresion logistico de cuatro parametros para ajustar las densidades de
corriente en funcién de la concentracion de biotina. La “bondad de ajuste” se confirmé con un R*
(coeficiente de determinacion) de 0,9920. Los valores de LD y LC obtenidos como el 9o y el 80% de
la sefial maxima, fueron 8,4 y 9,4 x 10° mol L" de concentracién de biotina, respectivamente. La
Tabla 5.4 muestra el CV% y el valor de R% (Recuperacién porcentual) obtenido por el andlisis de la

concentracion de biotina estandar, cercana al CEs0 (1,8 x 107 mol L) (n = 4).
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Tabla 5.4: Estudios de precisidn realizados con el magneto biosensor electroquimico para una

solucion estandar de biotina de 1,8 x 107 mol L™

Biotina estandar Biotina obtenida CV% *RO
0
10”7 (mol L™) 10”7 (mol L™) (n=4)
2,2
1,6
1,8 13 107
2,0
1,9

“R%: Es la Recuperacion porcentual promedio.

Al comparar el valor conocido de solucion biotina estandar con la media obtenida
experimentalmente a partir de la curva de calibracion por la aplicacion de una prueba de
comparacion de medias, se evidencié que las mismas no presentaban diferencias significativas (P >
0,05). Tanto los CV% como los R% contribuyeron a la evaluaciéon de la repetibilidad y el efecto
matriz del método, obteniendo buenos resultados, teniendo en cuenta los niveles de la
concentracion analizada. El LD obtenido mediante el magneto biosensor electroquimico se comparo,
como se puede ver en la Tabla 5.5, con los valores obtenidos por diversos métodos electroquimicos
usados en la determinacion de biotina. Tres métodos basados en el ensayo avidina-biotina con
deteccion VPD (Sugawara y col., 1995; Sugawara y col., 1996; Tanaka y col., 1997) tuvieron LD
ligeramente menores que el obtenido en este trabajo, pero sélo uno de ellos aplicé el método
desarrollado a la evaluacion de muestras. Ademas, el limite que se informa en este trabajo fue
ligeramente mayor que el limite informado por un método basado en la deteccion de biotina
mediante anticuerpos anti-biotina sobre SPE y deteccion con VOC (Ho y col., 2010). Por otro lado, el
limite fue mas bajo que los limites informados por métodos instrumentales, como CLAR
(Cromatografia liquida de alta resolucién) (Bowers-Komro y col., 1986), CLAR con deteccién
electroquimica (Kamata y col., 1986; Kizek y col., 2005) y CLAR-MS/MS (Cromatografia liquida de
alta resolucién- Espectroscopia masa/masa) (Héller y col., 2006) y fue similar a los métodos que usan
CLAR con derivatizacion (Desbene y col., 1983) y CLAR combinada con deteccién fluorescente

(Yoshida y col., 1986; Hayakawa y Oizumi, 1987; Stein y col., 1992; Rehnery Stein, 1997).
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Tabla 5.5. Métodos electroquimicos para determinar biotina

LD
Técnica Descripcion del método Aplicaciones Referencias
(mol L)
. Droga Rizek y col.,
CLAR-VOC Electrodo modificado con avidina 7,6 X10°
farmacéutica 2005
Avidina inmovilizada en la . Dengy col.,
Sensor MCC 7X10° -
superficie de cristal 2006
Competicidn entre biotina y biotina . Sugawara 'y
VPD 3X10° -
marcada con Daunomicina col., 1995
Competicidn entre biotina y biotina Tanaka y col.,
VPD 2x10° -
marcada con Daunomicina 1997
Competicidn entre biotina y biotina Tableta de Sugawara y
VPD 107
marcada con Azul de Nilo Vitamina col., 1996
Competicién entre biotina y Wright y
Amperometria 3x107 -
glucosa oxidasa biotinilada Rawson, 1995
Anticuerpo anti-biotina
Luy col,,
Amperometria inmovilizado en electrodo y 6x10” -
_ 1997
biotina-HRP
Anticuerpo anti-biotina
inmovilizado en electrodos . Hoy col.,
vVOC . 1,4 X10° -
impresos usando K,Fe(CN)s como 2010
mediador
o o Suplemento
Competicion entre biotina y o _
o . dietario y Este estudio,
vOC biotina-HRP sobre particulas 8,4 x10
formulacion 2012
magnéticas con estreptavidina
infantil

5.2.3. Biotina en muestras alimentarias: efecto matriz, estudios de exactitud y efectos de

interferencias

Las muestras reales tales, como suplemento dietario comercial fortificado con biotina y

formulacion infantil, se analizaron mediante el magneto biosensor electroquimico. La cantidad de

biotina cuantificada en las muestras fue 131 (CV% = 19%, n = 3) y 29 (CV% = 20%, n = 3) pg 100 g de

muestra, respectivamente, con porcentajes de dosis declarados de 87 y 233% para el suplemento
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dietario fortificado con biotina y la formulacion infantil, respectivamente. Estos valores representan
26 y 5 pg en 100 Kcal, respectivamente, satisfaciendo a la regulaciéon de biotina en los alimentos
(Codigo Alimentario Argentino, 2007). La cantidad de biotina en la formulacién infantil con respecto
a la declarada en el rotulo podria deberse a que el fabricante trata de prevenir futuras pérdidas de la
vitamina en el proceso de fabricacion y conservacion. La evaluacion del efecto matriz se analizé en
una leche en polvo libre de biotina, en la cual se adicionaron tres niveles de concentraciones de

biotina estandar (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Estudios de efecto matriz en una leche en polvo libre de biotina

Biotina obtenida

Biotina anadida 107 (mol L7) R% v
107 (mol L) media DE (n=3)
0,91 0,95 0,04 106 4
1,07 1,03 0,15 96 15
1,43 1,48 0,15 104 10

Primero, la ausencia de biotina se confirmo en la leche libre de biotina con una sefial negativa
(menor al LD = 8,4 x 10® mol L"), obtenida mediante el magneto biosensor electroquimico. Segundo,
se adicionaron a esta leche tres cantidades diferentes de biotina, por triplicado, para lograr
concentraciones de 27,8, 32,7y 43,7 ug de biotina en 100 g de muestra. Luego de la extraccion de cada
muestra, se analizaron 50 pL del sobrenadante mediante el magneto biosensor electroquimico,
informando la respuesta como mg de biotina en 100 g de muestra. Para la estimacidn de este efecto,
se compararon los valores conocidos de concentraciones de biotina adicionados con los valores
obtenidos experimentalmente, observando que las poblaciones no presentaban diferencias
significativas (P > 0,05). La ausencia de efecto matriz se puede atribuir al uso de particulas
magnéticas, debido a que éstas tienen la capacidad de unirse con gran selectividad a la biotina.
Ademas, estas PM tuvieron un rol muy importante en la preconcentracion y extraccion de la biotina
a partir de las muestras de alimentos. Los valores de recuperacion para cada nivel variaron desde
95% a 110%, con un valor de CV% aceptable, acorde al manual de la AOAC (Asociacion oficial de
Quimicos Analiticos por sus siglas en inglés) (Hokanson, 1994), es decir una variacién menor al 15%
(n=3).

Para los estudios de exactitud en muestras alimentarias, se adicionaron 76, 152 y 228 ug de
biotina en 100 g de suplemento dietario y 7,4, 14,8 y 21,8 pg de biotina en 100 g de formulacion

infantil. Después de la extraccion de la muestra, se analizaron mediante el magneto biosensor
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electroquimico, 10 pL del sobrenadante del suplemento dietario y 50 pL de la formulacion infantil. El
contenido de biotina se informé como mg de biotina en 100 g de muestra. Las recuperaciones
obtenidas estuvieron comprendidas en el intervalo desde 8o a 120%, con CV% menores al 20%, n =3

(ver Tabla 5.7).

Tabla 5.7. Valores de recuperacion para estudios de exactitud en muestras alimentarias basadas en el

magneto biosensor electroquimico

Ensayos de
Valor Ensayos de recuperacion
cuantificacion
teorico de
Muestras Biotina obtenida Biotina Biotina
biotina CV%
(ng 100 g™) anadida obtenida R%
(ng100g™) ) ) . (n=3)
Media DE (n=3) (ugroog’) (ugiroogh)
76 220 17y 14
Suplemento
150 131 25 152 277 96 18
dietario
228 370 105 19
7 35 86 16
Formula
12 29 6 15 47 120 20
infantil
22 50 95 15

Estos son excelentes resultados, teniendo en cuenta el simple pretratamiento de la muestra y la
complejidad de la matriz. Este hecho puede atribuirse al empleo de las particulas magnéticas ya que
el efecto matriz se ve minimizado, debido a que se mejoran las etapas de lavado y de separacion
mediante el uso de magnetos permanentes.

Las formulaciones infantiles son generalmente derivados de leche de vaca y son fabricadas como
sustituyentes de la leche materna durante el primer mes de vida. La concentracion de biotina en
leche de vaca es aproximadamente 20 png L™, pero ésta puede degradarse en los pretratamientos tales
como la pasteurizacién o esterilizacion (Ford, 1967; LSRO, 1998). A pesar de que la biotina es muy
estable y puede sufrir procesos de esterilizacion sin que sea afectada, esta puede ser facilmente
oxidada (Rolls, 1982; De Leenheer y col., 2000). En un articulo se ha informado que la biotina D-
sulfoxido en la leche de vaca podria ser el metabolito predominante en un medio anaerdbico (Del
Campillo-Campbell, 1979). Ademads, los estudios de la estabilidad de biotina en muestras de leche
artificiales para infantes han documentado que entre o a 30% de biotina puede transformarse en

productos afines, dependiendo de la forma del producto (Ford y col., 1983; MacLean y col., 2010). Por
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otro lado, el metabolismo de biotina en muestras de leche humana ha sido estudiado detalladamente
por algunos grupos de investigacién (Mock y col., 1997; Zempleni y Mock, 1999).

Los fabricantes de las leches para los infantes recomendaron que, una vez reconstituidas en
agua, las leches deberian ser consumidas en un periodo de 3 meses luego de abierto el recipiente de
leche en polvo. Por lo tanto, se realizé un ensayo para estimar el efecto de las interferencias en la
respuesta del magneto biosensor electroquimico, debido a los productos de degradacion de biotina.
El ensayo consistid en reconstituir una leche en polvo libre de biotina y adicionarle 12 y 150 pg de
biotina estdndar en 100 g de dicha leche. Conjuntamente, se prepararon dos soluciones estandares de
biotina al mismo pH (6,0) y concentraciones. Tanto las soluciones como las muestras se prepararon
en alicuotas y se conservaron a 4 °C, siendo cada alicuota extraida y analizada mediante el magneto
biosensor en tres dias diferentes. El R% se calculé como la relacion entre los valores de respuesta
para cada dia y las respuestas del primer dia. Las Figuras 5.14a y b muestran los R% para las
muestras y soluciones a 12 y 150 pg de biotina en 100 g, respectivamente, en funcion del tiempo. En
todos los casos, las recuperaciones decrecieron en el transcurso del tiempo. Sin embargo, el efecto
fue mas pronunciado para la muestra a 12 pg de biotina en 100 gy, mas aun, para la biotina estandar
en solucion acuosa a la misma concentracidn, con diferencias significativas en las respuestas entre
dias acorde al ensayo ANOVA con P < 0,05. Después del primer dia de conservacidn, para este nivel
de concentracion de biotina, las recuperaciones fueron 97 + 7% y 69 + 8% para la matriz de leche y la
solucidon acuosa, respectivamente. En base a estos resultados, atribuimos la disminucion de la
respuesta del biosensor a la degradacion de biotina. Debido a que la ausencia del efecto matriz se
demostrd anteriormente, la disminucion menos marcada en la matriz de la leche podria ser atribuida
al efecto protector del 4dcido ascorbico, posiblemente, presente en la leche en una concentracion

aproximada a 2 mg en 100 mL (Fox y McSweeney, 1998; Codex Alimentarius Commission, 2002).
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Figura 5.14. Recuperacion % para muestras con adicion de biotina y solucion estandar (a) a 12 pug de

biotina en 100 g, y (b) a 150 g de biotina en 100 g, en funcion del tiempo. Cada columna representa la

media de al menos cinco medidas con la desviacion estandar.
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Muchos estudios cientificos basados en la unién de avidina con biotina declaran que los ensayos
de bioafinidad no pueden discriminar entre biotina y sus andlogos (Mock y Mock, 1997; Caballero,
2009). Por lo que en este trabajo se utilizo estreptavidina, ya que tiene una mayor especificidad que
avidina por la biotina y, por lo tanto, su reaccién de afinidad tiene un gran poder discriminatorio
(Green, 1975). A pesar de que el sistema desarrollado no puede detectar cada metabolito de biotina,
los resultados en este trabajo indican que podria estimar la degradacion de biotina. Sin embargo,
estas evidencias preliminares deberian ser confirmadas con futuros ensayos, mediante la aplicacion
de separaciones cromatograficas acopladas a ensayos de afinidad, donde biotina y cada metabolito

deberian ser determinado con su curva estandar correspondiente (Zempleni y Mock, 2000).

5.3. MAGNETO IMMUNOENSAYO FLUORESCENTE PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
ENFERMEDAD CELIACA

En esta seccion se busca desarrollar una metodologia para detectar marcadores seroldgicos de la
enfermedad celiaca mediante deteccion fluorescente. La técnica seleccionada presenta mayor
sensibilidad y potencialidad de transferencia a dispositivos miniaturizados como los Sistemas de

Microandlisis Total, respecto a las técnicas Opticas que basan sus medidas en la absorbancia.

5.3.1. Inmovilizacion de TGz a las particulas magnéticas

Las proteinas antigénicas se acoplaron covalentemente a las particulas magnéticas activadas con
grupos tosilo mediante una reaccién entre los residuos amino o sulthidrilos de la proteina y los
grupos tosilo sobre la superficie de las particulas (Siegel y Khosla, 2007; Stenberg y col., 2008), como

esquematicamente se puede observar en la Figura 5.15.
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Figura 5.15. Inmovilizacién de TGz sobre las PM tosilo.

La union de TGz a las particulas magnéticas activadas con grupos tosilo se realizé usando el
protocolo de inmovilizacién sugerido por el fabricante (ver secciéon 4.3.1). Después de la
inmovilizacion, se evalu6 la eficiencia de la estrategia de acople PM-TG2 mediante el método de
Bradford. Este método se basa en la unién no-covalente de la forma anioénica del colorante azul de
Coomassie con los residuos arginina de las proteinas. En ausencia de proteinas, el color de la
reaccidn es rojo; mientras que en presencia de éstas se desarrolla un color azul, con un maximo de
absorbancia a 590 nm (Bradford, 1976). Este ensayo rapido (10 min), que involucra la simple adicion
del colorante, se utilizo para determinar la concentracion de proteina en el sobrenadante antes y
después de la conjugaciéon PM-TG2. Con este propdsito, se construyé una curva de calibracion de
BSA en un intervalo de concentracion desde o a 2 mg mL™ en agua milliQ (ver Figura 5.16), cuya

ecuaciéon de regresion lineal ajustada fue

A=0,967 C,_, (mgml™)+0,012 (n=24, R* =0,9933).
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Figura 5.16. Curva de calibracion de BSA en agua milliQ para el ensayo de Bradford.

Ademads, en cada ensayo dos soluciones de TG2 (0,15 y 0,55 mg mL™) se utilizaron como

soluciones estandares. La Figura 5.17 muestra los barridos de espectroscopia en la region espectral

ultravioleta (UV)-VIS del ensayo Bradford para las soluciones de BSA y TGz a la misma

concentracion.
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Figura 5.17. Espectro de absorcion de soluciones evaluadas mediante el método Bradford: ensayo blanco de

reactivo (negro), ensayo de BSA (rojo) y ensayo de TGz2 (azul), ambos a 0,55 mg mL™".
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Los espectros de las soluciones de BSA y TG2 en la reaccion Bradford son muy diferentes al
espectro del ensayo blanco de reactivo, pero muy similares entre si. Esto hace suponer que los
espectros de los productos “cromoforo-proteina” son muy similares, permitiendo calcular relaciones
de absorbancia (a A = 595 nm) para TG2 relativa a BSA, ttiles para el cdlculo de concentraciéon de
TGz a partir de la curva de calibraciéon de la BSA. Los promedios de la relaciones de absorbancias
para las soluciones estandares de TG2 de 0,15 y 0,55 mg mL™ fueron de 0,90 + 0,04 (n=3) y 0,92 + 0,03
(n=3), respectivamente. Esto significa que, para las mismas concentraciones de soluciones de BSA, la
absorbancia de estas soluciones resultarian 1 al estandarizarlas y corresponderian a valores de
absorbancias cercanos a 0,9 de proteina TG2. Teniendo en cuenta estas relaciones se determinaron
las concentraciones de TG2, en cada ensayo, a partir de la curva de calibracion de BSA. Las
concentraciones de proteina (TGz2) en los sobrenadantes, antes y después de la inmovilizacion, se
calcularon a partir de las absorbancias de TG2, de la curva de BSA y teniendo en cuenta las relaciones
de absorbancia para TGz relativa a BSA. El procedimiento de inmovilizacién de TGz se repitio tres
veces, presentando la misma tendencia en todos los casos. Por ejemplo, para el primer
procedimiento de inmovilizacién, 0,437 y 0,105 fueron las absorbancias medidas del sobrenadante
antes y después de la etapa de inmovilizacion, respectivamente, siendo estos valores equivalentes a
0,439 y 0,097 mg mL™ en concentracion de BSA a partir de la curva de regresion. Estos valores
correspondieron a concentraciones de TG2 de 0,398 y 0,088 mg mL™. Finalmente, con estos valores
se calcul¢ la eficiencia de inmovilizacion, siendo del 78%.

Ademas de la eficiencia de acople y, debido a la naturaleza bioldgica de las PM modificadas
con TG2, es muy importante verificar, por un lado, la estabilidad y, por el otro la especificidad de la
reaccion de afinidad entre los anticuerpos y la TG2 inmovilizada para garantizar el rendimiento
analitico del inmunoensayo. Con la finalidad de estudiar el efecto combinado de estos factores, se
evaluaron las respuestas del magneto inmunoensayo fluorescente para la cuantificacion de ATG2 en
funcién del tiempo. Por lo tanto, se estudid la estabilidad de las PM-TG2 cada semana durante un
mes, en cuyo tiempo se conservaron las PM-TG2 a 4 °C, como recomendd el fabricante. Las
condiciones experimentales usadas en este caso fueron: concentraciéon de PM-TG2 de 0,05 mg mL",
titulo de ATGz de 1:8000 y titulo de antilgG cabra-HRP de 1:20000. La Figura 5.18 muestra que, en el
periodo de tiempo analizado, no hay un cambio significativo en la respuesta de IF, confirmando la

estabilidad durante un mes de la TG2 inmovilizada sobre la superficie de las PM.
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Figura 5.18. Estudio de estabilidad de PM-TGz2 analizadas mediante el magneto inmunoensayo

fluorescente. Las condiciones experimentales fueron: 0,05 mg mL" de PM-TGz2, titulo de ATG2 de 1:8000 y

titulo de antilgG-HRP de 1:20000. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.

5.3.2. Optimizacion de la medida de fluorescencia

En algunas moléculas, la absorcion de un fotén va seguida de la emision de luz, a una mayor
longitud de onda (es decir, menor energia), denominada fluorescencia. Al igual que la espectroscopia
de absorcion, existe una gran cantidad de factores ambientales que afectan el espectro de
fluorescencia, por lo que en muchos casos, la intensidad de fluorescencia obtenida resulta mads
sensible al medio que la absorbancia. Ademads, la deteccion de fluorescencia es muy selectiva,
permitiendo detectar a un compuesto fluorescente en una mezcla de otros compuestos no
fluorescentes en el mismo intervalo analizado (de excitacién y/o emisién) y, es altamente sensible a
este compuesto en el orden de concentracion de nM (Freifelder, 2003).

Los sistemas de revelacion mas comunes para la deteccion fluorescente estan basados en la
reaccidon enzimatica de la HRP con H,O, como sustrato y un cosustrato fluorescente, como acido 3-
(p-hidroxifenil) propidnico (Sakuragawa y col., 1998), OPD (Mekler y Bystryak, 1992) o TMB (Gong y
col., 2002).

