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RESUMEN

La Toxoplasmosis es una zoonosis causada por el parésito Toxoplasma gondii y
estd ampliamente distribuida a nivel mundial. Generalmente se presenta asintomética o
con sintomas inespecificos, y en la mayoria de los pacientes no es necesario ningtn tipo
de intervencién médica. Sin embargo, existe la necesidad de hacer un diagndstico
precoz de infecciones recientes en varias situaciones, como en embarazadas y personas
inmunocomprometidas. La Toxoplasmosis adquirida durante la etapa de gestacion,
principalmente en el primer trimestre, puede producir aborto o inducir malformaciones,
hidrocefalia, macro o microcefalia y lesiones oculares. El diagndstico adecuado y el
tratamiento oportuno constituyen la mejor manera tanto para prevenir la transmision
transplacentaria, como para reducir la morbimortalidad y las secuelas de la

Toxoplasmosis congénita.

El diagnéstico de la Toxoplasmosis se basa fundamentalmente en el analisis
seroldgico, que consiste en la busqueda de anticuerpos (Ac) especificos en suero. Una
forma de detectarlos es mediante la técnica de inmunoaglutinacion (IA), la cual emplea
particulas de litex como soporte de biomoléculas, con el objetivo de amplificar la
reaccion antigeno-anticuerpo (Ag-Ac). En una reaccion de IA, los complejos latex-
proteina (CLP) son reconocidos por los Ac especificos presentes en los sueros de
pacientes positivos. Cuando se encuentran en concentraciones adecuadas, los Ac
reconocen y se unen a las proteinas antigénicas del complejo y forman una red de
aglutinacién, que puede ser observada a simple vista o empleando técnicas
instrumentales. La técnica de IA presenta las ventajas de ser répida, sencilla, econdmica
y de gran utilidad para su utilizaciéon en tamizajes. En el caso especifico de la
Toxoplasmosis, cuando el suero del paciente resulta positivo, en particular en una
embarazada, es muy importante poder discriminar entre las fases de la infeccidn; es
decir, si se trata de una infeccidn reciente o pasada, resultando de interés estudiar si la

IA podria ser util para realizar dicha diferenciacion.
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Las proteinas antigénicas utilizadas en el desarrollo de reactivos de IA pueden ser:
1) homogenato del parasito, que es una mezcla heterogénea de diversas proteinas; o
ii) protefnas recombinantes disefiadas por ingenieria genética. Estas dltimas presentan
las ventajas de mayor reproducibilidad y la posibilidad de mejorar su especificidad.

Ademads, en su produccion se evita trabajar con el parésito vivo.

El objetivo de esta Tesis es obtener CLP itiles como reactivos de IA en la
deteccion de Toxoplasmosis recientemente adquirida. El trabajo se puede dividir en
cuatro etapas: a) sintesis controlada, limpieza y caracterizacion de latex
funcionalizados; b) produccién y cuantificacion de las proteinas antigénicas del
Toxoplasma gondiii; c) sensibilizacion de las particulas con las proteinas; y

d) aplicacion de los distintos CLP en ensayos de IA.

En el Capitulo 1, se introducen los principales antecedentes y conceptos
relacionados con: 1) la sintesis y caracterizacion de latex poliméricos para aplicaciones
en inmunodiagndstico; ii) la produccién, purificacién y cuantificaciéon de proteinas
recombinantes; y iii) la obtencién de complejos latex-proteina y su aplicaciéon en

ensayos de IA.

El Capitulo 2, se refiere a la sintesis de particulas de latex de poliestireno (PS) y
de particulas con morfologia nicleo-coraza (o “core-shell”), con tamafios, grupos
funcionales y densidades de carga superficial controlados. Se sintetizaron latex cuasi-
monodispersos de PS en un rango de didmetros de 100-1100 nm, por polimerizacién en
emulsion o en dispersion. Los litex de PS se emplearon luego como siembras en
copolimerizaciones en emulsién de estireno y de un mondmero funcional; empledndose
acido metacrilico, para brindar a las particulas de funcionalidad carboxilo, o glicidil
metacrilato, para obtener particulas con funcionalidad epoxi. Los latex obtenidos se
caracterizaron, determindndose el tamafio de particula, las densidades de carga y de
grupos funcionales superficiales, la concentracién critica de coagulacién y las

propiedades electrocinéticas (movilidad electroforética y potencial Zeta).