Con la finalidad de seleccionar el sistema de revelacion mas eficiente para HRP basado en su
deteccion fluorescente, se optimizaron las condiciones experimentales para los sistemas con OPD y

TMB como cosustratos. Por un lado, OPD es uno de los sustratos cromogénicos de HRP mas efectivo
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en ELISA, siendo DAP (2,3-Diaminofenazina, por sus siglas en inglés) el producto de oxidacion
(Figura 5.19) (Gong y col, 2002). De esta manera, la respuesta fluorescente se relaciona

directamente con la actividad enzimatica.

NHz perox1dasa
2 H,O,+2 ©: :@:
NH;

OPD

Figura 5.19. Reaccion de oxidacion de OPD

Por otro lado, TMB es un derivado metilado de bencidina, el cual posee un sistema de anillos
insaturados que emiten una fuerte fluorescencia en la region UV, la cual puede estar relacionada con
la interaccion de resonancia a diferentes posiciones de la molécula y la formacion de una estructura
quinina, con una configuracion planar en el estado excitado. El producto de oxidacion de TMB
catalizado por HRP es un compuesto no fluorescente (Figura 5.20) (Delibato y col., 2009), por lo

cual, la respuesta fluorescente se relaciona indirectamente con la actividad enzimatica.

N H,

ﬂuoreqcente HaC l CHy

peroxidasa N H,

HyC CHy HyC CH,
HyC C Hy HsC C Hy
No fluorescente

Figura 5.20. Reaccion de oxidacion de TMB

Los espectros de excitacion y emisidon para DAP y TMB permitieron seleccionar Aex y Aem, para
cada sistema (ver Figura 5.21a y b, respectivamente). Estos ensayos se realizaron en cubetas de
cuarzo y en las condiciones 6ptimas encontradas en bibliografia. Primero, se realizé un barrido

espectrofotométrico UV-VIS en el intervalo de 200 a 700 nm para los sistemas HRP-OPD-H,0,-
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triton y HRP-TMB-H,0,. Las condiciones para el primer sistema fueron: OPD 4 x 10 mol L7, H,O, 5
x10* mol L7, HRP 2,5 x 10™ mol L™ y triton 2% v/v en solucién tampon de citrato-fosfato 0,1 mol L™ a
pH 5,0 y para el segundo sistema fueron: TMB 2,5 x 10* mol L, H,0, 2,5 x 10 mol Ly HRP 1,9 x 10°
” mol L" en solucion tampén de citrato-fosfato 0,1 mol L* con dimetilsulféxido 1% a pH 4,2.
Segundo, los espectros de excitacion y emisién para los dos sistemas se obtuvieron con el
espectrofluorimetro. Las condiciones para el sistema HRP-OPD-H,O,-tritén fueron OPD 5 x 10™*
mol L7, H,0, 5 x 10" mol L?, HRP 9,5 x 10™ mol L™y tritéon 2% v/v en solucién tampoén de citrato-
fosfato 0,1 mol L™ a pH 5,0 y para el sistema HRP-TMB-H,O, fueron TMB 1 x 10°mol L?, H,0,1x10°

mol L"y HRP 3,8 x 10® mol L" en solucién tampén de citrato-fosfato 0,1 mol L™ con dimetilsulféxido

1% a pH 4,2.
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Figura 5.21. Espectros de excitacion (color verde) y emision (color oliva) obtenidos mediante el
espectrofluorimetro, y espectro de absorcion (color rojo) obtenido mediante el espectrofotémetro para (a)

DAPy (b) TMB.

Posteriormente, se evaluaron diversos factores para ambos sistemas de revelacion en las placas

de 96 pocillos, cuyas condiciones dptimas son resumidas en la Tabla 5.8.
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Tabla 5.8. Ensayos de optimizacion de un factor para los sistemas con OPD y TMB como

cosustratos.
Factores Intervalo Sistema Sistema
evaluado HRP-OPD-H,O,-tritén HRP-TMB-H,O,
Aem (NM)
Aexc OPD (410 nm) 450 3 600 540 410
Aexc TMB (410 nm) 3502450
Aexc (nm)
Aem OPD (540 nm) 3004500 440 230
Aem TMB (410 nm) 2004350
Tipo de micropocillos  Negras y blancas Blancas Blancas
Ancho ranura,,, (nm) 5Y10 10 10
Ancho ranura.,. (nm) 5y 10 10 10
Volumen (pL) 100 a 300 300 300
Adicion de triton Si o No Si No
[Triton X-100] %v/v 1a4 2 -

Las respuestas de la reaccion enzimatica se evaluaron en placas de 96 pocillos blancas y negras,
siendo obtenidas las mayores sefiales en las placas blancas. A pesar de que las placas negras
minimizan la luz espuria, las placas blancas son, generalmente, utilizadas en los inmunoensayos
fluorescentes. El ancho de ranura de 10 nm, tanto en los monocromadores de excitacion como en los
de emision, se seleccionaron debido a un valor de compromiso entre un alto nivel de sefial y una
buena resoluciéon (Lakowicz, 2006). La mejor seiial se logré con el volumen maximo de pocillo, es
decir, 300 pL. Por otro lado, se estudié la adicion de Triton X-100 a cuatro niveles de concentraciones
(desde 1a 4% m/v) junto con los correspondientes ensayos blancos, ver Figura 5.22a. Como se puede
observar, no hay diferencias significativas entre los ensayos 1, 2 y 3. Esta evidencia indica que los
niveles de IF de las soluciones de Triton X-100, PM-TG2, PM-TGz2 en presencia de los sustratos OPD
y H.,O, son similares y bajos. Evidencia similar puede verse en los ensayos 4, 6, 8 y 10. Las
intensidades de fluorescencia de cuatro soluciones Triton X-100 fueron también bajas y no hubo
diferencias significativas entre los ensayos (P > 0,05). Acorde a los ensayos 5, 7, 9 y 11, el efecto de
adicion de Triton puede ser claramente distinguido. Cuando Tritén X-100 es afiadido al sistema
HRP-OPD-H,O, por debajo de la concentraciéon de 2% m/v, la IF se incrementa considerablementey,
luego, a concentraciones mayores de alrededor de 3% m/v, la intensidad comienza a decrecer. Esta
evidencia podria ser debida al efecto inhibitorio del Triton X-100 a altas concentraciones sobre la
actividad enzimatica. Teniendo en cuenta estos resultados, se selecciond un valor de concentracion

de 2% m/v de Tritdn X-100 para los posteriores estudios. La Figura 5.22b muestra el efecto en la
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sefal fluorescente al determinar HRP frente a la adicidn de Triton X-100. Como se puede apreciar, la

respuesta obtenida se incrementa aproximadamente tres veces cuando el Triton X-100 es agregado.

(a)
B Sin HRP Triton
30 -1 - Con HRP 2%ml/v
Triton Triton
3%m/v 4%mlv
12 3 4567 8 91011
Ensayos
30
(b) B Sin Triton X-100

I Con 2% m/v Triton X-100

0,1.104 0,5.104% 1,010% 1,5.10%
HRP (uM)

Figura 5.22. (a) Efecto de la adiciéon de Tritdn. Ensayo blanco de reactivos: (1) 2% m/v de Tritén X-100; (2) [PM-

TGz2] = 0,05 mg mL™; (3) [PM-TGz2] = 0,05 mg mL™; [OPD] = 1x 10> mol L; [H,0,] =1x10” mol L". Ensayo sin

HRP: (4) ensayo reactivo N° 3 + [Triton X-100] = 1% m/v; (6) ensayo reactivo N° 3 + [Triton X-100] = 2% w/v; (8)
ensayo reactivo N° 3 + [Triton X-100] = 3% m/v y (10) ensayo reactivo N° 3 + [Triton X-100] = 4% m/v. Ensayo con
[HRP] = 1.5x10™ mol L™: (5) ensayo N° 4 + HRP, (7) ensayo N° 6 + HRP, (9) ensayo N° 8 + HRP y (1) ensayo N° 10

+ HRP. (b) Determinacidn de la actividad de HRP en ausencia y en presencia de Tritén al 2%m/v. Las barras de
error muestran una desviacion estandar para n=3. Solucién tampon de citrato-fosfato 0,1 mol L™, pH 5,0 y tiempo

de reaccion = 22 min.

Mientras que el sistema TMB-H,O, no fue significativamente afectado por el Triton X-100;

cuando se adicion6 el detergente al sistema OPD-H,O,, la IF de DAP se incremento
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considerablemente como se ha sugerido en la bibliografia (Mekler y Bystryak, 1992). Esto se debe a
que el Tritén X-100 puede proveer un buen medio para encapsular y restringir la rotacion
intramolecular de DAP hacia la fluorescencia. Ademas, la cadena polietilenglicol de la estructura del
Triton X-100, con funciones similares a los grupos como dietil eter (Appell y Bosma, 2011), puede
ofrecer un microambiente y polaridad favorable para la fluorescencia del DAP. La Figura 5.23

muestra la IF del sistema HRP-OPD-H,O, en presencia y en ausencia de Tritén X-100.

4,5

I sistema HRP-OPD-H202
/| sistema HRP-OPD-H202-triton

5 10 15 20 25 30
Tiempo de reaccion (min)
Figura 5.23. Intensidad de fluorescencia del sistema HRP-OPD-H,O, en presencia y ausencia de Triton X-

100 en color negro y verde, respectivamente.

Ademas, a partir de la Figura 5.23 se seleccionaron los tiempos de reaccion (definidos como los
tiempos de muestreo de la sefal fluorescente) para el sistema HRP-OPD-H,0,, antes y después de la
adiciéon de Triton X-100, los cuales fueron 20 y 2 minutos, respectivamente. Por lo tanto, el tiempo
total de reaccion fue de 22 minutos para este sistema.

En la Figura 5.24 se observa el muestreo de la sefal fluorescente realizado cada 2 minutos
durante 10 minutos para el sistema HRP-TMB-H,O,, alcanzdndose la estabilidad de la seqal
fluorescente a partir de los 5 minutos.

Ambos sistemas de deteccion necesitaron un tiempo de reacciéon menor que el requerido por el
ensayo ELISA comercial (HRP-TMB-H,0,-H,SO,), considerado como método de referencia, cuyo

tiempo es de 32 min.
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Figura 5.24. IF en funcion del tiempo para el sistema HRP-TMB-H,O,.

Luego, se selecciond la combinacidon optima de factores experimentales en los dos sistemas de
deteccion, con la finalidad de optimizar la respuesta enzimadtica acoplada a la deteccion fluorescente.
Los factores estudiados fueron la concentracion enzimadtica, la concentracién de cosustrato y la
concentracion de H,O,. Por lo tanto, se realizé un DCC de 34 experimentos, con seis puntos
centrales para cada uno de los sistemas de deteccion. En este disefio, se aplic6 ANOVA en cada
sistema HRP-cosustrato-H,0,, de manera de obtener un modelo ajustado significativamente y una
falta de ajuste no significativa (P menor y mayor a 0,05, respectivamente). Luego, se seleccion¢ la
combinacion de factores con el mejor “valor de respuesta deseable” (Myers y Montgomery, 1995). En
la etapa de optimizacidén, se buscd obtener la maxima respuesta fluorescente, directamente
relacionada con la concentracién enzimatica (o actividad) por lo que las concentraciones de los
sustratos debian estar presentes en exceso, es decir la reaccién debia ser independiente de las
concentraciones de los sustratos (cinética de reaccién de orden cero). La Tabla 5.9 muestra los

resultados 6ptimos en la MSR para los sistemas con OPD y TMB como cosustratos.
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Tabla 5.9. MSR para los sistemas HRP-OPD-H,O, y HRP-TMB-H,0,

Sistema Factores Intervalo Valor Respuesta  Respuesta
(mol L) evaluado optimo predicha obtenida
[HRP] ,9a191X10 " 1,5Xx 107 8 81
HRP-OPD-H,O, [OPD] 5a 200 X107 1x10° DG =08 (n —_6)
[H,O,] 5a 200 X107 1x10° =03 B
[HRP] 1,9 21910 X 10 1,5X107°
HRP-TMB-H,0, [TMB] 12100 X10° 5X10° DG5°66 43i§
[H,O,] 12100X10° 5X107 = (n=6)

Las respuestas predichas y experimentales en todos los casos no mostraron diferencias
significativas, cuando fueron comparadas mediante el ensayo de comparacion de medias (P > 0,05)
(Miller y Miller, 1993; Massart y col, 2003). En este contexto, la funcion de deseabilidad global puede
ser considerada como la eficiencia del sistema para complacer los requisitos del operador, en cuanto
a los valores que se desea que tengan tanto los factores como la respuesta. El valor de la funcion de
deseabilidad global fue mayor para el sistema con OPD como cosustrato. El menor rendimiento
analitico del sistema HRP-TMB-H,O, se puede atribuir a que la actividad enzimdtica esta
indirectamente relacionada con la medida de fluorescencia y, consecuentemente, la determinacion

de la sefial analitica presenta un mayor error experimental.

5.3.3. Optimizacion del magneto inmunoensayo fluorescente

Como se ha explicado anteriormente en la seccion 2.4.2, los ATG2 son buenos marcadores
seroldgicos de la enfermedad celiaca. Convencionalmente, el método mas utilizado para su detecciéon
se basa en un ensayo ELISA optico (Teesalu y col., 2009; Basso y col., 2011). A pesar de que es bien
conocido que la espectroscopia fluorescente es mas sensible que la espectroscopia UV-VIS, no se ha
desarrollado aun un inmunoensayo con deteccion fluorescente para ATG2 (Lakowicz, 2006).
Ultimamente, han sido publicados numerosos trabajos relacionados con inmunoensayos basados en
PM para diferentes analitos; pero no todos los métodos usan placas de microtitulacion, no tienen las
mismas caracteristicas en cuanto a formato, clase de PM, técnica de deteccién, clase de enzima
utilizada como rotulo en la deteccion y procedimiento de inmovilizacion. El uso de las PM acopladas
a placas de 96 pocillos mejora la sensibilidad del sistema inmunoensayo fluorescente y reduce el
tiempo de la fase de pre-enriquecimiento (Delibato y col., 2009). Ademas, el efecto matriz se
minimiza en muestras complejas, debido a que se mejoran las etapas de lavado y separacion (Zacco y

col., 2006; Zacco y col., 2007).
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Para la etapa de deteccion fluorescente del inmunoensayo se utilizo un sistema de fibra éptica
para transmitir la luz desde el monocromador de excitacion a la superficie de la muestra y, luego,
transmitir la luz emitida hacia el monocromador de emision. Por lo tanto, el lector de superficie
excitd a las muestras desde la parte superior y leyo la luz emitida que retorno en la misma direccidn.
Estas caracteristicas de la lectura permitieron utilizar placas de microtitulacion de 96 pocillos y
deteccion fluorescente en presencia de las PM, sin la necesidad de una etapa de separacion. A
diferencia de otros métodos que utilizan a las PM, no se observo interferencias en las condiciones
experimentales ensayadas. Por lo tanto, esta efectividad simplifica el procedimiento de analisis y
evita pasos innecesarios y pérdidas potenciales de materiales, en comparacion con algunos métodos
previamente documentados (Agrawal y col., 2007; Zhu y col, 2010).

Con la finalidad de optimizar el magneto inmunoensayo fluorescente para ATG2, se estudiaron
el sistema de revelacion, la concentracién de PM-TG2 y el titulo de antilgG cabra-HRP. Primero, se
utilizaron OPD y TMB como cosustratos de HRP en las condiciones 6ptimas indicadas en la seccion
5.3.2, con la finalidad de seleccionar el sistema mds sensible. Para ello, se compararon los
rendimientos analiticos mediante curvas de calibracion construidas a 0,5 mg mL™ de PM-TGz, titulos
de ATG2 desde 1:70000 a 1:300 y titulo de antilgG cabra-HRP de 1:20000. El sistema elegido fue OPD-
H,O,-Tritén, ya que la curva obtenida presenté un CE50 de 1:18300 y una IF mayor que el sistema

revelado con TMB, cuyo CE50 de 1:8500, como se muestra en las Figuras 5.25a y b.

_144_



Kergaravat, Silvina Vanesa -2014 -

RESULTADOS y DISCUSION

(@)
OPD-H,0O,-triton

40+= i

CES0 = 1:18300

10° 10~ 104 1073 102
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Figura 5.25. Curvas de calibracion obtenidas mediante dos sistemas de revelacion con deteccién fluorescente: OPD-

H,O,-Triton y TMB-H,0,. Condiciones de la reaccién: 0,5 mg mL" de PM-TG2, titulo de ATG2 desde 1:70000 a 1:300

y titulo de antilgG cabra-HRP de 1:20000. Condiciones de los sistemas de deteccién: (a) OPD 1x 10> mol L”, H,0, 1x

102 mol L™y 2 % v/v de Tritén en solucién tampon de citrato-fosfato 0,1 mol L™ a pH 5,0,y (b) TMB 5x10”° mol L™y

H.O, 5 x 10 mol L™ en solucién tampén de citrato-fosfato 0,1 mol L™ a pH 4,2.
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Segundo, se ensayaron concentraciones de PM-TGz2 en el intervalo desde 0,025 a 0,75 mg mL"
contra diferentes diluciones de ATG2 y anticuerpo antilgG cabra-HRP diluido 1:20000. Las curvas

estandares de ATGz para cuatro concentraciones de PM-TG2 se muestran en la Figura 5.26.

757

" PM-TG2 0,025 mg mL
PM-TG2 0,05 mg mL™
PM-TG2 0,5 mg mL™
PM-TG2 0,75 mg mL™

50+

IF
e <« »

257

04 100 107
. Titulo ATG?

Figura 5.26. Optimizacion de la concentracion de PM-TGz. En el ensayo indirecto, el titulo antilgG

cabra-HRP fue 1:20000. Las barras de error muestran una desviacion estandar para n=3.

La curva para la concentracion de PM-TG2 de 0,025 mg mL™ muestra la menor sensibilidad
(expresada como CEs0). Por otro lado, las lecturas de fluorescencia fueron muy imprecisas para las
concentraciones de PM-TGz2 de 0,5 y 0,75 mg mL". Ademas la curva para o,75 mg mL" de PM-TG2
presenté6 una forma pronunciada y mostré6 menor lectura de fluorescencia que la curva a
concentracion de o,5 mg mL”, a pesar de que, visualmente, el color en ambos ensayos fueron
similares, indicando una posible desactivacidon o “quenching” de la fluorescencia causada por exceso
de inmunoreactivos. Por otro lado, la curva con 0,05 mg mL", de PM-TGz2 presentd el mas amplio
intervalo dindmico (1:1000 a 1:1700 de titulo de ATG2) con los menores LD y CE5o0 (1:18900 y 1:4150
de titulo de ATG2, respectivamente). Esta curva, ademads, tuvo el mejor valor de ajuste para la
pendiente Hill (1,31), la cual fue cercana al valor de 1,0, que es el que presenta una curva estandar
ideal, lo que sugiere una buena discriminacién entre las concentraciones de ATG2 evaluadas
(Motulsky y Christopoulos, 2004). Por lo tanto, se eligio la concentracion de 0,05 mg mL™" de PM-

TGz para los posteriores ensayos.
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Tercero, otro parametro a optimizar fue el titulo de antilgG cabra-HRP, ya que éste debia
encontrarse en un exceso para asegurar la completa reaccion con la maxima cantidad de ATG2 que
pueda ser capturada por las PM-TG2. Para ello, se construyeron curvas de calibracion mediante la
incubacion de diferentes diluciones de anticuerpo antilgG cabra-HRP, con diferentes diluciones de
ATG2 a una concentracion constante de PM-TGz2 de 0,05 mg mL™. Ademds, al aplicar ANOVA no se
observo diferencia significativa (P > 0,05) entre los ensayos blancos (correspondientes a diferentes
niveles de anticuerpo secundario en ausencia de ATG2). La Figura 5.27 muestra las curvas de

calibracion construidas bajo estas condiciones experimentales.

50 —m— 1:40000
e 1:30000
1:20000
40| _y_ 1:10000
P
30- g/i
m -~ 1
20 1 [ G

0l b

10° 10 10°
Titulo ATG2

Figura 5.27. Curvas estandares de ATG2 contra diferentes titulos de anticuerpo antilgG cabra-HRP: 1:40000 en
negro; 1:30000 en 10jo; 1:20000 en verde y 1:10000 en azul. Condiciones experimentales: [PM-TGz2] 0,05 mg mL
' [OPD] de 1 x 10 mol L™; [H,0,] de 1 x 102 mol L7; [Tritén X-100] de 2 % m/v; solucién tampén de citrato-

fosfato 0,1 mol L™ a pH 5,0. Las barras de error muestran la desviacién estdndar para n = 3.

La curva de calibraciéon para el titulo de antilgG cabra-HRP de 1:20000 presenté el mejor
rendimiento analitico. Esta curva muestra el menor LD (1:56300 de ATG2), el mas amplio intervalo
dindmico (desde 1:55000 a 1:2500 de titulo de ATG2) y el mejor valor de pendiente Hill (0,95)
(Motulsky y Christopoulos, 2004). La curva obtenida para el titulo de 1:10000 tuvo una forma
aplanada, con el intervalo dindmico mads estrecho. Las lecturas de fluorescencia bajo estas
condiciones fueron menores a las esperadas. Varios fendmenos pueden generar este hecho, por
ejemplo, un titulo alto de anticuerpo secundario y una etapa de lavado ineficiente puede causar una

retencidon no especifica del conjugado, por lo que la enzima generaria un producto fluorescente en
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exceso que ocasionaria un “quenching” de la fluorescencia (Lakowicz, 2010). Sin embargo, en futuras

investigaciones deberia realizarse un estudio mas exhaustivo para explicar este efecto.

5.3.4. Ensayos de validacion

5.3.4.1. Calibracion estandar y cifras de mérito

Se evalud la linealidad de este método mediante el andlisis de diez estdndares de calibracion,
usando un algoritmo de regresion logistica de cuatro pardmetros para ajustar la respuesta (IF) en
funcién del titulo de ATG2 total, debido a que la solucién de anticuerpo estandar disponible
comercialmente es un antisuero completo y no informa la concentracion particular para cada
inmunoglobulina. En la normalizacion se consideré a o (cero) como la menor IF y a 100 (cien) como
la mayor IF. A partir de cinco curvas estandares, se evidencio “el mejor ajuste de la curva” mediante
el R* promedio de 0,9684 y la pendiente Hill de 0,84. La curva estandar de titulo de ATG2 obtenida

se muestra en la Figura 5.28.

70
60+
50+
40+
30+
20+
10+
0=
-10+

IF

10 104 103 10-2
Titulo ATG2

Figura 5.28. Curva estandar del titulo de ATG2 obtenida mediante el magneto inmunoensayo fluorescente en

las condiciones éptimas. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n=3.

Los LD y LC promedio fueron 1:74500 y 1:42700 de ATG2, respectivamente. El intervalo dindmico
promedio desde 1:42700 a 1:2700 fue muy amplio, lo cual resulta ventajoso para la posterior

aplicacion de este método en la deteccion de ATG2 en sueros de pacientes potencialmente celiacos.
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5.3.4.2. Precision inter- e intra-ensayo

Los resultados inter- e intra-ensayo son presentados en la Tabla 5.10. Las R% estuvieron
comprendidas desde 98% a 108% y desde 95% a 110% para los ensayos inter- e intra-ensayo,
respectivamente. Las precisiones inter- e intra-ensayo expresadas como CV% variaron desde 16,8% a
20,0% y desde 9,8% a 19,4%, respectivamente. Estos valores son considerados aceptables acorde a las
recomendaciones sobre los requerimientos de precisiéon en la fase de desarrollo de un método para

su validacion (DeSilva y col, 2003).

Tabla 5.10. Precisién intra- e inter-ensayo para los titulos de ATG2

L. Titulo de ATG2
Estadisticos
1:40000 1:15000 1:4000
Media 1:40800 1:15900 1:3920
Inter-ensayo CV% 16,8 20,0 17,3
R% 102 106 98
Media 1:41600 1:16500 1:3800
Intra-ensayo CV% 9,8 17,4 19,4
R% 104 110 95

5.3.4.3. Precision intermedia

Se realizo la precision intermedia en dos dias, usando dos instrumentos de medida diferentes y
dos lotes de PM-TG2. Se prepararon las muestras a analizar y las soluciones estindares
independientemente en cada dia de ensayo. Los resultados de precision intermedia se muestran en la
Tabla 5.11. Como se traté de varias muestras independientes no paramétricas, se realizé un ensayo
Kruskal-Wallis para comparar las recuperaciones en las seis diferentes condiciones, concluyendo que
no existe diferencia significativa entre los grupos (P > 0,05). Se considera a estos resultados

aceptables, ya que la media promedio fue de 100% y el CV% de 1% (DeSilva y col, 2003).
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Tabla 5.11. Resultados de los estudios de precision intermedia

Dia de ensayo Instrumento * Lote de TG2" R% (n =3)
1 A C (106 + 4)%
1 A D (94 +10)%
1 B D (107 = 8)%
2 A C (15 £ 6)%
2 B C (84 +7)%
2 A D (94 £5)%
Media, CV% 100, 11

“Instrumentos diferentes A y B, "Lote de TG2: 6,28 mU mg PM™ por ensayo (C); 3,14 mU mg PM™ por

ensayo (D)
5.3.4.4. Ensayos de interferencia por efecto matriz

Se compararon dos curvas de calibracién para ATG2 preparadas en sueros y plasmas negativos,
con una curva preparada en solucion tampon de fosfato, con la finalidad de evaluar la posible

interferencia de la matriz. Se obtuvieron CE50 similares entre las curvas, como se puede ver en la

Figura 5.29.
125=-
m PBS
100+ A suero diluido 1:25
cvs e .
e 75+ v plasma diluido 1:25
N
L T 50+
£
o 25+
[
0+ ' . \
104 103 102
-25 Titulo ATG2

Figura 5.29. Curvas de calibracién para diferentes matrices obtenidas mediante el magneto inmunoensayo

fluorescente. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n=3.

Para la estimacién del efecto de interferencia, se realizé la comparacion de los CE5o mediante

ANOVA, el cual indicé que no existe diferencia significativa entre estos pardmetros (P > 0,05).
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Considerando que las muestras bioldgicas analizadas fueron levemente diluidas, por lo que el
contenido proteico en el ensayo era elevado; la ausencia de efecto matriz puede estar directamente
relacionado con el uso de las particulas magnéticas. Es decir, que estas tuvieron un rol importante en
la preconcentracion y separacion de los anticuerpos, a partir de muestras complejas de suero y
plasma.

Se adicionaron tres titulos de ATG2 (1:1000, 1:2000 y 1:4000) en sueros negativos diluidos 1:25
para evaluar su recuperacién, obteniendo valores en el intervalo desde 82,2% a 114,3%. Por otro lado,
para el mismo ensayo en plasma negativo diluido 1:25, se adicionaron otros tres titulos de ATG2
(1:2000, 1:4000 y 1:8000), siendo las recuperaciones obtenidas desde 78,1% a 119,6%. Los CV% fueron
menores al 20% en todos los casos (Tabla 5.12). Estos resultados son aceptables y confirman la

ausencia del efecto de interferencia para las matrices estudiadas.

Tabla 5.12. Ensayos de recuperacion de titulo de ATG2 en matrices de suero y plasma.

[ Titulo de ATG2
Estadisticos
1:4000 1:2000 1:1000
Media 1:3280 1:1804 1:1143
Suero CV% 9 4 20
R% 82,2 90,2 114,3
Estadisticos Titulo de ATG>
1:8000 1:4000 1:2000
Media 1:9568 1:3120 1:2082
Plasma CV% 8 12 10
R% 119,6 78,1 104,1

5.3.5. Ensayos serologicos

Como ya se menciono anteriormente, se desarrolld y validd el magneto inmunoensayo
fluorescente usando los ATGz2 disponibles comercialmente, es decir, el antisuero completo
desarrollado en cabra. Consecuentemente, para demostrar la aplicabilidad del ensayo propuesto para
la deteccién de ATG2 humana en muestras de pacientes potencialmente celiacos, se debié cambiar el
anticuerpo antilgG cabra-HRP por un anticuerpo antilgA humana-HRP.

Para estimar las uniones no especificas durante el inmunoensayo, se evaluaron lotes de PM con
diferentes analitos inmovilizados (A) PM-TG2 y (B) PM-BSA segun el protocolo detallado en la
seccion 4.3.1. A cada lote de PM modificada se lo hizo reaccionar con una solucién tampén de
citrato-fosfato de 0,1 mol L™ a pH 5,0 (ensayo 1); un suero negativo de una persona sana (ensayo 2) y
un suero negativo de una persona sana al cual se le adicioné un control positivo fuerte del ensayo

ELISA, para lograr aproximadamente 20 U (Unidades arbitrarias de anticuerpo) de ATGz2-IgA
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(ensayo 3). Posteriormente, se adiciond antilgA humana-HRP y el sistema de revelacion en las

condiciones anteriormente seleccionadas. La Figura 5.30 muestra los resultados obtenidos.

30
B PM-TG2
H PM-BSA
20 -
—
10 -
0-
2
Ensayos

Figura 5.30. Evaluacion de la presencia de uniones no especificas. Las condiciones experimentales fueron:
[PM-BSA] = 0,05 mg mL" y [PM-TG2] = 0,05 mg mL™; 1:20000 de antilgA humana-HRP; [OPD] =1 x 10> mol
L% [H,0,] =1x10> mol L; [Tritén X-100] = 2% m/v; solucién tampon citrato-fosfato de 0,1 mol L™, pH s5,0.

Las barras de error muestran la desviacion estandar para n=3.

Como se puede observar, no existen diferencias significativas entre los resultados del ensayo 1, lo
cual indica que los niveles de absorcion no-especifica de anticuerpo secundario son similares para
TGz y BSA inmovilizadas sobre las PM. Evidencias similares se ven en los resultados del ensayo 2, por
lo tanto, los niveles de absorcion del anticuerpo secundario no especifica en presencia de una matriz
de suero es también bajo para los dos lotes de PM inmovilizadas. Por otro lado, acorde a los
resultados del ensayo 3, puede ser claramente distinguido el suero al que se le realizé la adicién de
ATG2. Ademas, el valor de recuperacion de esta muestra control con 20 U de ATG2-IgA fue 105,5% (n
= 6), con un CV% menor al 7%. Basado en estos hallazgos, se considera que la TG2 de cobayo
inmovilizada sobre las PM actuaria eficientemente como antigeno de captura para la deteccion
especifica de los anticuerpos ATG2. Finalmente, teniendo en cuenta que estos resultados fueron
preliminares, en el futuro se deberia determinar la especificidad de la metodologia, reemplazando la
TGz de cobayo por una TG2 recombinante humana, debido a que estas presentan una homologia del
81 % como se describiera anteriormente en la seccidn 2.4.2. Ademads, se deberia analizar un mayor
numero de sueros de pacientes no-celiacos que padezcan alguna enfermedad autoinmune o

problemas gastrointestinales.
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Posteriormente, se analizaron las muestras de pacientes tanto con el magneto inmunoensayo
fluorescente como con el ensayo ELISA comercial. Para comparar los resultados obtenidos mediante
los dos métodos, se elaboraron dos curvas de calibracion en el intervalo 7,3 a 30 U de ATGz2, una en
funcién de la IF y la otra en funcion de la absorbancia. Para ello, el control positivo del ensayo ELISA
optico, que tiene un nivel de actividad de ATG2 de 150 U, se utilizd6 como solucién estandar para

asignar a cada muestra un valor de unidades de ATG2. La ecuacién de regresién lineal obtenida con

el magneto inmunoensayo fluorescente fue IF =1,299 C,.., (U)—6,212 , con un LD de 7 U usando

el criterio de 3,3 X DEyjane (desviacion estandar del blanco) (n = 15, R* = 0,9905) y un CV% de 6,8% (n
= 6) para una muestra control de 10 U de ATG2-IgA. Por otro lado, para el ensayo ELISA, la regresion

lineal fue A=0,00674 C,s, (U)+0,1206 con un LD de 15 U usando el criterio de 3,3 X DEpjanco (0 =

12, R* = 0,9971) y un CV% de 5,9% (n = 6) para una muestra control de 20 U. Los valores de
sensibilidad analitica fueron 1,57 y 0,36 U™ para el magneto inmunoensayo fluorescente y el ELISA
optico, respectivamente. Esto demuestra que el método propuesto es aproximadamente cuatro veces
mas sensible que el ensayo ELISA estandar. Los valores de recuperacion para las muestras controles
(10 y 20 U) fueron 97,7 y 105,4% (n = 6), respectivamente, dando valores de CV% menores al 7% en
los dos casos; estos valores son considerados aceptables segun los criterios establecidos (DeSilva y
col, 2003).

A continuacion, 29 y 19 sueros de pacientes celiacos y no-celiacos, respectivamente, fueron
analizados mediante el magneto inmunoensayo fluorescente y el ensayo ELISA. Mientras que para el
ensayo ELISA comercial, se utilizé una dilucion de suero de 1:100 (segun lo indicado en el protocolo
de andlisis); las respuestas fluorescentes de las muestras se evaluaron en el intervalo de diluciones
desde 1100 a 1:10 para determinar el intervalo dindmico lineal del magneto inmunoensayo
fluorescente. Un factor de dilucion de 1:50, correspondiente al CEso de la curva (ver Figura 5.31), se

eligio como dilucion mas apropiada para el andlisis del resto de las muestras.
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Figura 5.31. Seleccion del factor de dilucion de la muestra. Las barras de error muestran la

desviacion estandar para n=3.

El diagnostico de la enfermedad celiaca puede ser determinado mediante un ensayo cualitativo,
donde las muestras son dicotomizadas en positivas o negativas, en funcion al valor de corte en una
escala continua obtenida mediante las curvas ROC.

Antes de evaluar los datos con las curvas ROC, es necesario asegurar la existencia de diferencia
entre los grupos (Faustini y col., 2007). Por lo tanto, se aplico el ensayo U de Mann-Whitney para dos
muestras independientes no paramétricas, donde se obtuvo que las medias de los grupos
presentaron diferencias significativas (P < 0,05) (Siegel y Castellan, 1998).

Posteriormente, con los resultados en U de ATG2 de las 48 muestras de suero se construy6 la
curva ROC que se muestra en la Figura 5.32, cuyos valores de SE y ES fueron 96,6% [ICyq, = 82,2 -
99,9%] v 94,7% [ICys0 = 74,0 — 99,9%], respectivamente. Estos dos valores corresponden a un valor

de corte de 8,1 U de ATG2. Este valor es mas estricto que otros criterios documentados en

mas dos DEjpjanco,

bibliografia, como el obtenido para el promedio de la sefial del blanco ( X,,,,.,)

considerando blanco a las muestras negativas (9,8 U) (Richardson y col., 1983) y, el obtenido

aplicando el ensayo t de una cola con un nivel de confianza del 99% (1 U) (Pividori y col., 2009).
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Figura 5.32. Curva ROC para seleccionar el valor de corte de ATG2. En diagonal: linea indiferente.

Por otro lado, la eficiencia global del método, indicada con el ABC fue de 0,97 [ICys = 0,874 -
0,999] y ha permitido clasificar al método como “altamente exacto” (Greiner y col., 2000). Las
pruebas de razon de similitud calculadas para 8,1 U de ATG2-IgA como valor de corte fueron +LR =
18,34 y -LR = 0,036, los cuales se clasifican como “muy ttiles” segun las normativas (Chien y Khan,
2001). El J calculado fue de 0,88 indicando una eficacia del biomarcador relativamente grande
(Schisterman y col., 2005).

La correspondencia de los resultados predichos mediante el ELISA optico y los obtenidos
mediante el magneto inmunoensayo fluorescente, acorde al valor de corte del andlisis ROC se

resumen en la Tabla 5.13.
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Tabla 5.13. Tabla de contingencia para la deteccién de enfermedad celiaca mediante el ELISA y el

magneto inmunoensayo fluorescente (valor de corte de ATG2 = 8,1 U)

ELISA
Positivo  Negativo  Total
M ‘o1 Positivo (ATG2 > 8,1 U) 28 2 31
4gnero mmunoensayo Negativo (ATG2 < 8,1 U) 1 17 17
fluorescente
Total 29 19 48

X* = 36,2 con P < 0,05 - Kappa de Cohen = 0,868.

La SE y la ES, calculadas a partir de la tabla de contingencia, fueron 96,6% y 89,5%,
respectivamente, siendo estos valores similares a los obtenidos a partir de la curva ROC. Los valores
de VP, y VP, fueron mayores al 9o%, indicando que menos del 10% de los sueros clasificados
como positivos y negativos resultaron falsos positivos y negativos, respectivamente. Ademas, la
eficiencia calculada como [(vp + vn)/n] fue 93,7%, indicando una buena correlacion entre las
metodologias; con un valor de concordancia de 0,868 obtenido mediante el coeficiente Kappa de
Cohen. Este coeficiente indica una correlacion “excelente” segun las directrices publicadas (Khan y

Chien, 2001).

5.4. MAGNETO INMUNOSENSOR ELECTROQUIMICO PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-TG2 EN ENFERMOS CELIACOS

En esta seccion se desea desarrollar una metodologia para detectar anticuerpo anti-TG2,
presente en enfermos celiacos, basados en la deteccién electroquimica, teniendo en cuenta los
resultados obtenidos previamente con el magneto inmunoensayo fluorescente. La ventaja de la
deteccion electroquimica radica en el menor costo de la instrumentacién y en la abundante

evidencia que documenta la factibilidad de miniaturizar los dispositivos.

5.4.1. Caracterizacion de los electrodos de trabajo

Con la finalidad de desarrollar una metodologia analitica confiable que retna las caracteristicas
impulsadas por la tendencia actual de la electrénica, es decir, dispositivos pequefos, portatiles y
faciles de manipular, se disefi6 un magneto inmunosensor electroquimico, que contribuya al
diagnostico de la enfermedad celiaca. En las etapas de optimizacidn y evaluaciéon del rendimiento
analitico del prototipo en desarrollo se utilizé una celda electroquimica cldsica, cuyos electrodos de
trabajo fueron los c-GEC, de manera de poder realizar determinaciones multiples y seleccionar las

condiciones de trabajo que generen la mayor respuesta analitica. En la etapa posterior, donde se
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evaluaron muestras provenientes de pacientes potencialmente celiacos, las condiciones optimizadas
fueron transferidas a los SPE. Cabe destacar que, en ambos transductoresn se mantiene la misma
naturaleza quimica, ya que el electrodo de trabajo en ambos casos fue construido a base de material
carbonoso. La implementacién de los SPE permite reducir el tamafio del prototipo, utilizar pequefio
volumen de reactivos y muestras y lograr un desarrollo con posibilidad de ser acoplado a un
dispositivo de lectura de la sefial electroquimica portatil, de pequefias dimensiones, que permita
realizar el diagnostico de la enfermedad celiaca en un corto periodo de tiempo y en cualquier centro
de salud.

Para ello, inicialmente, se realizaron una serie de caracterizaciones de los c-GEC y SPE, que
posteriormente, seran utilizados como transductores electroquimicos del magneto inmunosensor en
desarrollo.