En el Capitulo 3, se considera la obtencion de las proteinas antigénicas del
T. gondii que se utilizaron para sensibilizar las particulas de latex. Se trabajé con una
mezcla de proteinas obtenidas a partir de la lisis del pardsito (homogenato); y con dos
proteinas recombinantes de fase aguda, cuya obtencién involucrd su expresion a partir

de bacterias transformadas, su purificacién y su cuantificacion.
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En el Capitulo 4, se describe la preparacién de los CLP mediante la adsorcién
fisica y/o la unién covalente de las proteinas antigénicas, sobre las particulas
previamente sintetizadas. Se evalué el efecto del tipo de superficie, del tamafio y de la
densidad de grupos funcionales, sobre la cantidad de proteina acoplada. Se realiz6 la
caracterizacion de los complejos, determindndose los tamafios medios de particula, la
concentracion critica de coagulacion y las propiedades electrocinéticas. Ademds, se
evalué la antigenicidad de las proteinas unidas a las particulas de latex para determinar
si las mismas mantenian su capacidad de reconocimiento de Ac especificos luego de la

sensibilizacion de las particulas.

El Capitulo 5 trata la aplicacion de los distintos CLP en ensayos de IA. En una
primera instancia se utilizaron sueros controles para determinar las condiciones Optimas
de reaccion, es decir, aquellas que permiten la mayor discriminaciéon de los sueros
agudos respecto de los sueros crénicos y negativos. Posteriormente, los CLP se
enfrentaron a un panel de sueros y se analiz6 el drea bajo la curva ROC (del inglés,
“Receiver Operating Characteristic”) indicativa de la capacidad de cada CLP, para
discriminar los sueros agudos de manera diferencial. La reaccion Ag-Ac de IA se sigui6
instrumentalmente por turbidimetria, midiendo el cambio de absorbancia que ocurre al

entrar en contacto el CLP con el suero del paciente.

Finalmente, en el Capitulo 6 se extraen las conclusiones principales de la Tesis y

se realizan algunas sugerencias para trabajos futuros.

Los trabajos realizados permitieron obtener particulas de latex sensibilizadas con
Ag del T. gondii, que fueron evaluadas en ensayos de IA frente a un reducido panel de
sueros. Los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales ensayadas, indican
que los CLP podrian resultar adecuados como reactivos de IA para detectar la fase
aguda de la Toxoplasmosis, aunque para confirmar estos resultados se deberia evaluar

un panel de sueros mayor.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a worldwide disease caused by the parasite Toxoplasma gondii.
It usually develops with nonspecific symptoms and does not require medical
intervention. However, an early diagnosis of recent infection is required in various
situations, such as pregnant women and immunocompromised persons. Toxoplasmosis
acquired during gestation, especially in the first trimester, can cause abortion or induce
malformations, hydrocephalus, macro or microcephaly and eye damage. Precise
diagnosis and quick treatment are the best way to prevent transplacental transmission

and reduce morbidity and mortality.

Diagnosis of Toxoplasmosis is mainly based on serological tests, which involves
searching for specific antibodies (Ab). One way to detect specific Ab in serum is by the
latex agglutination test (LAT), which employs latex particles as support of
biomolecules, in order to amplify the antigen-antibody (Ag-Ab) reaction. In the
immunoagglutination assays (IA), latex-protein complexes (LPC) are recognized by
specific Ab present in the sera of infected patients, thus producing
immunoagglutination, which can be observed by naked eye or using instrumental
techniques. LAT is a fast and cheap detection method, which results particularly useful
for screening purposes. In the case of Toxoplasmosis, when the patient serum is positive
and particularly in pregnant women, is very important to discriminate between the

phases of the infection; i.e., whether it is a recent or a past infection.

Antigenic proteins used to develop LAT reagents may be: i) the homogenate of
the parasite, which is a heterogeneous mixture of different proteins; or ii) recombinant
proteins, which have the advantages of greater reproducibility and the possibility to
improve specificity. In addition, working with the living parasite is avoided during the

production of recombinant proteins.