La resistencia superficial de los electrodos de trabajo se determino, entre el centro y el borde de
la superficie electrédica, debido a que este pardametro es una estimacion indirecta de la capacidad
conductiva de los electrodos. Generalmente, un electrodo con baja resistencia eléctrica desarrolla
corrientes residuales bajas y, consecuentemente, una alta relacidon sefal-ruido, lo cual es favorable
para la obtencion de buenos limites de deteccion (Cespedes y col., 1996). Experimentalmente, se
obtuvieron resistencias de 5655 (CV% = 14,9%, n = 10) y 126 Q (CV% = 8,6%, n = 6) para los
electrodos ¢-GEC y SPE, respectivamente. Los electrodos ¢-GEC, con una relacién grafito:no
conductor de 20:80 mostraron una mayor resistencia o menor capacidad conductiva respecto a los
SPE. Nosotros consideramos que esta menor resistencia de los SPE se debe a que éstos se
construyeron con una mayor proporcion de material conductor o tipo de grafito utilizado (micro o
nanoestructurado) que los electrodos c-GEC. Ademads, la pasta o tinta conductora en los electrodos
comerciales (SPE) preparados industrialmente puede estar, probablemente, mas homogénea y
conductiva (por el tipo de grafito) que los electrodos preparados mediante mezcla manual. La
medida de la resistencia superficial de los electrodos de trabajo se utilizo, ademas, para evaluar tanto
la reproducibilidad como la regeneracion de los electrodos después de la aplicacion. La variabilidad
(expresada como CV%) de la resistencia inter-electrodo se estudio debido a que los electrodos c-GEC
fueron regenerados mediante etapas de pulido (ver la seccién 4.4.3). La variabilidad global de diez
electrodos fue 15,5% después de que los mismos sean sometidos a cuatro etapas de pulido con una
resistencia promedio de 5445 Q, mientras la variabilidad para cada electrodo no excedié 10%.
Ademas del estudio del efecto del pulido sobre la respuesta electroquimica de los c-GEC, se evaluo la
sefial electroquimica mediante VOC de una soluciéon 2 mmol L™ de ferricianuro de potasio luego de
cuatro etapas de pulido. Para ello, a dos lotes de electrodos c-GEC se les midi6 tanto la resistencia
superficial como la IC y el E en el pico de reduccion de una solucion de ferricianuro de potasio

después de cuatro etapas de pulido. Para el lote I de electrodos, las Figuras 5.33a y b muestran los
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promedios de los potenciales y las IC en el pico de reduccion, respectivamente, junto con los

promedios de la resistencia superficial para cada electrodo luego de los cuatro pulidos.
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Figura 5.33. (a) Resistencia superficial del electrodo c-GEC y E en el pico de reduccién de la solucion de
ferricianuro de potasio de 2 mmol L™ y 0,10 mol L™ de NaCl, y (b) Resistencia superficial del electrodo c-GEC e IC
en el pico de reduccion de la solucion anterior. Se obtuvo el pico de la intensidad de corriente mediante VOC en

un intervalo de E desde 600 a 0 mV contra Ag/AgCl en una solucién 3 mol L™ NaCl como electrodo de referencia.
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Mientras el potencial en el pico de reduccidén permanece constante en todos los electrodos, con
un valor de 346 mV (CV% = 3,9%), los picos de IC de reduccion se relacionaron inversamente con los
valores de resistencia. A pesar de que los promedios de intensidad de corriente inter-electrodo
fueron muy variables en el intervalo de 7,1 a 30,6 mA, el CV% fue menor al 10% (n = 4) para los
ensayos intra-electrodos. El otro lote mostro la misma tendencia.

Con la finalidad de disminuir la variabilidad (expresada como CV%) de los electrodos se
clasificaron, para las posteriores aplicaciones, en tres grupos de acuerdo a los valores de intensidad
de corriente: el grupo I conformado por los electrodos 1, 5, 6 y 9, con un valor de IC promedio de 10
pA (CV% = 15,3%), el grupo II formado por los electrodos 2, 3, 4 y 8, con un valor de IC promedio de
20 pA (CV% = 10,9%) y el grupo III, constituido por los electrodos 7 y 10, con un valor de IC
promedio de 30 pA (CV% = 4,0%). Los electrodos c-GEC del grupo II junto con otros seis electrodos
del lote 1II se seleccionaron como transductores en este estudio. Estos diez electrodos presentaron un
promedio de la IC de 19 pA (CV% = 11,6%). Los electrodos deben tener respuesta electroquimica
reproducible, con baja variabilidad para garantizar la reproducibilidad como transductor del
magneto inmunosensor. En cuanto a la estabilidad de la superficie del electrodo, los electrodos c-
GEC del grupo I se estudiaron mediante el mismo procedimiento cada 15 dias durante 3 meses. Como
resultados, los electrodos c-GEC pueden ser usado al menos por este periodo, debido a que ningtin
cambio significativo se observa sobre su superficie y sus respuestas presentaron una variabilidad
similar a la variabilidad global acorde al ANOVA (P > 0,05).

También se estudiaron los comportamientos electroquimicos de los electrodos c-GEC y SPE.
Para ello, los voltamogramas ciclicos de una solucion de ferricianuro de potasio se realizaron usando
los dos transductores. En la Figura 5.34 se pueden ver los voltamogramas correspondientes a ambos

transductores.
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Figura 5.34. Voltamogramas ciclicos obtenidos mediante diferentes electrodos en una solucion de
ferricianuro de potasio de 2 mM y 0,10 mol L™ NaCl. Intervalo de E: -0,4 a 0,8 V en funcion del electrodo de
Ag/AgCl en solucién de NaCl de 3 mol L™ como electrodo de referencia y Ag como electrodo de pseudo-
referencia, para c-GEC y SPE respectivamente. Velocidad de barrido: 0,1 V s™. Electrodo SPE (en verde);
electrodo ¢-GEC desnudo (en rojo); el mismo electrodo c-GEC después de su empleo como transductor del
magneto immunosensor para la deteccion de ATGz, y una etapa de pulido subsiguiente (en azul); electrodo
c-GEC desnudo en solucién de NaCl 0,10 mol L™ (en negro). Para el inmunoensayo, la solucién de PM-TG2

fue 1,5 mg mL", ATG2 diluido 1:9200 y el anticuerpo antilgG cabra-HRP diluido 1:20000.

SPE presenté maximos de corriente de reduccion y oxidacion mas altos que los electrodos ¢-GEC
del lote I. Por otro lado, la separacion entre los potenciales de los picos de oxidacién y reduccion fue
0,155 V para SPE y 0,216 V para los electrodos c-GEC. Estos valores fueron aproximadamente
constante entre lotes y mayores que 0,059 V/n (correspondiente al valor tedrico que, generalmente,
se obtiene con transductores metdlicos). Esto se correlaciona con una menor transferencia
electrddica debido al material a base de carbono con el cual fueron fabricados ambos transductores.

Con respecto a la regeneraciéon de los electrodos c-GEC, se estudio el comportamiento
electroquimico de un electrodo c-GEC del lote I después de cada inmunoensayo. Para ello, el
electrodo se utilizo como transductor en los magnetos inmunosensores para la deteccion de ATGz,
puliendo previo a cada medida. Finalmente, éste se uso para realizar una voltametria ciclica de una
solucion de ferricianuro de potasio en un total de diez ciclos. En la Figura 5.34 se muestran los

voltamogramas correspondientes a la solucion de ferricianuro con el electrodo c-GEC desnudo (en
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rojo) y con el mismo c-GEC utilizado como transductor del magneto inmunosensor para la deteccion
de ATG2, previamente sometido a una etapa de pulido (en azul). Los promedios de los picos de
corriente de reduccién y oxidacion presentaron un CV% menor al 16%. Esto indica que las PM
capturadas durante el inmunoensayo no alteran la superficie del electrodo y, por lo tanto, se
confirma que la regeneracion de la superficie del electrodo es efectiva después de la etapa de pulido.

La induccién magnética de los electrodos y conectores es otro parametro importante que
contribuye al rendimiento analitico del inmunosensor. Por lo tanto, con el fin de medir este
parametro, una sonda axial de un teslametro se coloco en el centro de la superficie del electrodo o en
el centro de la superficie del magneto de neodimio de los conectores. Estas inducciones magnéticas
se midieron antes y después del armado de los conectores c-GEC y SPE. Los porcentajes de induccién
residual de 22,3 + 1,3 (n = 10) y 56,1%, respectivamente, se obtuvieron para cada disefo. La induccion
residual depende de la distancia de la sonda del teslametro al magneto y de la naturaleza del medio
de separacion. Por lo tanto, los resultados obtenidos son valores coherentes a lo esperado, ya que la
induccion residual es menor cuando se incrementa la distancia desde la superficie del electrodo al
magneto. En los electrodos c¢-GEC, la distancia desde la superficie del electrodo al magneto es de 2
mm, esta distancia estd constituida por un espeso compdsito de grafito-resina epoxi; mientras en los
SPE, la distancia de separacion es menor a 1,0 mm y estd constituida por un sustrato cerdmico y una
fina capa conductiva de tinta. Consecuentemente, estas evidencias indican que los SPE tendrian
mayor poder para retener las particulas magnéticas y favorecerian la sensibilidad del ensayo.

Las dreas efectivas de los c-GEC y los SPE fueron de 0,342 y 0,144 c¢cm® para n = 10,
respectivamente, obtenidas para una solucion 2 mM de ferricianuro de potasio mediante
cronoamperometria a través de la ecuacidon de Cottrell (Bard y Faulkner, 2001), usando un valor de
7,26 X 10° cm”® s como coeficiente de difusién del ferricianuro de potasio (Petrovic, 2000). Este
parametro es directamente proporcional a la intensidad de corriente y estd estrechamente
relacionado al area geométrica y a la naturaleza y morfologia del material electrodico. En este caso la
mayor area efectiva de los SPE puede ser atribuida sélo al material del electrodo, ya que las areas
geométricas fueron débilmente diferentes (0,196 cm® y 0,126 cm” para los electrodos c¢-GEC y SPE,
respectivamente). Debido a que la variabilidad de las dreas efectivas dentro de un mismo lote de
electrodos era pequefia (CV% < 5%), las posteriores respuestas electroquimicas no se tomaron como

densidad de corriente sino en unidad de intensidad de corriente.
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5.4.2. Optimizacion del magneto inmunosensor electroquimico

El uso de particulas magnéticas como soporte sélido es una herramienta relativamente nueva,
ampliamente documentada en bibliografia (Alefantis y col., 2004; Centi y col., 2005; Yu y col., 2006).
Por lo tanto, en este trabajo se desarrollé y optimiz6 un magneto inmunosensor electroquimico para
la deteccion de ATGz. El tiempo de incubacion, la concentracion del detergente, la fuerza idnica y el
pH se mantuvieron en las condiciones indicadas en bibliografia (Laube y col., 2011).

Primero, se aplico el sistema de deteccion HRP-OPD-H,O, seleccionado en la seccion 5.1.4, en
las condiciones 6ptimas detalladas en la seccion 5.1.2.

Segundo, se evalud la concentracion PM-TG2 en el intervalo desde 0,25 a 1,00 mg mL”, en
presencia de ATG2 desde un titulo de 1:2400 a 1:800 y 1:20000 de anticuerpo antilgG cabra-HRP. Se
obtuvo un incremento en la corriente con la cantidad de PM hasta 0,75 mg mL™ de PM-TG2 (ver
Figura 5.35), en donde se logré la mayor discriminacion entre los diferentes titulos de ATGa.
Concentraciones mayores de PM-TG2 generaron una leve disminuciéon en la corriente,

probablemente debido a una mayor resistencia a la transferencia electrddica.

12

I 1/2400
I 1/1600
I 1/800

[0,25] [0,50] [0,75] [1,00]
[PM-TG2] (mg mL")

Figura 5.35. Optimizacién de la concentracién de PM-TG2 a 1:20000 de anticuerpo antilgG cabra-HRP.

Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.
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Tercero, se optimizo el titulo de antilgG cabra-HRP, para lo cual se ensayaron 0,75 mg mL™ de
PM-TGz2 y 1:1600 de ATG2 con titulos de antilgG cabra-HRP variables desde 1:30000 a 1:10000. La
corriente alcanzé un valor constante a partir de 1:20000 de titulo de antilgG cabra-HRP, como se

puede ver en la Figura 5.36, indicando que ese nivel es lo suficientemente alto para saturar todos los

ATG2 presentes en la solucidn.

2,0

1,5 -

0,0 -
1/10000 1/20000 1/30000

Diluciones antilgG-HRP

Figura 5.36. Optimizacion de la dilucion de antilgG cabra-HRP a 0,75 mg mL™ de PM-TG2 y 1:1600 de ATG2.

Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Cuarto, el tiempo de reaccion en la lectura electroquimica se seleccion6 para el inmunosensor,
en donde la concentracién de PM-TG2 se mantuvo en 0,5 mg mL", la diluciéon de ATGz en 1:1670 y la
diluciéon de antilgG cabra-HRP en 1:20000. La Figura 5.37 muestra la cinética de la respuesta del
inmunoensayo en un tiempo de 600 s, muestreado cada 30 s. El tiempo seleccionado fue 150 s,

correspondiendo al tiempo a partir del cual la respuesta se estabiliza.
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Figura 5.37. Seleccion del tiempo de reaccion. Las barras de error muestran la desviacion
estandar para n = 3.

Quinto, se estudido la estabilidad de las PM-TG2 mediante el magneto inmunoensayo
fluorescente como se detalld en la seccion 5.3.1, para lo cual las PM-TG2 se conservaron a 4 °C como
lo habia recomendado el fabricante. La estabilidad de la respuesta se evalto semanalmente durante
un mes, en cuyo periodo no se observd ningun cambio significativo. Después de este periodo, la
respuesta del inmunoensayo disminuy6 17% aproximadamente del valor original. Por otro lado, los
anticuerpos y sustratos se prepararon antes de cada ensayo, ya que una disminucion significativa de
la respuesta se observo al transcurso de 12 h.

Finalmente, se evaluo el efecto del O, frente a la respuesta electroquimica, en las condiciones
optimizadas previamente, es decir, 0,75 mg mL" de PM-TGz2, 11600 de ATG2, 1:20000 de antilgG
cabra-HRP y 2-1 mM de los sustratos OPD-H,O, en solucion tampén de fosfato a pH 6,0. Para ello, se
realizaron dos tipos de ensayos, uno en condiciones normales de O, y el otro eliminando el O,,
mediante el burbujeo de N, en el medio de reaccion. Las corrientes obtenidas fueron [0,6 + 0,1] y
[0,68 + 0,03] HA para el medio con y sin O,, respectivamente. Al comparar los ensayos mediante la
prueba de comparaciéon de medias no se observaron diferencias significativas (P > 0,05); por lo tanto,

las determinaciones posteriores se realizaron en condiciones normales de O,.
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5.4.3. Ensayos de validacion

La curva estandar en la Figura 5.38 representa la media de cinco curvas, obtenidas
separadamente, cada una con triplicado de concentracion de cada nivel de estandar. Los valores de

intensidad de corriente de reduccion se graficaron en funcion de los titulos de ATGz2.

3=

0 | ] | ] | ] | ] | |
10—5.0 10—4.5 10—4.0 10—3.5 10—3.0 10—2.5

Titulo de ATG2

Figura 5.38. Curva estandar del titulo de ATG2 obtenida mediante el magneto inmunosensor electroquimico en

las condiciones Optimas. Las barras de error muestran la desviacion estandar (n=3).

Como resultado de la curva se obtuvo “un buen ajuste”, evidenciado por un R* promedio de
0,8076 y una pendiente Hill de 2,3. Los LD y LC promedios fueron 1:14200 y 1:10300 de ATG2,
respectivamente. El intervalo dindmico promedio desde 1:10300 a 1:3000 fue muy amplio, con un
CEs0 promedio de 1:5700, lo cual resulté beneficioso para la posterior aplicacion de este método en
la deteccion de ATGz en pacientes posiblemente celiacos.

Los resultados de precisidn inter- e intra-ensayo se presentan en la Tabla 5.14. Las R% oscilaron
desde 103% a 114% y desde 87% a 105%, con CV% comprendidos entre 10 % a 13 % y entre 14 % a 16 %
para la precision intra- e inter-ensayo, respectivamente. Los valores de precisién se consideraron

aceptables para esta clase de ensayo bioldgico (DeSilva y col, 2003).
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Tabla 5.14. Precision intra- e inter-ensayo para los titulos de ATG2

Estadisticos Titulo de ATG2
1:9200 1:4800 1:3200
Intra-ensayo Media 1:8770 1:4200 1:3120
CV% 12 10 13
R% 105 114 103
Inter-ensayo Media 1110541 1:4130 1:3040
CV% 16 14 15
R% 87 102 105

Se construyeron curvas de calibracion en tres matrices diferentes: PBS, suero y plasma negativos
diluidos 1:25 para evaluar el efecto de la interferencia de la matriz (Figura 5.39), obteniendo CE50
similares, es decir, 1:3500, 1:3200 y 1:3000, respectivamente. Para la estimacion de este efecto, la
comparacion de los valores de CE50 se realizo con un ensayo ANOVA, el cual indicé que no existié
diferencia significativa entre ellos (P > 0,05). Nuevamente, la ausencia del efecto matriz puede estar
relacionada con el uso de las particulas magnéticas, que permiten recuperar eficientemente a los

ATG2 a partir de matrices complejas con alto contenido proteico.

150=
= PBS
-c-cg 100+ A suero diluido 1:25
N v plasma diluido 1:25
£ 50+
o
[
O 0= .
- 10-4-25 10375 10-3-25
Titulo ATG2

-50+

Figura 5.39. Curvas de calibracion para diferentes matrices obtenidas mediante el magneto inmunosensor

electroquimico. Las barras de error muestran la desviacidn estandar para n=3.

Con la finalidad de demostrar la aplicabilidad del ensayo propuesto para la deteccion de ATG2
humana en muestras reales, se realizaron ensayos de recuperacién mediante la adicidn de tres titulos
de ATG2 en suero y plasma negativos, diluidos 1:25. Los porcentajes de recuperacion oscilaron entre

107% a 123% y desde 94% a 121% para las curvas en suero y plasma como matriz, respectivamente. Los
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CV% fueron menores al 10% en todos los casos (Tabla 5.15). Estos valores se consideraron

aceptables, teniendo en cuenta la complejidad de las matrices bioldgicas y la variabilidad ocasionada

por la excesiva manipulacion de los electrodos.

Tabla 5.15. Ensayos de recuperacion de titulos de ATG2 en matrices de suero y plasma.

Estadisticos Titulo de ATG2
1:5110 1:3540 1:2000
Suero Media 1:4475 1:3025 111630
CV% 2 6 2
R% 107 17 123
Plasma Media 1:4220 1:2970 1:2100
CV% 8 6 7
R% 121 119 94

Con la finalidad de miniaturizar el prototipo en desarrollo, se transfirieron las condiciones
optimizadas para el magneto inmunosensor electroquimico con c-GEC como transductor a
electrodos impresos monouso, de la misma naturaleza quimica (SPE). Para ello, las respuestas
electroquimicas de tres titulos de ATG2 (1:2000; 1:4115 y 1:8771) se evaluaron mediante el magneto
inmunosensor electroquimico optimizado anteriormente, utilizando tanto los electrodos c-GEC
como los SPE. A partir de la Figura 5.40 se pueden ver los tres voltamogramas de onda cuadrada,

obtenidos para un titulo de ATG2 de 1:2000.
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Figura 5.40. Voltamogramas obtenidos mediante VOC para los inmunoensayos con el sistema de tres electrodos
(color oliva) y el sistema SPE (color verde). Condiciones de reaccion: 0,75 mg mL™ de PM-TGz, 1:2000 de titulo de
ATG2, 1:20000 de antilgA humana-HRP y 2,5y 1,25 x 10> mol L de concentraciones de OPD y H,O, en solucién

tampon a pH 6,0 como medio de reaccion. Ademads se muestra el voltamograma blanco, en ausencia de ATGz (rojo).

A pesar de que ambos transductores muestran voltamogramas bien definidos, el
correspondiente a SPE presentd el pico de mayor corriente. También se puede apreciar una
diferencia entre los potenciales de los picos de reduccién para ambos transductores (-250 mV y -185
mV para SPE y c-GEC, respectivamente). Esta diferencia podria ser atribuida al material electrédico
que los compone y a que los SPE estan constituidos de Ag, como electrodo de pseudo-referencia
mientras que los c-GEC de Ag/AgCl en solucién 3 mol L™ de NaCl como electrodo de referencia. Para
las concentraciones de anticuerpos analizados, todas las respuestas de SPE fueron cinco veces
mayores que las obtenidas con los electrodos ¢-GEC (ver Tabla 5.16), lo cual indica que esta
metodologia fue mas sensible. Ademas, el uso de SPE monouso fue una gran ventaja, debido al bajo
costo de produccién y facil preparacion en grandes cantidades (Lu y col., 2006). Teniendo en cuenta

estas evidencias, se utilizaron los SPE como transductores en las posteriores determinaciones.
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Tabla 5.16. Respuestas electroquimicas obtenidas mediante los transductores c-GEC y SPE

Respuesta electroquimica (pA) Titulo de ATG2
(n=3) 1:2000 1:4115 1:8771
2,6 2,1 0,9
Transductor c-GEC (CV% =15%)  (CV% = 18%) (CV% = 20%)
13,6 11,3 5,8
Transductor SPE (CV% =14%)  (CV% = 20%) (CV% = 18%)

Previo al andlisis de las muestras con el inmunosensor optimizado, se procedié a evaluar el
efecto del O, frente a la respuesta electroquimica utilizando los SPE como transductor. Para lo cual
se realizaron dos tipos de ensayos, uno en condiciones normales de O,, y el otro eliminando el O,
mediante el burbujeo de N, en el medio de reaccion. Las condiciones ensayadas fueron 0,75 mg mL"
de PM-TGz, 1:9000 de ATG2, 1:20000 de antilgG cabra-HRP y 2-1 mM de los sustratos OPD-H,O, en
solucion tampdn de fosfato a pH 6,0. Las corrientes obtenidas fueron [3,1 + 0,4] y [3,1 £ 0,5] HA para
el medio con y sin O,, respectivamente. Al comparar estas dos poblaciones mediante un ensayo de
comparacion de medias no se observaron diferencias significativas (P > 0,05); por lo tanto, los

ensayos posteriores se realizaron en condiciones normales de O,.

5.4.4. Ensayos serologicos

El magneto inmunosensor electroquimico se desarrolld y validé utilizando un ATG2 de
antisuero completo desarrollado en cabra, debido a que no se encuentra disponible comercialmente
el ATG2-IgA. Con la finalidad de demostrar la aplicabilidad del ensayo propuesto a la deteccién de
anticuerpos humanos, se debe simplemente intercambiar el anticuerpo secundario antilgG cabra-
HRP por un antilgA humana-HRP. El control positivo del ensayo ELISA éptico comercial, que tiene
un nivel de actividad de 150 U de ATG2 se utilizé como solucion estandar del magneto inmunosensor
electroquimico. En primer lugar, se evalud el anticuerpo antilgA humana-HRP en el intervalo desde
1:10000 a 1:30000, a una concentraciéon constante de estandar ATGz2 (50 U), seleccionando el titulo de
1:20000 como dilucién optima para saturar los sitios de ATG2 en el magneto inmunosensor
electroquimico. En segundo lugar, se construyo una curva de calibracion de la soluciéon estandar en
el intervalo de concentracion desde 10 a 75 U en funcién de la intensidad de corriente de reduccién.

La  ecuacion de  regresion lineal fue ajustada de la  siguiente = manera
IC =0,0164 C,;s, U)—0,10 con un LD de 20 U usando el criterio de 3,3 X DEpjanco (n = 12, R* =
0,9945). La sensibilidad analitica fue 0,82 U™, lo cual demuestra que el inmunosensor desarrollado es
menos sensible que el magneto inmunoensayo fluorescente, descripto en la seccién 5.3; pero 2,2

veces mds sensible que el ensayo ELISA estiandar. En tercer lugar, se evalud la respuesta
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electroquimica de una muestra de suero a diferentes diluciones para determinar el intervalo lineal
dinamico de ATG2-IgA en el magneto inmunosensor electroquimico, seleccionando el factor de 1:25,
debido a que esta dilucion corresponde al voltamograma con la maxima sefial electroquimica, como
se puede ver en la Figura 5.41. Una dilucién menor a 1:25 (1:10) mostré respuesta electroquimica

nula, sugiriendo algin efecto de interferencia sobre la corriente debido a los componentes de la

matriz del suero.

0,3

0,2 1

0,1

IC (nA)

0,0

1 110 1/25 1/50 1/75 1/100
Factor de dilucion del suero

Figura 5.41. Deteccion voltamétrica de los diferentes factores de diluciéon de suero usando el magneto

inmunosensor electroquimico para ATG2-IgA. Las barras de error muestran la desviacién estandar para n = 3.

Por otro lado, se adicionaron diferentes ensayos controles para estimar la especificidad del
inmunosensor. Para realizar este estudio se emplearon PM, en las cuales se inmovilizaron dos
proteinas diferentes: (A) PM-TG2 y (B) PM-BSA. Ambas proteinas fueron inmovilizadas como se
detalld en la seccion 4.3.1y se utilizaron en el magneto inmunosensor electroquimico para evaluar:
una solucion de solucion tampon de fosfato a pH 6,0 (ensayo 1); un suero negativo correspondiente
al suero de una persona sana (ensayo 2); un suero positivo de un enfermo celiaco (ensayo 3) y un
suero negativo de un paciente no celiaco, con sintomas gastrointestinales (ensayo 4). La Figura 5.42

muestra los resultados obtenidos para los cuatro ensayos, utilizando a las PM con TG2 y con BSA.
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Figura 5.42. Concentraciones de ATG2 en los cuatro ensayos para estimar la especificidad del inmunosensor
con TG2 (barra negra) y BSA (barra verde) inmovilizadas en PM. Condiciones de la reaccién: antilgA humana-
HRP de 1:20000; OPD y H,O, de 2,5y 1,25 x 10 mol L™ respectivamente a pH 6,0 como medio de reaccion. Las

barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Como se puede apreciar, no hay diferencias significativas en el ensayo 1, lo cual indica que el
nivel de absorcion inespecifica del anticuerpo secundario es similar cuando se encuentra TG2 o BSA
inmovilizadas sobre las PM. Similares resultados se obtuvieron para el ensayo 2, por lo tanto el nivel
de absorcion inespecifica del anticuerpo secundario, en presencia de una matriz sérica es también
baja para las PM con los dos tipos de antigenos inmovilizados. Acorde a los resultados del ensayo 3,
el suero positivo puede ser claramente distinguido. Finalmente, teniendo en cuenta que ésto
constituye un ensayo preliminar, la comparacion de los resultados obtenidos a partir del ensayo 3y 4
mostraron que el inmunosensor pudo discriminar entre pacientes celiacos y no-celiacos. En ensayos
futuros, para establecer la especificidad del inmunosensor con una mayor confianza, se deberia
evaluar un mayor numero de sueros a partir de enfermos no-celiacos con enfermedades
gastrointestinales asociadas. Sin embargo, basados en estos hallazgos, es claro que las PM con TGz
inmovilizada en su superficie actuarian de forma eficiente como antigeno de captura para la

deteccion de anticuerpos especificos presentes en muestras séricas.
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Finalmente, se analizaron sueros de pacientes potencialmente celiacos, tanto con el magneto
inmunosensor electroquimico optimizado como con un ensayo ELISA comercial. Con la finalidad de
discriminar a los pacientes como celiacos o no-celiacos, los resultados de 29 y 19 sueros de pacientes
celiacos y no celiacos, respectivamente (evaluadas mediante el magneto inmunosensor
electroquimico y cuantificadas a partir de la curva de calibracion) se analizaron mediante las curvas
ROC de forma andloga a como se realizara en la seccion 5.3.5. Previamente, se verifico que existieran
diferencias entre los dos grupos de pacientes (celiacos y no celiacos) (Faustini y col., 2007). Para ello
se realizd el ensayo de U de Mann-Whitney, evidenciando la existencia de diferencias significativas
entre los grupos (P < 0,05) (Siegel y Castellan, 1998). La Figura 5.43 muestra la curva ROC obtenida,
en la cual el rendimiento de la curva en el tramo superior izquierdo alcanza una SE igual a 100%
[ICys06 = 88 — 100%] y una ES igual a 84% [ICys = 60 — 97%]. Estos dos valores corresponden al valor
de corte de 16,95 U ATG2, usado para discriminar entre muestras de sueros positivos y negativos a la

enfermedad celiaca.

1,0

0,87

0,67

Sensibilidad

0,27

0,0 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad

Figura 5.43. Curva ROC para seleccionar el valor de corte de ATG2. En Diagonal: linea indiferente.

El valor del ABC obtenido fue 0,88 [IC,y, = 0,76 - 0,96], el cual ha permitido clasificar al método
como “moderadamente preciso” (Greiner y col., 2000). La razon de verisimilitud positiva y negativa

calculada para 16,95 U ATG2 fueron +LR = 6,33 y -LR = 0,00. Estos valores son clasificados como
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“moderadamente atil” y “muy util”, respectivamente. ] obtenido con este método fue de 0,84
indicando que la eficacia es muy buena (Schisterman y col., 2005).
La Tabla 5.17 muestra una comparaciéon entre los resultados obtenidos con el magneto

inmunosensor electroquimico y con el ensayo ELISA.

Tabla 5.17. Tabla de contingencia para la deteccidn de la enfermedad celiaca mediante el ELISA y el

magneto inmunosensor electroquimico (valor de corte de ATG2 = 16,95 U)

ELISA
Positivo Negativo  Total
. Positivo (ATG2 > 16,95 U) 29 3 32
Magneto tmunosensor Negativo (ATGz2 < 16,95 U) ) 16 16
electroquimico
Total 29 19 48

X* =36,6 con P < 0,05 - Kappa de Cohen = 0,866.

La SE y la ES, calculadas a partir de la tabla de contingencia, fueron 100,0% y 84,2%,
respectivamente, siendo estos valores muy similares a los obtenidos a partir de la curva ROC.
Ademas, la eficiencia calculada fue de 93,7 %. Esto muestra una buena correlaciéon con el ensayo
ELISA comercial y puede ser clasificado como “excelente” mediante las guias publicadas (Burguefio y
col, 1995). Ademads, se calcularon los VP, y VP, como 90,6% y 100,0%, respectivamente. Esto
indica una buena eficacia del método para clasificar a los pacientes como celiacos o no-celiacos, ya
que se alcanzan valores bajos de falsos positivos y negativos (< 10%).

El rendimiento analitico del magneto inmunosensor electroquimico propuesto se compar6 con
el obtenido mediante otros métodos usados en el diagnostico de la enfermedad celiaca (ver Tabla
5.18). La sensibilidad y especificidad son parametros importantes que definen el poder diagndstico
de un ensayo clinico. Este ensayo presentd la mayor sensibilidad junto con el inmunoensayo dptico
(Fernandez y col., 2005) comparado con las demds metodologias; a pesar de que la especificidad fue
menor que los informados en otros tres inmunoensayos opticos (Dahlbom y col., 2008; Teesalu y
col., 2009; Basso y col., 2011) los cuales utilizaron las curvas ROC para determinar el valor de corte.
Ninguno de los métodos electroquimicos declaré la sensibilidad y especificidad, excepto el método
propuesto por Pividori y col. (2009). A pesar de que los métodos evaluaron sueros humanos, el
numero de muestras fue muy pequefio, por lo cual, para establecer los valores de corte de sus

metodologias no pudieron hacerlo mediante las curvas ROC.
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Tabla 5.18. Comparacién de métodos de inmunoensayos desarrollados para ATG2 con el magneto inmunosensor electroquimico

Isotipo Valor de Expresion del valor SE ES Numero sueros
Soporte Técnica Analitica Referencias
anticuerpo corte corte (%) (%) analizados
) Fernandez y col.,
microplaca ELISA Inmunoensayo 6ptico IgA 3 UmL" Xpianeo T3 DEyjanco 100 08 122
2005
SPE con capa Inmunosensor IgA Balkenhohl y
- - - - 6
polielectrolito Impedimétrico IgG Lisdat, 2007
IgA *4UmL’ 84,3 88,6 Dahlbon y col.,
microplaca ELISA Inmunoensayo optico Curva ROC 150
IgG 5 UmL" 86,1 88,6 2008
TGz inmovilizada en Inmunosensor Pividori y col.,
IgA 0,78 LA Ensayo t 70 100 20
electrode GEC amperométrico 2009
IgA 12U 89 100
Teesalu y col.,
microplaca ELISA Inmunoensayo éptico IgG 16U Curva ROC 49 100 270
2009
IgM 18U 39 99
Electrodo oro Inmunosensor IgA 15U
kit ELISA - - 16 Dulay y col., 201
modificado con tioles electroquimico IgG 20U
microplaca ELISA Inmunoensayo éptico IgA Y00 U Curva ROC 75,7 100 711 Basso y col., 2011
Inmunosensor IgA 7,3 LA _—
‘SPCE-MWCNTs-NPAus Xpianeo + 3 PDEyjanco - - 8 Neves y col., 2012
voltamétrico IgG 12 pA
Inmunosensor magneto Nuestro estudio,
SPE IgA 16,95 U Curva ROC 100 84 48
electroquimico 2013

*ELISA (Celikey, Suecia); "ELISA (Celikey-Phadia, Alemania); “ELISA (Eurospital, Italia); YELISA (INOVA, E.E.U.U.); *SPCE-MWCNTs-NPAus = electrodos monouso de carbén

modificados con multicapas de nanotubos de carbdn y nanoparticulas de oro.
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5.5. MAGNETOS INMUNOSENSORES ELECTROQUIMICOS PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-TG2 Y ANTI-PDG EN ENFERMOS CELIACOS

En esta seccion se busca mejorar el rendimiento analitico de los magnetos inmunosensores
electroquimicos en el diagnostico de la enfermedad celiaca, aumentando la sensibilidad de la
metodologia utilizando PM de pequefias dimensiones y la especificidad al detectar dos clases de
marcadores serologicos presentes en dicha enfermedad. Para ello, se desarrollaron inmunoensayos
para detectar anticuerpos anti-TG2 y anti-PDG, siendo algunos pardmetros no detallados

profundamente, debido a que este desarrollo se encuentra en tramite de patentamiento.

5.5.1. Inmovilizacion de PDG a las PM

El antigeno PDG se inmovilizo sobre las PM tosilo (PM1) como asi también sobre las PM
especificas para unir péptidos (PMz2). El didmetro de las PM utilizadas en esta seccion fueron de 1
um, a diferencia de las tosilo de 2,8 um utilizadas precedentemente en las secciones 5.3 y 5.4. Esta
disminucion de tamafio se realizo teniendo en cuenta la amplia evidencia bibliografica, en donde se
logran mejorar considerablemente la sensibilidad y reducir los tiempos de los ensayos al reducir el
tamario de la particulas magnéticas (Esseghaier y col., 2013; Yoo y col., 2013).

Con la finalidad de asegurar la maxima respuesta electroquimica y garantizar una buena
sensibilidad en la deteccidon de la enfermedad celiaca, se evalud la cantidad de PDG a inmovilizar
sobre las PMz2. Para ello, se varié la concentracion de PDG a cuatro niveles (A, B, C y D),
manteniendo constante la cantidad PM2 en 2 mg. La Figura 5.44 muestra las respuestas
electroquimicas obtenidas mediante el magneto inmunosensor para las diferentes concentraciones

de PDG, frente a un suero positivo y uno negativo clasificados clinicamente por el hospital.
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I suero positivo
Il suero negativo

A B Cc D
PDG (ng)

Figura 5.44. Seleccion de la concentracion de PDG a inmovilizar sobre PM2. Condiciones experimentales: o,1
mg mL" de PM2-PDG, sueros positivos y negativos diluidos 1:25 confirmados clinicamente, y anticuerpo antilgA

humana-HRP de 1:20000. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Como se observa, las respuestas electroquimicas de los sueros negativos fueron similares,

mientras que las respuestas de los sueros positivos mostraron un maximo en la concentracion de

PDG, representada con el nivel B. A mayor concentracion de PDG (segun los niveles C y D) se

obtiene una disminucion de la sefial analitica, lo cual sugiere una excesiva cantidad de antigeno por

PM2, ocasionando probablemente un enmascaramiento, por sobreinmovilizacion o inmovilizacion

inapropiada, de los sitios de reconocimiento de los anticuerpos y, por lo tanto, causando un

descenso de la respuesta electroquimica. Debido a todo esto, la concentraciéon de PDG indicada con

B por cada 2 mg PM2 fue la concentracion seleccionada para las posteriores determinaciones.

Con el objetivo de analizar la eficiencia de acople de PDG a las PM2, la cantidad total de

aminodcidos, luego de una hidrdlisis acida, se determiné con el ensayo de Ninhidrina. Como se desea

cuantificar un péptido de pequefio tamafio (~ 3 KDa), en el sobrenadante antes y después de la etapa

de inmovilizacion PM2-PDG, se selecciond el ensayo de Ninhidrina ya que posee una mayor

sensibilidad y mejor limite de deteccién (~10 veces mayor) con respecto al método de Bradford

(Mikkelsen y Corton, 2004). Primero, 700 pL de solucién de PDG antes y después de la etapa de

inmovilizacion sobre las PM2, se sometieron a una hidrdlisis acida con 500 pL. de 6 mol L™ HCl a 100

°C por 24 h para liberar amonio. Segundo, glicina se utilizé como solucion estandar para construir la
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curva de calibracion. Para ello, se prepar6 una solucion concentrada de glicina 50 p mol L™ en &cido
acético glacial 0,05% v/v y, a partir de esta solucidn, se generaron concentraciones diluidas en el
intervalo desde o a 50 uM. Tercero, el reactivo comercial de Ninhidrina (N7285-Sigma) se adiciond
tanto a las muestras como a las soluciones estandares y, posteriormente, todos los tubos se
incubaron durante 10 minutos a 100 °C. Luego, cuando los tubos se enfriaron a temperatura
ambiente, se les adiciono etanol 96 %. La lectura de absorbancia del producto generado se realizo a
570 nm y se construyd una curva de calibracion de la absorbancia en funcion de la concentracion de
glicina, cuya  ecuacion  ajustada  a  partir de la  regresion  lineal  fue
A=0,00263C (M) + 0153 (n =15, R* = 0,9943), ver Figura 5.45.

glicina

0,35
0,5
—— 0 uM glicina
—— 12,5 uM glici
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n 01
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N
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G
o 0,20
S
(o}
(72
e
<
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0 15 ' 30 45
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Figura 5.45. Curva de calibracion de glicina. El grafico inserto incluye los espectros para los cinco estdndares
de glicina analizados.

Se procesaron treinta lotes de PDG inmovilizado sobre las PM2 y cada uno se evalud con el
reactivo de Ninhidrina. Todos los lotes mostraron la misma tendencia, es decir, las absorbancias
promedios a A = 570 nm para PDG, antes y después de la inmovilizacion, fueron 0,262 + 0,004 (n=3) y
0,152 + 0,007 (n=90), respectivamente. Estos valores permitieron determinar la concentracién de
PDG a partir de la curva de calibracion de glicina. Las eficiencias de la inmovilizacién estuvieron

comprendidas entre el 88 al 112% (eficiencia promedio = 100%, CV% = 5,8%, n = 30).
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Con la finalidad de bloquear las PM2, se probaron BSA y un bloqueante de naturaleza peptidica
(BLOQ) seleccionado especificamente para las particulas como posibles bloqueantes, para evaluar si,
en estas condiciones, se lograba reducir la respuesta inespecifica y mejorar la relacion
sefial/adsorcion inespecifica del inmunoensayo. Para ello, dos sueros positivos y dos sueros negativos
a la enfermedad celiaca, clasificados clinicamente, fueron analizados con tres inmunoensayos
electroquimicos, uno utilizando las PM2-PDG sin bloquear y los otros dos con las PM2-PDG
bloqueados durante 10 minutos con una solucién de BLOQ o de BSA al 0,1% m/v. Las respuestas

electroquimicas obtenidas con cada inmunosensor se muestran en la Figura 5.46.

I PM2-PDG bloqueadas con BSA
6 - |HEl PM2-PDG sin bloquear
Il PM2-PDG bloqueadas con BLOQ

SP1 SP2 SN1 SN2

Sueros

Figura 5.46. Efecto de los diferentes bloqueos a las PM2-PDG sobre el rendimiento del magneto inmunosensor
electroquimico para APDG. Condiciones experimentales: 0,1 mg mL" de PM2-PDG, sueros positivos (SP1y 2) y
negativos (SN 1y 2) diluidos 1:25 y anticuerpo antilgA humana-HRP de 1:20000. Las barras de error muestran la

desviacion estandar para n = 3.

Como se puede observar, el ensayo realizado con las PM2-PDG sin bloquear presenté menor
respuesta inespecifica que los dos ensayos con etapas de bloqueo con BLOQ y BSA. Por lo tanto,
considerando los resultados experimentales, no se realizd etapa de bloqueo en las posteriores
inmovilizaciones del PDG a las PMo2.

La estabilidad de PM2-PDG en el rendimiento analitico del magneto inmunosensor
electroquimico se estudié durante un mes, en cuyo tiempo las PM2-PDG se conservaron a 4 °C. Las

condiciones experimentales usadas en todos los casos fueron: o,1 mg mL" de PM2-PDG, suero
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positivo y negativo a la enfermedad celiaca clasificados clinicamente, diluidos 1:25 y 1:20000 de
anticuerpo antilgA humana-HRP. Como se muestra en la Figura 5.47, no se observa un cambio
significativo en el periodo de tiempo analizado, confirmando la estabilidad de las PM2-PDG durante

al menos 1 mes, con un CV% global menor al 15%.
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® suero negativo }
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Figura 5.47. Estudio de estabilidad de las PM2-PDG realizado con el magneto inmunosenor electroquimico

para un suero negativo y otro positivo, confirmados con biopsia. Las barras de error muestran la DE para n = 3.