The goal of this Thesis is to obtain LPC useful as LAT for detecting recently
acquired Toxoplasmosis. The experimental work was divided into four stages: a)

controlled synthesis, cleaning and characterization of functionalized latexes;
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b) production and quantification of antigenic proteins of 7. gondii; c) synthesis of the
LPC, where latex particles were sensitized with the antigenic proteins; and d)

application of the LPC in IA.

In Chapter 1, main concepts are introduced on: i) the synthesis and
characterization of latex for immunodiagnostic; ii) the production, purification and
quantification of recombinant proteins; and iii) the synthesis of LPC and their

application in IA assays.

Chapter 2 considers the synthesis of polystyrene (PS) latex particles and of core-
shell particles, with controlled sizes, functional groups and surface charge densities.
Quasi-monodisperse PS latexes were synthesized in the 100-1100 nm diameter range,
by either emulsion or dispersion polymerization. Such latexes were then used as seeds
in emulsion copolymerizations of styrene (St) and a functional monomer (methacrylic
acid or glycidyl methacrylate), thus producing particles with carboxyl or epoxy
functionalities, respectively. Latexes were then characterized for determining mean
particle diameters, surface charge and functional groups densities, critical coagulation

concentration and electrokinetic properties (electrophoretic mobility and zeta potential).

Chapter 3 treats the production of antigenic proteins of 7. gondii further used to
sensitize latex particles. The homogenate, which is a mixture of proteins obtained from
parasite lysis, and two acute phase recombinant proteins were obtained. Production of
recombinant proteins involved their expression from transformed bacteria, their

purification and quantification.

In Chapter 4, the production of LPC is considered by physical adsorption and / or
covalent coupling of antigenic proteins onto the latex particles. The effect of particle
diameter and surface charge density on the amount of coupled protein was evaluated.
LPC characterization was performed by measuring mean particle sizes, critical
coagulation concentration and electrokinetic properties. Furthermore, the antigenicity of

the proteins bound to the latex particles was evaluated.

Chapter 5 deals with the application of the LPC in LAT. First, IA were performed
against control sera to determine optimal reaction conditions able to maximize the
discrimination of the acute serum with respect to negative and chronic sera. The LPC
were then evaluated against a panel of sera, in order to analyze the sensitivity and

specificity of the immunoassay. The immunoagglutination reaction was followed by
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turbidimetry, measuring the absorbance change that occurs when the LPC take contact

with the patient serum.

Finally, Chapter 6 shows main conclusions of the Thesis and suggestions for

future work.

As a general conclusion it was possible to obtain latex particles coated with
T. gondii antigens which were evaluated on IA assays against a reduced panel of sera.
Under the tested experimental conditions, the LPC may be suitable as LAT reagents for
detecting the acute phase of Toxoplasmosis, although they should be evaluated against a

larger panel of sera to confirm the obtained results.
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CAPITULO 1:

Consideraciones Generales

1.1. INTRODUCCION

Los latex de inmunodiagnodstico se han utilizado exitosamente para la deteccién
de Artritis Reumatoidea, Malaria, Brucelosis, Leptospirosis, Rotavirus, Virus Influenza
Aviar, Enfermedad de Chagas, entre otros (Cohen y Benedek, 1975; Quast y col., 1978;
Litchfield y col., 1984; Kapmeyer y col., 1988; Kapmeyer, 1991; Montagne y col.,
1992; Basinska y Slomkowski, 1993; Peula y col., 1995; Santos y Forcada, 1996;
Quesada y col., 1996; Sarobe y col., 1996; Ortega-Vinuesa y col., 1996; Miraballes-
Martinez y col., 1997; Molina-Bolivar y Ortega-Vinuesa, 1999; Peula y col., 2002;
Ramos y col., 2003; Okumura y col., 2004; Lucas y col., 2006; Wang y col., 2006;
Chen y col., 2007; Dey y col., 2007; Magalhaes Andrade y col., 2007; Polpanich y col.,
2007; Jiang y col., 2008; Okumura y col., 2008; Gonzalez y col., 2008a, 2008b, 2010;
Miranda y col., 2009; Yang y col., 2010; Moraveji y col., 2012; Garcia y col., 2013,
2014). En el desarrollo de estos reactivos, se sensibilizan particulas de latex
monodispersas con antigenos (Ag) de interés, o anticuerpos (Ac), de manera tal que ante
la presencia de Ac (o Ag) especificos en un fluido biolégico, se produzca la
aglutinacién de las mismas. La deteccion de la inmunoaglutinacién (IA) se puede
realizar visualmente o mediante métodos instrumentales. El método visual (Quast y
col., 1978; Kitano y col., 1987; Okubo y col., 1987; Basinska y Slomkowski, 1993;
Peula y col., 1994) es simple y rdpido, y no requiere equipamiento especial. Sin
embargo, sus resultados son subjetivos e inadecuados para la cuantificacion. Las
técnicas instrumentales generalmente usadas para este propdsito son: turbidimetria,
nefelometria, y dispersion de luz dindmica (DLS, del inglés “Dynamic Light
Scattering”). La sensibilidad (S) y especificidad (E) del inmunoensayo depende del
método usado para detectar la aglutinacion (Molina-Bolivar y Galisteo-Gonzalez,

2005). Los reactivos de IA presentan la ventaja de ser rapidos, simples y de bajo costo.
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El anclaje de las biomoléculas sobre las particulas de latex se puede realizar
mediante adsorcion fisica (AF) o mediante uniéon covalente (UC). En la adsorcién
pasiva puede ocurrir cierta desnaturalizacion de las proteinas al ponerse en contacto con
la superficie de las particulas. Ademas, es parcialmente reversible, pudiendo ocurrir que
el inmunoreactivo pierda paulatinamente su actividad por desorcién del Ac o Ag
utilizado (Hidalgo-Alvarez y Galisteo-Gonzélez, 1995). También es posible que algunas
moléculas no se desorban totalmente, pero si lo hagan algunos fragmentos, que luego
pueden readsorberse en otra conformacidon, alterando el comportamiento del reactivo.
A los problemas anteriores, pueden sumarse reacciones de aglutinacion inespecificas.
Buena parte de dichos inconvenientes se evitan si la proteina se une covalentemente a
grupos funcionales presentes en la superficie de las particulas del latex. En este caso, la
inmunoreactividad del Ag o Ac unido se mantiene en el tiempo, porque ocurre una
minima desnaturalizacién en la superficie y por la ausencia de desorcion. Para el
acoplamiento covalente de las proteinas, se emplean litex hidrofilicos funcionalizados
de tamafo de particula y densidad de grupos funcionales uniformes. La naturaleza
hidrofilica aumenta la estabilidad de los complejos latex-proteina (CLP), y previene
interacciones inespecificas (Elwing y col., 1988). La uniformidad en el tamafio y en la
densidad de grupos funcionales, aumenta la estabilidad coloidal y permite una
distribucion homogénea de las proteinas sobre la superficie de las particulas. La unién
de las proteinas es fuertemente influenciada por el medio; y la fuerza i6nica (FI) o su

pH pueden afectar la cantidad de proteina unida (Bale y col., 1989).

Los latex generalmente usados para el acoplamiento covalente de proteinas, son
tipicamente particulas de poliestireno (PS), conteniendo grupos funcionales
superficiales tales como aldehido, acetal, amino, carboxilo, clorometilo y epoxi
(Maehara y col.,, 1987; Forcada e Hidalgo—Alvarez, 2005). Existen al menos dos
procesos que permiten sintetizar particulas funcionalizadas mediante la
copolimerizacién entre un mondmero principal (el estireno: St) y un comondmero
funcional. El proceso mas simple es el discontinuo “no sembrado”, donde los
monomeros se cargan y polimerizan en una sola etapa (Delair y col., 1994; Ganachaud
y col.,, 1995). Alternativamente, se puede usar un proceso en dos etapas, que
normalmente conduce a latex del tipo nicleo-coraza o “core-shell”. EI mismo consiste
en copolimerizar los comondmeros sobre una siembra de particulas monodispersas

previamente sintetizadas (polimerizacién sembrada). Dicha copolimerizacion se puede
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efectuar también de manera discontinua o semicontinua. En este dltimo caso puede
resultar conveniente adicionar la mezcla de mondmeros a altas conversiones
(polimerizacion impulsiva o en “shot”), para aumentar la densidad de carga superficial

(Kling y Ploehn, 1995; Sarobe y Forcada, 1996; Gonzalez y col., 2008a).