5.5.2. Optimizacion de los magnetos inmunosensores electroquimicos

El sistema de revelaciéon para HRP utilizado para detectar la sefal electroquimica fue
hidroquinona:H,0,, mediante amperometria en las condiciones optimizadas en la seccion 5.1.2. Con
la finalidad de desarrollar un dispositivo que pueda servir de prototipo para futuros desarrollos
comerciales, se considera que las lecturas amperométricas son mas faciles de implementar en la
construccion de instrumentos de pequefio tamafio y producciéon en masa, que las voltamétricas.
Segtn la optimizacidn realizada en la seccion 5.1, los cosustratos de HRP que brindaron las mejores
respuestas electroquimicas al ser analizados mediante amperometria, fueron hidroquinona, OPD, p-
aminofenol y pirocatecol (ver Figura 5.5). Hidroquinona fue seleccionada para los futuros ensayos,

debido a que es el compuesto mas ampliamente utilizado como cosustrato de HRP.
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Hasta el momento no se tiene conocimiento sobre metodologias electroquimicas que detecten a
los APDG como diagnodstico de la enfermedad celiaca. En esta seccidén, se optimizaron las
condiciones de los inmunosensores para la determinacion de APDG y ATGz2. Para los magnetos
inmunosensores electroquimicos destinados a la deteccion de APDG IgA e IgG se evaluaron los
siguientes parametros: el tipo de particulas magnéticas, la concentracion de PM-PDG vy los titulos de
anticuerpos antilgG humana-HRP y antilgA humana-HRP.

Primero, se seleccion¢ el tipo de PM sobre las cuales inmovilizar al PDG. El ensayo se realiz6 a
0,1 mg L™ PM-PDG, controles positivos y negativos (provenientes de un ensayo ELISA comercial) o
sueros positivos y negativos, diluidos 1:25 y un titulo de anticuerpo antilgA humana-HRP de 1:20000.
La Figura 5.48 muestra la respuesta electroquimica obtenida para cada muestra, usando los dos
tipos de PM. Por un lado, el inmunosensor con las PM2 como soporte de inmovilizacion del PDG
presento, para las diversas muestras las mayores sefales electroquimicas y permitié una mejor
diferenciacidon entre muestras positivas y negativas, con respecto al inmunosensor con las PM1. Por

otro lado, el protocolo de inmovilizacion PM2-PDG fue mas simple y rapido que para las PM1-PDG.

I PM1
I PM2

CPF CPD CN SP1 SP2 SP3 SP4 SP5 SN1 SN2 SN3

Muestras

Figura 5.48. Seleccion del tipo de PM donde inmovilizar a los PDG. Controles positivo fuerte (CPF), positivo débil

(CPD) y negativo (CN), sueros positivos (SP 1-5) y negativos (SN 1-3). Las barras de error muestran la desviacién

estandar para n = 3.

Segundo, las PM2-PDG se ensayaron en el intervalo desde 0,05 a 0,5 mg mL", en presencia de
controles positivos y negativos, diluidos 1:25 y anticuerpo antilgA-HRP de 1:20000. En la Figura 5.49

se observa un incremento en la corriente con el aumento de la cantidad de particulas, hasta el
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maximo de o,1 mg mL" de PM2-PDG. Las respuestas electroquimicas para las concentraciones de
PM2-PDG mayores que 0,1 mg mL" fueron similares respecto a la respuesta para o,1 mg mL". Por lo
tanto, esta concentracion se seleccion6 como la condiciéon optima a aplicar en los posteriores

ensayos.

8
I suero positivo
Il suero negativo
6 -
ERy
1)
2
0 -

[0,05] [0,1] [0,25] [0,5]
[PM1-PDG] (mg mL")

Figura 5.49. Seleccidn de la cantidad de PM2-PDG por inmunoensayo. Las barras de error muestran la

desviacion estandar para n = 3.

Tercero, muestras de sueros de pacientes celiacos se evaluaron mediante el magneto
inmunosensor electroquimico. La respuesta amperométrica de los sueros se evaluaron a diferentes
diluciones para definir el intervalo dinamico lineal para APDG-IgA. Se seleccion¢ el factor de 1:25 se
selecciond debido a que esta dilucion corresponde a la intensidad de corriente mdaxima, como se

puede observar en la Figura 5.50.
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2,4 H |l suero positivo
Il suero negativo

IC (nA)

110 1/25 1/50 1/100

Dilucion suero

Figura 5.50. Seleccién de la dilucion de suero. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Cuarto, se optimizaron los anticuerpos secundarios conjugados con la enzima HRP, para lo cual
los anticuerpos antilgG humana-HRP y antilgA humana-HRP se variaron desde 1:1500 a 1:9000 y
desde 1:10000 a 1:30000, respectivamente, frente a los valores éptimos de PM2-PDG y los controles
positivos y negativos. Acorde a los resultados y como, ademads, se pueden apreciar en las Figuras
5.51a y b, las diluciones de 1:9000 y 1:20000 de antilgG humana-HRP y antilgA humana-HRP,
respectivamente, fueron seleccionadas, ya que bajo estas condiciones se alcanzaron las corrientes

maximas y se logré saturar todos los APDG presentes en las muestras.
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I suero positivo
Il suero negativo
6 -
1/30000 1/20000 1/10000
Titulo de anticuerpo antilgA-HRP
(b) I suero positivo

Il suero negativo

1/9000 1/6000 1/3000 1/1500
Titulo de anticuerpo antilgG-HRP

Figura 5.51. Seleccion del titulo de anticuerpo antilg humana-HRP para la deteccion de APDG del isotipo

(@) IgG y (b) IgA. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Por un lado, los Ac antilgG humana-HRP presentan un aumento de la respuesta electroquimica
en los sueros negativos, a medida que disminuye la dilucion del anticuerpo. Esto puede deberse a
que, al aumenta la concentracion de éste, aumenta la cantidad de proteinas presentes en el medio vy,

por lo tanto, se favorece la union inespecifica de las mismas sobre las PM2-PDG. Por otro lado, la
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respuesta obtenida al utilizar el sistema de revelacion de Ac antilgA humana-HRP fue constante en
el intervalo evaluado, seleccionando el valor central de 1:20000 para garantizar la saturacién de todos

los APDG.

Para el desarrollo del magneto inmunosensor electroquimico de ATG2, se optimizé la
concentracion de PM1-TGz2, evaluando las mismas en el intervalo desde 0,05 a 0,75 mg mL”, en
presencia de los controles positivo y negativo, diluidos 1:25 y 1:20000 de anticuerpo antilgA humana-
HRP. A pesar de que se obtuvo un incremento en la intensidad de corriente a 0,25 mg mL™ de PMi-
TG2, como se puede ver en la Figura 5.52, se eligio 0,5 mg mL” como concentracién 6ptima para
garantizar que la cantidad de TGz en el ensayo reacciona con todos los ATG2 en la muestra. El resto
de los parametros del inmunoensayo se mantuvieron en las condiciones dptimas obtenidas en la

seccion 5.4.2.

1,6

I suero positivo
Il suero negativo

[0,05] [0,1] [0,25] [0,5] [0,75]
[PM1-TG2] mg/ml

Figura 5.52. Seleccidn de la concentracion de PM1-TG2. Las barras de error muestran la desviacion

estandar paran = 3.

5.5.3. Curvas de calibracion de los magnetos inmunosensores electroquimicos

Se construyeron tres curvas de calibracion, destinadas a la cuantificacién de anticuerpos
presentes en los enfermos celiacos, basados en APDG-IgA, APDG-IgG y ATGz2-IgA. Para ello, tres
controles positivos de 150 U de APDG-IgA, APDG-IgG y ATG2-IgA provistos por ensayos ELISA

comerciales (marca INOVA) se usaron como soluciones estandares y se construyeron tres curvas de
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calibracion en el intervalo de concentracion desde o a 150 U en funcion de la IC de reduccion. Las
ecuaciones de regresiones lineales se ajustaron a: 1C=0,0305C o5 0 U)+0,49 (n =15 R* =
0,9902), IC=0,041Cp; 1y (U)+196 (n =15 R*=0,98) y IC=0,011C,, 1y U)-0,06 (n =15
R* = 0,9877). La Tabla 5.19 muestra los parametros analiticos obtenidos para cada inmunosensor
electroquimico, con su respectiva solucion estandar. Las sensibilidades analiticas presentaron valores
similares en todos los inmunosensores (desde 0,2 a 0,8 U™). Las desviaciones estandares de las
pendientes (CV%) fueron menores que 4% en todos los casos. Los inmunosensores para APDG-IgG y
ATGz2 tuvieron los mas bajos LD, mientras que el inmunosensor para APDG-IgA presentd el intervalo

lineal mas amplio.

Tabla 5.19. Parametros analiticos para los tres magnetos inmunosensores electroquimicos.

Sensibilidad analitica ICV% Intervalo bLC ‘LD

Inmunosensor
(U (n=3) lineal (U) (U) (U)
APDG-IgA 0,2, 2,8 31,7 - 125 31,7 11,3
APDG-IgG 0,45 3,6 15,9 - 50 15,9 5,6
ATGZ 0185 0)3 1972 - 3775 19)2 71

*CV% = DEy/b x 100; "LC = 10 DE}, LD = 3,3 DE,..

Los resultados de precision intra- e inter-ensayo para tres niveles de APDG-IgA, APDG-IgG y
ATG2-IgA (controles positivo fuerte, positivo débil y negativo de cada anticuerpo proveniente de los
ensayos ELISA comerciales) obtenidas con los tres magnetos inmunosensores electroquimicos son
presentados en la Tabla 5.20. El CV% oscil6 desde 5% a 15% y desde 10% a 20% para los estudios de
precision intra- e inter-ensayo, respectivamente, los cuales fueron considerados aceptables para esta

clase de ensayos bioldgicos (DeSilva y col, 2003).
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Tabla 5.20. Precision intra- e inter-ensayo para las soluciones calibradores de APDG-IgA, APDG-IgG, ATG2 y APDG/ATG2

“Intra-ensayo I’Inter—ensayo
Ensayo Estadistica
Positivo fuerte  Positivo débil Negativo Positivo fuerte Positivo débil Negativo

APDG-IgA (U) 120 35 - 120 35 -

Inmunosensor APDG-IgA
CV% 5 8 9 10 15 14
APDG-IgG (U) 45 20 - 45 20 -

Inmunosensor APDG-IgG
CV% 12 10 8 13 18 13
ATGz2 (U) 35 18 - 35 18 -

Inmunosensor ATG2
CV% u 9 13 12 10 16
APDG/ATGz2 (U) 120 30 - 120 30 -
Inmunosensor APDG/ATG2

CV% 15 10 12 20 12 15

“La presicidn intra-ensayo se evalué mediante multiple andlisis (n = 5) en un ensayo.

®La presicién inter-ensayo se analizé mediante el analisis en tres corridas analiticas diferentes (n = 9).
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5.5.4. Ensayos seroldgicos

Se evaluaron 42 y 28 sueros de pacientes clinicamente clasificados como celiacos y no-celiacos,
respectivamente, mediante los magnetos inmunosensores electroquimicos destinados a la deteccion
de APDG-IgA, APDG-IgG y ATG2-IgA. Ademads, estos sueros fueron analizados con dos ELISA
opticos para APDG-IgA y APDG/ATG2, siendo el primero desarrollado en el laboratorio y el segundo
un ensayo comercial marca INOVA.

Los resultados de cada inmunosensor fueron analizados mediante las curvas ROC, de manera de
seleccionar los valores de corte que generen la mejor especificidad para discriminar entre pacientes
celiacos y no celiacos. La clasificacion de las muestras por los centros de salud espaiioles se bas6 en
los resultados de los ensayos ELISA para AGA-IgA y ATG2-IgA. Dos valores de corte se obtuvieron a
partir de las curvas ROC, uno para todas las muestras (n = 70) y otro para las muestras confirmadas
histoldgicamente con biopsia (n = 23). El doble andlisis se realizé debido a que sélo se disponia de los
resultados del método confirmatorio con biopsia para 23 muestras, mientras que para las muestras
restantes (n = 47) el resultado informado podria estar comprendido dentro del error propio de los
ensayos ELISA. Los hospitales utilizaron dos ensayos para detectar los AGA-IgA, uno marca INOVA
(SE = 96,3% y ES = 50,0%) y otro marca Biocientifica (SE = 96,2% y ES = 91,7%) y dos ensayos para
detectar ATG2-IgA, uno marca Biosystems (SE = 95,0% y ES = 99,4%) y el otro Biocientifica (SE =
93,6%y ES =94,3%).

La sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y negativos y las razones de
verosimilitud se muestran en la Tabla 5.21, teniendo en cuenta los dos valores de corte obtenidos
para cada magneto inmunosensor electroquimico.

El inmunosensor que presento el menor rendimiento analitico para discriminar entre pacientes
celiacos y no celiacos fue el destinado a la deteccion de APDG-IgG, evidenciando posible efecto
matiz de otros anticuerpos del isotipo IgG no especificos de la enfermedad celiaca, debido a la gran
proporcion en la cual esta clase de inmunoglubilina se encuentran dentro de la matriz seroldgica y a
la baja dilucion en la cual se analizaron los sueros (1:25).

Sin considerar este inmunosensor, para los valores de corte considerando todas las muestras, la
ES varié desde 93% a 100% para SE entre 81% a 93% y, para los valores de corte de las muestras
confirmadas con biopsia, la ES estuvo comprendida en el intervalo desde 80% a 100% para SE desde
85% a 100%. Las eficiencias globales de los métodos, representadas como ABC, indicaron que los
magnetos inmunosensores electroquimicos para APDG-IgA y considerando ambos criterios de
calculo del valor de corte, considerando las muestras confirmadas histolégicamente resultaron
altamente exactos y con magnitudes similares a los ELISA, tomados como métodos de rutina;

mientras el resto de los inmunosensores resultaron moderadamente exactos (Griener y col., 2000).
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Por otro lado, teniendo en cuenta los +LR y -LR, los métodos se clasificaron como “muy util”,
“moderadamente util” y “escasamente util” segtn los valores de “>10 y <0,1”, “(5 - 10) y (0,1 - 0,2)” y
“(2 - 5) v (0,5 - 0,2)”, respectivamente, acorde a la bibliografia (Chien y Khan, 2001). Ademas, ] es
comunmente usada para medir la eficiencia de diagnostico global, siendo madxima cuando el valor de
] se acerca a 1 (Schisterman et. al., 2005). Debido a todo ello, el mayor rendimiento analitico
comparable con los resultados de los métodos de rutina (ELISA) se obtuvo para el magneto

inmunosensor electroquimico de APDG-IgA, considerando los dos valores de corte obtenidos a

partir del andlisis de los resultados con las curvas ROC.
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Tabla 5.21. Andlisis de los datos mediante la curva ROC. Para cada ensayo, dos valores de corte con el criterio de la mayor especificidad en la discriminacion
entre casos celiacos y no celiacos se identificaron: uno para todas las muestras (n = 70) y otro para las muestras confirmadas histologicamente (n = 23). Los

intervalos de confianza para el 95% aparecen entre paréntesis

Todas las muestras (n =70)

Ensayo
Valor de corte (U) ABC SE (%) ES (%) +LR -LR J
Inmunosensor APDG-IgA 24 0,978 (0,910 - 0,998) 091(77-97) 96 (82-100) 25(4-174) o0,1(0,04-0,3) 0,869
Inmunosensor APDG-IgG 7 0,767 (0,651 -0,860) 67(51-80) 89(72-98) 6(2-19) 0,4 (0,2-0,6) 0,559
Inmunosensor ATG2 24 0,958 (0,881-0,991) 83(60-93) 93(77-99) 12(3-45) 0,2(0,09-0,4) 0,845
Inmunosensor APDG/ATG2 16 0,894 (0,797 - 0,955) 81 (66 - 91) 93(77-99) 1 (3-43) 0,2(0,1-0,4) 0,798
ELISA APDG-IgA 56 0,983 (0,915 - 0,999) 93 (81-99) 100 (88 - 100) o 0,07 (0,02 -0,2) 0,929
ELISA APDG/ATG2 29 0,981 (0,915-0,999) 93(81-99) 93(81-99) 13(3-50) 0,08 (0,03-0,2) 0,857
Muestras confirmadas histoldgicamente (n = 23)
Ensayo
Valor de corte (U) ABC SE (%) ES (%) +LR -LR J
Inmunosensor APDG-IgA 24 1,000 (0,852 - 1,000) 100 (75 - 100) 100 (69 - 100) o 0,0 1,00
Inmunosensor APDG-IgG 7 0,800 (0,582 -0,936) 69 (39 -91) 100 (69 - 100) o 0,3(0,1-0,7) 0,692
Inmunosensor ATG2 20 0,881 (0,678 - 0,977) 85(55-98) 80 (44 - 96) 4 (1-15) 0,2 (0,05 -0,7) 0,646
Inmunosensor APDG/ATG2 6 0,927 (0,738 - 0,993) 85(55-98) 100 (69 - 100) o 0,2 (0,04 -0,6) 0,846
ELISA APDG-IgA 40 1,000 (0,852 - 1,000) 100 (75 —100) 100 (69 —100) 0 0,0 1,00
ELISA APDG/ATG2 53 1,000 (0,852 - 1,000) 100 (75 —100) 100 (69 - 100) 0 0,0 1,00
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La Tabla 5.22 muestra la correspondencia de los resultados obtenidos mediante el diagndstico
del hospital y los resultados logrados con los valores de corte de las curvas ROC. Nuevamente, el
menor rendimiento analitico se obtuvo con el magneto inmunosensor electroquimico para APDG-
IgG. Los otros inmunosensores tuvieron buenas caracteristicas, como SE y ES, que rondaron desde
80 a100% y eficiencias desde 83 a 100%. Los valores de coeficiente Kappa de Cohen desde 0,81 a 1,00,
desde 0,61 a 0,80 y desde 0,41 a 0,60 se clasificaron como “Excelente”, “Sustancial” y “Moderado”
mediante las guias publicadas (Khan y Chien, 2001). Ademas, teniendo en cuenta que los valores
PFP% y PFN% menores que 15% se consideran aceptables, los inmunosensores que presentaron
mayores porcentajes fueron los destinados a la deteccion de APDG-IgG y ATG2, considerando los
valores de corte calculados para todas las muestras y los inmunosensores para APDG-IgG y ATG2,
teniendo en cuenta el valor de corte calculado para las muestras confirmadas histoldgicamente. Esto

refleja que los inmunosensores con altos PFP% y/o PFN% tienen alta probabilidad de clasificar a una

muestra como celiaca, cuando en realidad no lo es y viceversa.

Tabla 5.22. Tablas de contingencia.

Todas las muestras (n =70)

Ensayo Valor de corte SE ES PFP PFN Eficiencia (%)
(V) (%) (%) (%) (%)
I“?;‘SZT;‘;“ 24 90 96 9 u  93(k=0,854)
Inmunosensor a
APDG-IgG 7 69 89 31 1 77 (°k = 0,494)
Inmunosensor ATG2 24 81 96 19 4 87 (°k = 0,765)
ELISA APDG-IgA 56 93 100 7 0 96 (°k = 0,882)
ELISA APDG/ATG2 29 86 96 14 4 90 (°k = 0,852)
Muestras confirmadas histologicamente (n = 23)
Ensayo Valor de corte SE ES PFP PFN Eficiencia (%)
(V) (%) (%) (%) (%)
Inmunosensor a
APDG-IgA 24 100 100 o o 100 (°k =1,000)
Inzllllll)lg?legnéor 7 69 100 ) 31 83 (°k = 0,572)
Inmunosensor ATG2 20 85 8o 20 15 83 (°k = 0,563)
ELISA APDG-IgA 40 100 100 ) 0 100 (*k =1,000)
ELISA APDG/ATG2 53 100 100 ) ) 100 (°k = 1,000)

°k = Kappa de Cohen

Finalmente, se puede concluir que el magneto inmunosensor electroquimico para detectar
APDG-IgA fue el que presentd el mejor rendimiento analitico de los ensayos electroquimicos, con
resultados similares a los ELISA o6pticos, tomados como metodologias de rutina. Cabe sefialar que

dentro de las metodologias desarrolladas para detectar APDG, como diagnostico de la enfermedad
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celiaca se encuentran inmunoensayos Opticos y un ensayo inmunofluorométrico, cuyas

caracteristicas principales se detallan en la Tabla 5.23.