En este Capitulo se introducen los principales temas a considerar en el desarrollo
de la Tesis. Primero, se analiza la problematica de la Toxoplasmosis en la salud humana
y animal. Luego, se considera la sintesis de particulas de polimero y su caracterizacion;
la produccién y purificacion de proteinas recombinantes, y la obtencién y
caracterizacion de complejos latex-proteina. Finalmente, se examina la aplicaciéon de

dichos complejos en ensayos de inmunoaglutinacion.

1.2. TOXOPLASMOSIS. PROBLEMATICA EN SALUD HUMANA Y ANIMAL

1.2.1. Generalidades de la Toxoplasmosis

El agente infeccioso causante de la Toxoplasmosis es el protozoario Toxoplasma
gondii. Se trata de un parésito intracelular estricto de forma arqueada y que es capaz de
infectar al hombre, mamiferos y aves. En la Fig. 1.1 se puede observar una imagen
obtenida por microscopio 6ptico de taquizoitos, uno de los estadios que puede adoptar
el T. gondii, teiiidas con el colorante Giemsa, que se utiliza cominmente para el andlisis
de protozoos. Su forma arqueada es el origen del nombre del parasito, en griego “toxos”

significa “arcos” y “plasma” significa “forma”.

Los mamiferos y las aves pueden ser hospederos del 7. gondii, aunque sé6lo los
felinos son hospederos definitivos del pardsito, donde se desarrolla su ciclo bioldgico
completo. El T. gondii se multiplica en los hospederos y por ser un pardsito intracelular
estricto se localiza en el interior de las células, lo que lo protege de los Ac circulantes

del hospedero. Presenta tres estadios con capacidad infectante:

Taquizoitos: Este estadio es de multiplicacion rapida y su localizacion reside en

los tejidos del cuerpo. Puede encontrarse en casi cualquier érgano, pero principalmente
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en el cerebro y los musculos. Cuando el animal muere, es capaz de sobrevivir por pocas

horas.

Bradizoitos: En este estadio la multiplicacion es lenta y se encuentran en quistes

tisulares. Puede vivir dias después de la muerte del animal pero se destruye a 60 °C.

Esporozoitos: Se encuentran localizados en ooquistes que se excretan en las heces
de felinos. Pueden sobrevivir en condiciones ambientales hasta 1 afio; sin embargo son
destruidos por calor seco a 70 °C, agua hirviendo, yodo concentrado y soluciones de

amoniaco concentrado.

- . {

Fig. 1.1. Taquizoitos de Toxoplasma gondii, teiiidos con Giemsa, de una muestra de liquido
peritoneal obtenido de un ratén inoculado con 7. gondii. Imagen tomada de:

http://www.cdc.gov/dpdx/toxoplasmosis/.

Los ooquistes s6lo se producen en los intestinos de los hospederos definitivos
(felinos), donde se presenta un ciclo intestinal; mientras que en los hospederos
intermediarios s6lo se desarrolla un ciclo extraintestinal. En la Fig. 1.2 se muestra un

esquema del ciclo bioldgico del T gondii.

La infeccién de un felino puede ocurrir luego de: i) la ingestiéon de carnes con
quistes tisulares, provenientes de sus presas o de carnes mal cocidas; ii) el consumo de

alimentos contaminados con ooquistes esporulados y iii) la via transplacentaria.
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Fig. 1.2. Ciclo biolégico del T. gondii. Imagen tomada y adaptada de

http://www.cdc.gov/parasites/toxoplasmosis/biology.html.

Después de la ingestion de los quistes tisulares, las enzimas proteoliticas presentes
en el estbmago y en el intestino delgado destruyen la pared quistica y se liberan los
bradizoitos. Estos ingresan a las células epiteliales del intestino e inician una serie de
generaciones asexuales determinadas genéticamente, las cuales son seguidas por un
ciclo sexual, con formaciéon de gametos masculinos y femeninos. Los gametos
masculinos fertilizan a los femeninos y se forma el ooquiste que pasa a las heces fecales
de forma no esporulada, careciendo atn de capacidad infectante. Sin embargo, al
ponerse en contacto con el aire, y luego de pasar por un proceso de diferenciacion,
esporulan y son capaces de infectar. La esporulacion no se produce inmediatamente
después de la excrecion, sino que es afectada por las condiciones ambientales como
humedad, temperatura y aireacién. Por debajo de 4 °C, o por encima de 37 °C, no se
produce la esporulacion y los ooquistes no son infecciosos. El proceso de diferenciacion
dura hasta tres semanas y luego del mismo los ooquistes esporulados pueden

mantenerse infecciosos durante mucho tiempo en la tierra himeda (aproximadamente
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un ano). Por otro lado, los felinos eliminan ooquistes la primera vez que se infectan y lo
hacen s6lo durante un mes de su vida. Por lo tanto, un animal que se ha infectado en el
pasado, cuando se infecte nuevamente, no liberard ooquistes con sus heces debido a que

posee en su sistema inmune Ac de memoria que evitan que los mismos se desarrollen.

En el resto de los animales (también en los felinos) tiene lugar el ciclo
extraintestinal. Las formas infectantes penetran por via oral mediante la ingestion de
carnes crudas o mal cocidas que contienen quistes tisulares, al consumir aguas
contaminadas con ooquistes esporulados provenientes de heces fecales de felinos, y por

via transplacentaria.

El pardsito penetra en la mucosa intestinal y se multiplica asexualmente en las
células de las mucosas. Los organismos de multiplicacion rdpida son los taquizoitos.
Los taquizoitos invaden células nucleadas, preferente del sistema nervioso, del musculo
y de la placenta, y se desarrollan con rapidez hasta que la célula se destruye luego de

llenarse de taquizoitos, liberandolos y permitiendo la infestacion de otras células.

El T. gondii infecta a todas las células de los mamiferos, con excepcion de los
globulos rojos, en donde pueden ingresar pero no reproducirse. Luego de 2-3 semanas el
huésped empieza a desarrollar inmunidad frente al agente extrafio. La respuesta inmune
disminuye la velocidad de multiplicacién y los organismos que se multiplican con
lentitud (bradizoitos) quedan encerrados en un quiste de pared cldsica en el citoplasma
de la célula infectada y la respuesta inmune del hospedero no puede destruirlos. Cada
quiste puede contener desde centenares a millares de bradizoitos y pueden persistir

durante toda la vida.

1.2.1.1. Toxoplasmosis en Animales

En general, la infeccién puede cursar con o sin sintomatologia, lo que depende de
factores ligados al parasito, como la cepa y la dosis infectante; o al hospedador, como la

edad, el estado de las defensas y la gestacion.
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El gato generalmente adquiere la enfermedad cuando es muy joven (entre los 2 y
4 meses de edad) debido a que en ese momento comienza a consumir carne cruda,

suministrada por su propietario, o a cazar presas bajo la supervision de su madre.

Para los hospederos intermediarios la causa de infecciéon mds importante es el
contacto con el suelo, donde estdn los ooquistes esporulados. Las cabras, ovejas y otros
rumiantes que comen pasto pueden infectarse por este medio, asi como las aves que

comen en la tierra.

En los caprinos, ademads de causar aborto, la infecciéon causa enfermedad y muerte
de animales. En los ovinos la prevalencia seroldgica es variable, pudiendo llegar, en
determinadas explotaciones hasta el 100 %. La infeccién toxopldsmica en los ovinos es
asintomatica, salvo que una primoinfeccion ocurra durante la prefiez, en cuyo caso,
provoca aborto. En algunos paises como Nueva Zelanda, Australia, Inglaterra, Noruega,
Francia y EE.UU, la Toxoplasmosis es una de las causas mds importantes de aborto
ovino. El curso de la Toxoplasmosis en cabras y ovinos tiene algunas diferencias. En
ovinos los abortos se producen si la primoinfeccion ocurre durante la prefiez y no se
repiten, mientras que en las cabras, no se sabe si por reinfecciones o reactivaciones, se
pueden repetir los abortos por Toxoplasmosis en el mismo animal. En cerdos, la
mayoria de las infecciones son asintomaticas, pero puede producir enfermedad que se
manifiesta por debilidad, tos, falta de coordinacion, diarrea y mortalidad perinatal. Los
conejos se enferman y pueden morir por Toxoplasmosis aguda, que cursa con hepatitis,
neumonia y linfadenitis. Las gallinas y pollos se infectan, pero no manifiestan sintomas
ni se detectan pérdidas en la produccién. Finalmente, la Toxoplasmosis en perros puede

manifestarse con sintomas neuromusculares, respiratorios y gastrointestinales.