Tabla 5.23. Métodos basados en inmunoensayos desarrollados para APDG.

SE ES N2 muestras

Soporte Técnica analitica Isotipo (%) (%) analizadas Referencias
Microplaca s IgA - - Aleanziy
ELISA Inmunoensayo 6ptico G ) ) 70 col., 2001
Microplaca s Schwertz y
ELISA Inmunoensayo optico IgA 82 84 128 col., 2004
Microplaca s IgA 95 99 Sugaiy col.,
ELISA Inmunoensayo 6ptico G 92 100 205 006
Microplaca s IgA 98 93 Niveloni y
ELISA Inmunoensayo 6ptico G 97 100 141 col., 2007
Fase sélida Ensayo IgA 92 90 Ankelo y
. . s 168
lantanido inmunofluorométrico IgG 75 98 col., 2007
Microplaca a s IgA 84 90 Voltay col.,
ELISA Inmunoensayo optico 1gG 84 o8 562 2008
Microplaca a s IgA - - Barbato y
ELISA Inmunoensayo 6ptico G ) ) 40 col., 2011
Microplaca b s IgA 97 92 Sakly y col.,
ELISA Inmunoensayo 6ptico G o4 o4 139 o
IgA o1 96 o
Electrodo Magneto inmunosensor IgG 67 89 7
m-GEC electroquimico IgA 100 100 , Este estudio,
IgG 69 100 3 2013
Microplaca . IgA 93 100 70
ELISA Inmunoensayo 6ptico TgA 00 100 2

’Quanta Lite Gliadin II IgG e IgA; Inova Diagnostics, San Diego, CA, E.E.U.U., ®Elisa Euroimmun,
Liibeck, Alemania.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante el magneto inmunosensor
electroquimico para APDG-IgA, el rendimiento analitico fue similar o superior a los encontrados en
la bibliografia cuando se considera la totalidad de las muestras o sélo las muestras confirmadas
histoldgicamente, respectivamente. Esto demuestra que la metodologia electroquimica tendria
similares caracteristicas que los ELISA opticos, utilizados rutinariamente en el diagnoéstico de la
enfermedad celiaca. Cabe destacar que las metodologias electroquimicas presentan la potencialidad,
frente a los ensayos ELISA opticos, de poder desarrollar dispositivos de pequeias dimensiones que
permitan disminuir el volumen de muestra y reactivos y ser acoplados a instrumentacién portdtiles,
facilmente transportable a los diferentes centros de salud alejados de las grandes urbanizaciones.

La Tabla 5.24 muestra las metodologias electroquimicas desarrolladas hasta el momento,

destinadas al diagnostico de anticuerpos presentes en los enfermos celiacos. Como se puede
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observar, existe una evolucién desde la deteccion individual de AGA y ATG2 hasta su deteccion
combinada. Conociendo las limitaciones de los AGA, es decir que estos no presentan buena
especificidad para la enfermedad celiaca, se han desarrollado los APDG que resultan mas especificos
y sensibles en el diagnostico.

Por otro lado, sélo uno de los articulos (Pividori y col., 2009) calculan la SE y ES de las
metodologias, lo cual dificulta la comparacién entre los diferentes desarrollos. Ademads, el nimero de
muestras analizadas en nuestros estudios fueron ampliamente superiores al utilizado en todos los
ensayos electroquimicos encontrados en bibliografia destinados al diagnéstico de la enfermedad
celiaca. En base a todos estos hallazgos, se deduce que el magneto inmunosensor electroquimico
para detectar APDG-IgA presento6 el mejor rendimiento analitico. Cabe destacar, que las particulas
magnéticas especificas para la union de péptidos han mostrado un excelente comportamiento
analitico como soporte de la reaccion del inmunosensor. Las ventajas de utilizar este tipo de PM

radican en el simple y rapido protocolo requerido para la inmovilizacion.
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Tabla 5.24. Métodos electroquimicos de diagnostico de la enfermedad celiaca

Soporte Técnica analitica Analito SE (%) ES (%) Ne muestras Referencias
SPE Inmunosensor impedimétrico ATG2-IgA e IgG - - 6 Balkenhohl y Lisdat, 2007
TG2 inmovilizada en GEC Inmunosensor amperomeétrico ATG2-IgA 70 100 20 Pividori y col., 2009
Electrodo Au Inmunosensor amperomeétrico AGA-IgG - - 22 Pereira y col., 2010
Autoensamble de *CMC Biosensor supramolecular AGA-IgA e IgG - - 2 Ortiz y col., 201
Electrodo Au con tioles Inmunosensor impedimétrico ATG2-IgA e IgG - - 16 Dulay y col., 2011
Electrodo Au con tioles Inmunosensor impedimétrico AGA-IgA e IgG - - 6 Rosales-Rivera y col., 2on
"SPCE-MWCNTSs-NPAus Inmunosensor voltamétrico ATG2-IgA e IgG - - 8 Neves y col., 2012a
b AGA-IgA
SPCE-MWCNTs-NPAus Inmunosensor voltamétrico - - 10 Neves y col., 2012b
AGA-IgG
ATG2-IgA
ATG2-1gG
SPE Inmunosensor voltamétrico - - 6 Neves y col., 2013
AGA-IgA
AGA-IgG
SPE Inmunosensor magneto voltamétrico ATG2-IgA 100 84 48 Kergaravat y col., 2013
APDG-IgA o1 96
APDG-IgG 67 89
m-GEC Inmunosensor magneto amperométrico 70 Nuestro estudio, 2013
ATG2-IgA 83 93
APDG/ATG2 81 93

*CMC = carboximetilcelulosa; "SPCE-MWCNTs-NPAus = SPE nanoestucturados — nanotubos de carbono multicapas modificados con carboxilos -

nanoparticulas de oro.

193 - |



6. CONCLUSIONES

-194 - |




Kergaravat, Silvina Vanesa -2014 -

CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

A partir de las metodologias desarrolladas en la presente tesis se obtuvieron las siguientes
conclusiones parciales:

En la primera seccion, se optimizaron las sefiales electroquimicas de siete cosustratos en los
sistemas HRP-cosustrato-H,O,, mediante ensayos de optimizacion de un factor y optimizaciones
sistematicas con técnicas quimiométricas. La técnica electroquimica seleccionada fue la voltametria
de onda cuadrada para todos los sistemas de revelacion, excepto para el sistema con TMB como
cosustrato. Este cosustrato presentd la particularidad de que sus potenciales de oxidacion y
reduccién en la VC estuvieron muy proximos entre si; por lo cual al aplicar un barrido en la rama
catddica se obtenia una corriente de reduccion indeseada debido a productos de oxidacion
generados por el potencial aplicado y no como consecuencia de la reaccidén enzimatica. Es por ello
que este fue el Unico sistema so6lo analizado mediante amperometria. El cosustrato OPD mostré la
mayor eficiencia electroquimica y buenas caracteristicas en su rol como cosustrato de HRP (alta
afinidad y eficiencia por la enzima) en comparacion a los otros seis cosustratos. A partir de los siete
sistemas optimizados se construyeron curvas de calibracién para la cuantificacion de HRP. Las
sensibilidades analiticas de los diferentes sistemas fluctuaron desde 3,0 x 10 a 1,3 x 10° mol L™ de
concentracion de HRP. El sistema HRP-OPD-H,O, present¢ el intervalo lineal mas amplio (9,6 x
10" a 1,9 x 10" mol L™) con el menor LD (3,0 x 10™ mol L™), en un tiempo de reaccién reducido (60
s); por lo cual fue seleccionado con la finalidad de, posteriormente, ser aplicado como sistema de
revelacion de diferentes ensayos de bioafinidad.

En la segunda seccién, se puso a prueba la capacidad de recuperacion y preconcentracion de un
analito a partir de una matriz compleja, mediante la utilizacién de PM funcionalizadas. Para ello, se
desarrollé un magneto biosensor electroquimico basado en un formato competitivo simple con la
finalidad de cuantificar biotina en muestras de origen lacteo. Especificamente, la biotina presente en
las muestras y la biotina-HRP compitieron por los sitios libres de estreptavidina, la cual se
encontraba inmovilizada sobre PM. La recuperacion de las PM modificadas se realizé directamente
sobre el transductor electroquimico (m-GEC) y se utilizé OPD-H,O, como sistema de revelacion de
la actividad enzimdtica mediante voltametria de onda cuadrada. El tiempo de andlisis total fue de 40
minutos para 20 ensayos realizados conjuntamente. A partir de una curva de calibracion para

biotina, se pudo cuantificar la vitamina en un suplemento dietario y una formulacién infantil. A
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partir de adiciones de biotina estandar en las muestras se lograron buenas recuperaciones, que
oscilaron entre 86 y 120%. Ademads, la adicion de la vitamina en una muestra libre de biotina
permitieron comprobar la ausencia del efecto matriz, ya que se obtuvieron recuperaciones entre 95y
110%, con CV% menores al 15%. La eficacia en las recuperaciones a partir de matrices complejas, con
alto contenido proteico, puede ser atribuida al uso de las PM como soporte de la reaccién, pudiendo
ser facilmente manipuladas con la utilizaciéon de imanes permanentes. El método desarrollado con
un LD de 20 pg L* (9 pg de biotina en 100 g de muestra) ofrece como ventaja, con respecto a las
metodologias cldsicas de cuantificacién de biotina, un procedimiento simple y rapido, sin necesidad
de extracciones complejas y/o derivatizaciones, en el cual sdlo se requiere un simple pretratamiento
de la muestra basado en una extraccién con solucion tampon.

En la tercera seccion, se desarrolld6 un magneto inmunoensayo fluorescente basado en TG2
inmovilizada sobre PM tosilo, con la finalidad de detectar ATG2, de manera de contribuir al
diagnostico de la enfermedad celiaca. Con respecto al rendimiento analitico logrado con el presente
desarrollo, se pueden destacar ciertas ventajas con respecto a los ensayos ELISA, con deteccion
optica, disponibles comercialmente y utilizados como métodos de rutina en los centros de salud: (i)
el sistema de revelacién usado en el magneto inmunoensayo fluorescente permitié disminuir 10
minutos el tiempo total de ensayo; (ii) el método presentado es aproximadamente cuatro veces mas
sensible; (iii) las PM-TG2 mostraron buena estabilidad y baja adsorcidn inespecifica del anticuerpo
rotulado con HRP, cuando el analito de interés no estaba presente en el ensayo; (iv) se obtuvo un
menor valor de corte (8,1 U de ATG2 frente a 20 U del ELISA) a partir de la curva ROC que permitio
una buena discriminacion entre pacientes celiacos y no celiacos, con una SE de 96,6%, una ES de
94,7% y una eficiencia como ABC de 97,0%. La utilidad clinica del magneto inmunoensayo
fluorescente se demostro mediante el andlisis de 48 muestras provenientes de pacientes clinicamente
clasificados como celiacos y no celiacos. El inmunoensayo exhibié una SE del 96,6%, una ES del
89,5% y una eficiencia del 93,7% comparado con el ELISA comercial. Acorde a todas estas
caracteristicas, el magneto inmunoensayo fluorescente propuesto puede ser considerado como una
herramienta analitica de alto rendimiento para el diagnostico clinico de la enfermedad celiaca.

En la cuarta seccion, se desarrollé un magneto inmunosensor electroquimico para la deteccion
de ATGz2 en pacientes celiacos. En las etapas de optimizacién y validacion, se utilizé un prototipo a
partir del cual se seleccionaron las condiciones optimas del inmunoensayo. Para ello, las PM-TG2 se
utilizaron como soporte de la inmunoreaccidn, permitiendo la captura del analito modelo ATG2 del
isotipo IgG desarrollados en cabra, disponible comercialmente, con la posterior deteccion
electroquimica mediante el empleo del sistema de revelacion previamente optimizado (OPD-H,O,).
Como sistema de transduccion se empled la celda electroquimica tradicional constituida por tres

electrodos, siendo el electrodo de trabajo (c-GEC) disefiado en nuestro laboratorio. Se logré un buen
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rendimiento analitico del prototipo desarrollado, con recuperaciones desde 94 a 123% del ATG2
modelo a partir de suero y plasma como matriz, con precisiones intra- e inter-ensayo menores al 13%
y al 16%, respectivamente. Posteriormente, buscando miniaturizar el prototipo optimizado y lograr
un desarrollo con mayor potencialidad de ser comercializado y producido en grandes cantidades
para su implementacion en el mercado, se transfirieron las condiciones optimizadas en el
transductor c-GEC a los SPE. Este nuevo formato se utilizo para evaluar ATG2 presentes en sueros a
partir de 48 muestras de pacientes clasificados clinicamente como celiacos y no celiacos, obteniendo
un valor de corte de 16,95 U de ATG2, mediante el analisis con la curva ROC con SE del 100% y ES del
84%. Al comparar los resultados obtenidos con el magneto inmunosensor electroquimico con los de
un ELISA comercial, se obtuvieron iguales SE y ES que las calculadas a partir de la curva ROC y una
eficiencia del 93,7%. El ensayo propuesto es mas simple, econdmico y no depende de la subjetividad
del operador comparado con los métodos seroldgicos de alta especificidad para la enfermedad
celiaca que detectan a los EMA mediante IFI. Ademads, presentdé buena SE y ES en el andlisis
seroldgico comparado con los ELISA de deteccién oOptica, utilizando un procedimiento analitico sin
pretratamiento de las muestras y con instrumental mas econémico.

En la quinta seccioén, se desarrolld un magneto inmunosensor electroquimico para la deteccion
amperométrica de APDG y se compararon sus caracteristicas con un desarrollo cuyo
biorreconocimiento se basada en ATG2. En el disefio de los inmunosensores se seleccionaron
particulas magnéticas de pequefio tamafio para inmovilizar a los PDG y TG2, con la finalidad de
aumentar la sensibilidad y disminuir los tiempos del inmunoensayo. Diferentes estrategias basadas
en magnetos inmunosensores electroquimicos fueron desarrolladas y aplicadas al analisis de
muestras de pacientes celiacos y no celiacos. Los resultados de cada inmunosensor fueron analizados
mediante las curvas ROC, manteniendo el criterio de la mejor especificidad, que permita discriminar
entre pacientes celiacos y no celiacos, de manera de disminuir los falsos negativos y someter a
personas no celiacas a la confirmacién con biopsia. Dos valores de corte se calcularon, uno para
todas las muestras analizadas (n = 70) y otro para las muestras confirmadas histoldgicamente con
biopsia (n = 23). Por un lado, se detectaron los APDG para los isotipo IgA e IgG en los sueros, debido
a que existe amplia informacién bibliografica de que ambos isotipos son buenos marcadores
seroldgicos de la enfermedad celiaca. En el caso particular de este desarrollo, el inmunosensor para
APDG-IgG presenté una menor SE, considerando los dos criterios de corte con respecto al
inmunosensor para APDG-IgA. Esto puede se atribuido a un, posiblemente, efecto matriz causado
por anticuerpos IgG no especificos de la enfermedad celiaca; debido a la abundancia de anticuerpos
del isotipo IgG en el suero humano. Por otro lado, la deteccion de ATGz2-IgA presenta un
rendimiento analitico aceptable (SE y ES superiores al 80%) pero inferior al obtenido mediante

APDG-IgA. Al comparar los resultados obtenidos mediante los diferentes magnetos inmunosensores
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electroquimicos con los resultados informados por los hospitales, se obtienen bajos rendimientos
nuevamente para el inmunosensor que detecta APDG-IgG. Teniendo en cuenta las muestras
confirmadas histolégicamente (n = 23), el inmunosensor con mayor rendimiento fue APDG-IgA (SE,
ES y eficiencia de 100%); con similares caracteristicas a dos ELISA tradicionales, ensayados
simultdneamente como métodos de rutina. En funcién de todo esto, cabe destacar que el magneto
inmunosensor electroquimico que detecta APDG-IgA presenté un buen rendimiento analitico en la
discriminacién de pacientes con y sin enfermedad celiaca, no existiendo en bibliografia evidencia de

metodologias electroquimicas con finalidades similares.

En referencia a los objetivos propuestos para este trabajo de tesis y teniendo en cuenta las
conclusiones particulares antes mencionadas se concluye que:

% Se optimizaron siete sistemas de revelacion para HRP, una enzima comunmente utilizada
como rotulo en los diferentes formatos de la inmunoreaccion. Ademads, se compararon los
rendimientos analiticos de cada sistema, seleccionado el que presentd el mejor comportamiento al
ser evaluados mediante técnicas electroquimicas.

% Se desarrollaron metodologias analiticas, incluyendo a las PM como soporte de la reaccion de
bioafinidad, obteniendo buenas recuperaciones de analitos bioldgicos al ser evaluadas dentro de
matrices complejas, como son los alimentos y los sueros sanguineos. Las particulas magnéticas
especificas para unir péptidos demostraron un buen rendimiento analitico al ser utilizadas en el
disefio del inmunosensor APDG, involucrando un procedimiento de inmovilizacién mas rapido y
simple que el que requieren las PM funcionalizadas con grupos tosilo.

% Se detectaron los ATG2-IgA con elevada sensibilidad y especificidad mediante dos
metodologias analiticas acopladas a deteccion fluorescente y electroquimica. Los anticuerpos
captados mediante un formato de inmunoreaccién indirecto, localizados sobre PM funcionalizadas
con grupos tosilo, fueron facilmente manipulados con el empleo de magnetos pemanentes, ubicados
por debajo de placas de microtitulaciéon de 96 pocillos, en la metodologia fluorescente o en el
transductor (c-GEC o SPE) en la metodologia electroquimica.

% Se aplicaron las dos metodologias desarrolladas para la deteccién de ATG2 en el diagnostico
de la enfermedad celiaca. Al comparar el magneto inmunoensayo fluorescente, con respecto a los
ELISA tradicionalmente utilizados como métodos de rutina en los centros de salud, se puede
concluir que se redujo el valor de corte a la mitad aproximadamente, se disminuy6 el tiempo de
analisis en 30 min y se obtuvo cuatro veces mas sensibilidad en el diagndstico. En cuanto al magneto
inmunosensor electroquimico, este es mds simple, econémico y no depende de la subjetividad del
operador en comparacién con la determinacion de los EMA, utilizados como metodologias de

referencia en el diagnostico de la celiaquia y se obtuvo el doble de sensibilidad en el diagnodstico, con

-198 - |



Kergaravat, Silvina Vanesa -2014 -

CONCLUSIONES

un valor de corte similar al del ELISA. Comparando las metodologias desarrolladas, en el caso de
aquella con deteccion fluorescente se requirio un menor tiempo de andlisis, el doble de sensibilidad
en el diagndstico y un menor valor de corte que la electroquimica; sin embargo, ambas lograron
buena discriminacion entre muestras provenientes de pacientes celiacos y no celiacos y presentaron
la misma eficiencia frente a las muestras clinicamente diagnosticadas (93,8%). Si bien, ambos
desarrollos presentan la potenciabilidad de transferencia a dispositivos miniaturizados, existen
mayores evidencias de implementacidén en metodologias con deteccidn electroquimica. Esto se debe
a que las magnitudes eléctricas (diferencia de potencial, intensidad de corriente, carga, etc.) en
contraste con ciertas magnitudes Opticas (como son la absorcién de la energia radiante) pueden ser
facilmente controladas en escalas dimensionales pequenas, utilizando pequefios dispositivos como
fuentes de energia y nano/microelectrodos como transductores. Recientemente, métodos basados en
estas técnicas son considerados innovacion tecnologica, ya que pueden ser utilizados como métodos
de rutina, una vez cumplidos los requisitos de fiabilidad, validacion y comercializacion.

% Se demostraron la utilidad diagnodstica de los APDG-IgA, debido a que se obtuvieron
excelentes valores de sensibilidad y especificidad en el magneto inmunosensor electroquimico, con
rendimiento analitico similar a los logrados con ELISA optica, utilizado como metodologia
tradicional de deteccion de estos anticuerpos. Ademas, se compararon los rendimientos analiticos de
diferentes magnetos inmunosensores electroquimicos destinados a la deteccién de APDG-IgA,
APDG-IgG y ATG2-IgA con los obtenidos mediante ELISA tradicionales. Los mejores resultados se
lograron con el inmunosensor para APDG-IgA. Es importante remarcar que en bibliografia no se ha
encontrado ninguna metodologia con deteccion electroquimica destinada a los APDG-IgA, por lo
que esta estrategia se encuentra en tramite de patentamiento.

¢ Se transmitieron los resultados logrados en diferentes medios de difusién gréficos, como
diarios y revistas de alcance internacional; y audiovisuales como radio y television.

% El doctorando logré incorporar nuevos conocimientos y actitudes frente a las diferentes
dificultades presentadas en el transcurso de la tesis. Ademas, en funcion de los objetivos especificos
de la tesis, se comprendié la importancia de desarrollar metodologias que mejoren el diagnostico de
la enfermedad celiaca a partir del intercambio y el planteo de necesidades de los profesionales de la
salud, contribuyendo en la difusién y la produccién de dispositivos que seran de utilidad para la

sociedad en general.
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Con la finalidad de mejorar la especificidad de los inmunoensayos en el diagnéstico de la
enfermedad celiaca, se deberia cambiar el antigeno TGz proveniente de cobayo por TGz
recombinante humana, debido a que entre ambas proteinas existe un 81% de homologia.

Los resultados logrados con los inmunoensayos con deteccion electroquimica y fluorescente
fueron muy alentadores, lo cual deja abierta la posibilidad de nuevos desarrollos en el diagnostico de
la enfermedad celiaca. La miniaturizacién de los procedimientos analiticos a partir de microchips,
plataformas microfluidicas, laboratorio sobre un chips o Sistema de Microanalisis Total son las
tendencias actuales de los andlisis biologicos y quimicos. Estos sistemas son disefiados con la ventaja
de utilizar pequenias cantidades de muestra y disminuir el consumo de reactivos, generar analisis
rapidos, reducir costos y posibilidad de realizar detecciones fuera del laboratorio. Ademads, incluir
PM en estos desarrollos posibilita la facil miniaturizacion y automatizacion mediante la
manipulacidon controlada por actuadores magnéticos en microsistemas que incluyan microcanales y
microceldas. En este contexto, la deteccion fluorescente y electroquimica serian las mas factibles de
aplicar con respecto a la deteccidn optica de espectroscopia UV-VIS, ya que los métodos basados en
absorbancia no son lo suficientemente sensibles en pequeiia escala, debido a que el paso dptico se
reduce por los pequenos calibres de los microcanales utilizados.

Los inmunoensayos aqui presentados siguen en continuo estudio y desarrollo dentro de nuestro
grupo de investigacion, con el objetivo de mejorar las condiciones de la transduccion de la sefial
analitica a través del empleo de nuevos materiales y con la finalidad de lograr la construcciéon
completa de los futuros dispositivos, con bajos costos de produccion y el empleo de insumos
nacionales. Desde el punto de vista especifico de la enfermedad celiaca, el contar con dispositivos
bioanaliticos economicos resulta primordial, ya que cualquier centro de salud podria disponer de
una simple metodologia para estudios poblacionales, anticipando el tratamiento para aquellos
pacientes asintomadticos y, ulteriormente, evitando complicaciones para los pacientes que la
padezcan. Ademas, estos prototipos pueden ser facilmente transferidos con diversas finalidades,
como ser la deteccion de marcadores de otras enfermedades o controlar los niveles de los
componentes permitidos y no permitidos en un alimento o medicamento, entre otras muchas

aplicaciones.
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escalones (AE); el periodo de onda cuadrada (t); el tiempo de retardo (T4); y tiempos de
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permitiendo eventualmente la remodelacion de la mucosa con hiperplasia de las criptas y
atrofia de las vellosidades. Ademas, la activacién de los linfocitos B y la pérdida de
tolerancia posibilita la producciéon de anticuerpos anti-TG2 (Crespo Pérez y col., 2012).
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auxiliar; (b) SPE ensamblado en el conector y listo para usar.
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los sistemas de tres electrodos y SPE como transductores.

Figura 4.6. Esquema del protocolo del magneto inmunosensor electroquimico destinado
a la deteccion de ATG2.

Figura 5.1. (a) Mecanismo enzimatico de HRP sobre la superficie del electrodo, y (b)
Estructuras quimicas de los cosustratos de HRP.

Figura 5.2. Voltametria Hidrodindmica. En la Tabla 4.1 se muestran las condiciones
experimentales para los siete sistemas HRP-cosustrato-H,O,.

Figura 5.3. Voltametria de onda cuadrada y amperometria. En la Tabla 4.1 se muestran
las condiciones experimentales para los siete sistemas HRP-cosustrato-H,O,.

Figura 5.4. Estudios cinéticos de la reaccién enzimadtica con hidroquinona-H,O, como
sustratos. El grafico de la densidad de corriente (pA cm™) obtenido por VOC en funcion
del tiempo de reaccién (s) para 1,9 x 10° mol L™ de HRP, 2 x 102 mol L de
hidroquinona, 2 x 107 mol L™ de H,0, y soluciéon tampoén de fosfato o,1 mol L™ y KCI 0,1
mol L7, pH 7,50 como medio de reacciéon. Primero, se evaluaron 10 ciclos consecutivos
cada 60 s durante 10 min. En el grafico inserto, se recolectd la sefial electroquimica cada
20 s durante 3 min.

Figura 5.5. Grifico de la respuesta relativa (densidad de corriente/concentracion
enzimatica) en pA cm™/107° mol L™ en funcién de los sistemas HRP-cosustrato-H,0,

para VOC y amperometria. Las condiciones de reaccion para el sistema HRP-fenol-H,O,
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fueron [HRP] = 3,8 x 10™° mol L7, [fenol] = 2,5 x 102 mol L™, [H,0,] =1,25 x 102 mol L™ a
un pH de 7,5; para el sistema HRP-OPD-H,O, fueron [HRP] = 3,8 x 10® mol L™, [OPD] =
2,5 x 10> mol L7, [H,0,] = 1,25 x 102 mol L™ a un pH de 6,0; para el sistema HRP-p-
clorofenol-H,O, fueron [HRP] = 1,9 x 10™° mol L™, [p-clorofenol] = 7,5 x 10 mol L7,
[H.O,] = 1,9 x 102 mol L™ a un pH de 6,0; para el sistema HRP-hidroquinona-H,O,
fueron [HRP] = 3,8 x 10™° mol L™, [hidroquinona] = 2,5 x 102 mol L™, [H,0,] = 2,5 x 1073
mol L™ a un pH de 7,5; para el sistema HRP-pirocatecol-H,O, fueron [HRP] = 9,5 x 10™°
mol L™, [pirocatecol] = 2,0 x 10> mol L™, [H,0,] =1,0 x 10> mol L™ a un pH de 6,0; para el
sistema HRP-p-aminofenol-H,O, fueron [HRP] = 9,5 x 10 mol L™, [p-aminofenol] = 2,0
x 107> mol L7, [H,0,] = 2,0 x 102 a un pH de 5,0. Para todos los sistemas la solucién
tampon fue fosfato o,1 mol L™ y KCl 0,1 mol L™. La desviacion estandar se calculd para n =
3.

Figura 5.6. Curvas de calibracién para el cosustrato oxidado comercial p-benzoquinona
(negro) e hidroquinona oxidada electroquimicamente (verde oliva).

Figura 5.7. Curva de calibraciéon de la respuesta electroquimica en funcién de la
concentracion de los cosustratos oxidados electroquimicamente.

Figura 5.8. Curva cinética enzimdtica para el sistema HRP-OPD-H,O, y grafico
reciproco de Lineweaver-Burk en el grafico inserto. Condiciones de reaccion: solucion
tampon de fosfato 0,1 mol L™ y KCl 0,1 mol L™ a pH de 6,0; concentraciéon HRP = 3,8 x
10° mol L™. (a) Concentracién H,O, constante = 6 x 10> mol L™; (b) concentracién OPD
constante = 2,5 x 10> mol L™.

Figura 5.9. Representacién esquemadtica de tres procedimientos competitivos
denominados estrategias 1, 2 y 3 para la determinacion de biotina. Etapa A: incubacion de
biotina con PM-estrepatavidina, Etapa B: separacion mediante m-GEC y lavado, Etapa C:
adicion de biotina-HRP e incubacion.

Figura 5.10. Voltamograma obtenido mediante la VOC para la estrategia 2, cuyas
condiciones fueron 2,5 x 10® y 1,25 x 10> mol L™ de OPD y H,O,, respectivamente, a un
pH de 6,0y 60 s de tiempo de reaccion.

Figura 5.11. Respuesta electroquimica media con su desviacién estandar (n = 3) para las
diferentes estrategias en la reaccion de afinidad.

Figura 5.12. Respuesta electroquimica media con desviacion estdndar (n = 3) para cada
concentracion de biotina-HRP. Las condiciones experimentales fueron PM-estreptavidina
de 0,35mgmL" y biotina-HRP desde 3,7 x10° a 4,5 x 10° mol L.

Figura 5.13. Curva de regresion de biotina: densidad de corriente en funcion de la
concentracion de biotina. Las condiciones experimentales fueron PM-estreptavidina de
0,35 mg mL", biotina-HRP de 3,5 x 10® mol L y biotina desde 4 x 10® a 3,57 x 107 mol L".

El gréfico inserto incluye cinco voltamogramas tipicos mediante VOC.
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Figura 5.14. Recuperacion % para muestras con adicion de biotina y solucion estandar (a)
a 12 pg de biotina en 100 g, y (b) a 150 pug de biotina en 100 g, en funcion del tiempo. Cada
columna representa la media de al menos cinco medidas con la desviacion estandar.
Figura 5.15: Inmovilizacién de TGz sobre las PM tosilo.

Figura 5.16. Curva de calibracion de BSA en agua milliQ para el ensayo de Bradford.
Figura 5.17. Espectro de absorcion de soluciones evaluadas mediante el método Bradford:
ensayo blanco de reactivo (negro), ensayo de BSA (rojo) y ensayo de TGz (azul), ambos a
0,55 mg mL™.

Figura 5.18. Estudio de estabilidad de PM-TG2 analizadas mediante el magneto
inmunoensayo fluorescente. Las condiciones experimentales fueron: 0,05 mg mL™ de PM-
TG2, titulo de ATG2 de 1:8000 y titulo de antilgG-HRP de 1:20000. Las barras de error
muestran la desviacién estandar para n = 3.

Figura 5.19. Reaccién de oxidacion de OPD.

Figura 5.20. Reaccion de oxidacion de TMB.

Figura 5.21. Espectros de excitacién (color verde) y emision (color oliva) obtenidos
mediante el espectrofluorimetro, y espectro de absorcion (color rojo) obtenido mediante
el espectrofotometro para (a) DAP y (b) TMB.

Figura 5.22. (a) Efecto de la adicion de Triton. Ensayo blanco de reactivos: (1) 2% m/v de
Tritén X-100; (2) [PM-TG2] = 0,05 mg mL"; (3) [PM-TGz2] = 0,05 mg mL"; [OPD] =1x 10>
mol L% [H,0,] =1x 10 mol L". Ensayo sin HRP: (4) ensayo reactivo N° 3 + [Triton X-100]
=1% m/v; (6) ensayo reactivo N° 3 + [Triton X-100] = 2% m/v; (8) ensayo reactivo N° 3 +
[Triton X-100] = 3% m/v y (10) ensayo reactivo N° 3 + [Triton X-100] = 4% m/v. Ensayo
con [HRP] = 1.5x10™"° mol L™: (5) ensayo N° 4 + HRP, (7) ensayo N° 6 + HRP, (9) ensayo N°
8 + HRP y (11) ensayo N° 10 + HRP. (b) Determinacion de la actividad de HRP en ausencia
y en presencia de Tritén al 2%m/v. Las barras de error muestran una desviaciéon estandar
para n=3. Solucion tampon de citrato-fosfato 0,1 mol L7, pH 5,0 y tiempo de reaccion = 22
min.

Figura 5.23. Intensidad de fluorescencia del sistema HRP-OPD-H,O, en presencia y
ausencia de Triton X-100 en color negro y verde, respectivamente.

Figura 5.24. IF en funcion del tiempo para el sistema HRP-TMB-H,0.,.

Figura 5.25. Curvas de calibracion obtenidas mediante dos sistemas de revelacion con
deteccion fluorescente: OPD-H,O,-Tritén y TMB-H,O,. Condiciones de la reaccion: o,5
mg mL" de PM-TG2, titulo de ATG2 desde 1:70000 a 1:300 y titulo de antilgG cabra-HRP
de 1:20000. Condiciones de los sistemas de deteccion: (a) OPD 1x 10> mol L7, H,O,1x 107
mol L™y 2 % v/v de Tritén en solucion tampon de citrato-fosfato 0,1 mol L™ a pH 5,0, y (b)
TMB 5 x10”° mol L™ y H,O, 5 x 10° mol L™ en solucion tampon de citrato-fosfato o,1 mol L

"apH 4,2.
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Figura 5.26. Optimizacion de la concentracién de PM-TGz2. En el ensayo indirecto, el
titulo antilgG cabra-HRP fue 1:20000. Las barras de error muestran una desviacion
estandar para n=3.

Figura 5.27. Curvas estandares de ATG2 contra diferentes titulos de anticuerpo antilgG
cabra-HRP: 1:40000 en negro; 1:30000 en rojo; 1:20000 en verde y 1:10000 en azul.
Condiciones experimentales: [PM-TGz2] 0,05 mg mL™; [OPD] de 1 x 102 mol L; [H,0,] de
1 x 107> mol L7; [Triton X-100] de 2 % m/v; solucion tampon de citrato-fosfato 0,1 mol L™ a
pH 5,0. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.28. Curva estandar del titulo de ATG2 obtenida mediante el magneto
inmunoensayo fluorescente en las condiciones 6ptimas. Las barras de error muestran la
desviacion estandar para n=3.

Figura 5.29. Curvas de calibracion para diferentes matrices obtenidas mediante el
magneto inmunoensayo fluorescente. Las barras de error muestran la desviacion estandar
para n=3.

Figura 5.30. Evaluacién de la presencia de uniones no especificas. Las condiciones
experimentales fueron: [PM-BSA] = 0,05 mg mL” y [PM-TGz2] = 0,05 mg mL"; 1:20000 de
antilgA humana-HRP; [OPD] =1 x 102 mol L% [H,0,] = 1 x 102 mol L [Tritén X-100] =
2% m/v; solucion tampoén citrato-fosfato de o,1 mol L7, pH 5,0. Las barras de error
muestran la desviacion estandar para n=3.

Figura 5.31. Seleccion del factor de dilucidon de la muestra. Las barras de error muestran
la desviacion estandar para n=3.

Figura 5.32. Curva ROC para seleccionar el valor de corte de ATG2. En diagonal: linea
indiferente.

Figura 5.33. (a) Resistencia superficial del electrodo c-GEC y E en el pico de reduccién de
la solucion de ferricianuro de potasio de 2 mM y 0,10 mol L™ de NaCl, y (b) Resistencia
superficial del electrodo c¢-GEC e IC en el pico de reduccién de la solucién anterior. Se
obtuvo el pico de la intensidad de corriente mediante VOC en un rango de E desde 600 a
o mV contra Ag/AgCl en una solucion 3 mol L™ NaCl como electrodo de referencia.
Figura 5.34. Voltamogramas ciclicos obtenidos mediante diferentes electrodos en una
solucidn de ferricianuro de potasio de 2 mM y 0,10 mol L™ NaCl. Rango de E: -0,4a 0,8 V
en funcion del electrodo de Ag/AgCl en solucidon de NaCl de 3 mol L™ como electrodo de
referencia y Ag como electrodo de pseudo-referencia, para c-GEC y SPE respectivamente.
Velocidad de barrido: 0,1 V s7'. Electrodo SPE (en verde); electrodo c-GEC desnudo (en
rojo); el mismo electrodo c¢-GEC después de su empleo como transductor del magneto
immunosensor para la deteccién de ATG2, y una etapa de pulido subsiguiente (en azul);
electrodo c-GEC desnudo en solucién de NaCl o,,0 mol L" (en negro). Para el

inmunoensayo, la solucion de PM-TGz fue 1,5 mg mL", ATG2 diluido 1:9200 y el
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anticuerpo antilgG cabra-HRP diluido 1:20000.

Figura 5.35. Optimizacion de la concentracion de PM-TG2 a 1:20000 de anticuerpo
antilgG cabra-HRP. Las barras de error muestran la desviaciéon estandar para n = 3.
Figura 5.36. Optimizacion de la dilucion de antilgG cabra-HRP a 0,75 mg mL™ de PM-
TGz y 1:1600 de ATGz2. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.
Figura 5.37. Seleccion del tiempo de reaccion. Las barras de error muestran la desviacion
estandar paran = 3.

Figura 5.38. Curva estandar del titulo de ATG2 obtenida mediante el magneto
inmunosensor electroquimico en las condiciones optimas. Las barras de error muestran
la desviacion estandar (n=3).

Figura 5.39. Curvas de calibracién para diferentes matrices obtenidas mediante el
magneto inmunosensor electroquimico. Las barras de error muestran la desviacion
estandar para n=3.

Figura 5.40. Voltamogramas obtenidos mediante VOC para los inmunoensayos con el
sistema de tres electrodos (color oliva) y el sistema SPE (color verde). Condiciones de
reaccion: 0,75 mg mL™ de TG2-MB, 1:2000 de titulo de ATGz2, 1:20000 de antilgA humana-
HRP y 2,5 y 1,25 x 10® mol L" de concentraciones de OPD y H,O, en solucién tampon a
pH 6,0 como medio de reaccion. Ademds se muestra el voltamograma blanco, en
ausencia de ATGz2 (rojo).

Figura 5.41. Deteccidén voltamétrica de los diferentes factores de dilucion de suero
usando el magneto inmunosensor electroquimico para ATG2-IgA. Las barras de error
muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura s5.42. Concentraciones de ATG2 en los cuatro ensayos para estimar la
especificidad del inmunosensor con TGz (barra negra) y BSA (barra verde) inmovilizadas
en PM. Condiciones de la reaccion: antilgA humana-HRP de 1:20000; OPD y H,O, de 2,5
y 1,25 x 10> mol L™ respectivamente a pH 6,0 como medio de reaccion. Las barras de error
muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.43. Curva ROC para seleccionar el valor de corte de ATG2. En Diagonal: linea
indiferente.

Figura 5.44. Seleccion de la concentracion de PDG a inmovilizar sobre PM2. Condiciones
experimentales: 0,1 mg mL" de PM2-PDG, sueros positivos y negativos diluidos 1:25
confirmados clinicamente, y anticuerpo antilgA humana-HRP de 1:20000. Las barras de
error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.45. Curva de calibracién de glicina. El grafico inserto incluye los espectros para
los cinco estandares de glicina analizados.

Figura 5.46. Efecto de los diferentes bloqueos a las PM2-PDG sobre el rendimiento del

magneto inmunosensor electroquimico para APDG. Condiciones experimentales: 0,1 mg
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mL” de PM2-PDG, sueros positivos (SP 1 y 2) y negativos (SN 1y 2) diluidos 1:25 y
anticuerpo antilgA humana-HRP de 1:20000. Las barras de error muestran la desviacion
estandar paran = 3.

Figura 5.47. Estudio de estabilidad de las PM2-PDG realizado con el magneto
inmunosenor para un suero negativo y otro positivo, confirmados con biopsia. Las barras
de error muestran una desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.48. Seleccidn del tipo de PM donde inmovilizar a los PDG. Controles positivo
fuerte (CPF), positivo débil (CPD) y negativo (CN), sueros positivos (SP 1-5) y negativos
(SN 1-3). Las barras de error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.49. Seleccion de la cantidad de PM2-PDG por inmunoensayo. Las barras de
error muestran la desviacion estandar para n = 3.

Figura 5.50. Seleccidn de la dilucidn de suero. Las barras de error muestran la desviaciéon
estandar paran = 3.

Figura 5.51. Seleccion del titulo de anticuerpo antilg humana-HRP para la deteccién de
APDG del isotipo (a) IgG y (b) IgA. Las barras de error muestran la desviacion estandar
paran = 3.

Figura 5.52. Seleccidn de la concentracion de PM1-TGz. Las barras de error muestran la

desviacion estandar para n = 3.
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