1.2.1.2. Toxoplasmosis en Humanos

En el hombre, las formas infectantes penetran por via oral mediante la ingestion
de carnes crudas o mal cocidas que contienen quistes tisulares, al consumir aguas
contaminadas con ooquistes esporulados provenientes de heces fecales de felinos, por
transfusiones sanguineas o trasplantes de 6rganos y por via transplacentaria. En la

mayoria de los casos, la infeccién cursa asintomadtica o con sintomas inespecificos. La
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respuesta inmune de personas sanas es efectiva para controlar la enfermedad. Sin
embargo, existe la necesidad de hacer un diagndstico precoz de infecciones recientes en

varias situaciones:

1) En el caso de la primoinfeccion en el embarazo existe riesgo de transmision al
feto, lo cual puede llevar a una Toxoplasmosis congénita en 17 a 25 % de los casos, si

se adquiere en el primer o segundo trimestre, y 65 % en el tercero (Frenkel, 1990).

ii) En los pacientes inmunocomprometidos, por el riesgo de desarrollar una
complicacién grave (por ejemplo la Toxoplasmosis cerebral), debido a reactivacién con

proliferacion no controlada del parésito.

iii) En los recién nacidos con sintomas de sindrome TORCHS (sigla que agrupa
los signos y sintomas producidos por las infecciones congénitas por 7' gondii, Rubéola,
Citomegalovirus, Herpes Virus, Sifilis u otros) debido a las secuelas que puede
ocasionar si no se hace un diagndstico oportuno que permita el tratamiento precoz y que
evite la aparicion de las secuelas tardias como el retardo en el desarrollo psicomotor o la

retinocoroiditis (Montoya y col., 1996).

Las infecciones intrauterinas de los fetos pueden ocasionar coriorretinitis,
ceguera, hidrocefalia, calcificaciones intracerebrales, epilepsia, retraso mental o
psicomotor y aborto. La infeccién del feto s6lo se produce si la madre estd cursando una
infeccion aguda que en muchos casos es asintomdtica o puede presentar sintomas
inespecificos. Como consecuencia de la transmision vertical del parasito se puede
producir el aborto espontdneo o bien los nifios nacer con distintos grados de patologia;
la mayoria no presenta sintomas en ese momento, aunque pueden aparecer las

manifestaciones de la infeccion afios después del nacimiento.

Para evitar la enfermedad, es recomendable cocinar bien las carnes que se
consumen, lavar exhaustivamente y desinfectar las verduras que se consumirdn crudas,
siendo recomendable consumir alimentos en lugares donde pueda controlarse su
preparacion, utilizar guantes en la manipulacion de tierra y lavarse con frecuencia las

manos (Fig. 1.3).
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Fig. 1.3. Precauciones para evitar la infeccion por el 7. gondii.

1.2.2. Diagnéstico y Tratamiento de la Toxoplasmosis

El diagndstico parasitolégico de la Toxoplasmosis consiste en demostrar la
presencia del pardsito a través de: i) el aislamiento de los pardsitos mediante inoculacién
en ratbn o cultivo celular y ii) la demostracion de fragmentos de dcido
desoxirribonucleico (ADN) del pardsito mediante reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR, del inglés “Polymerase Chain Reaction”).

Ocasionalmente, pueden descubrirse los taquizoitos en extensiones del ganglio
linfatico, médula 6sea, bazo y cerebro. El aislamiento es el procedimiento mds fiable
para demostrar el pardsito, pero requiere de laboratorios altamente equipados. Para el
aislamiento, una muestra del material sospechoso se inocula intraperitonealmente en
ratones libres de infeccién natural por Toxoplasma. Algunas cepas son letales para los
ratones en 5-12 dias y los taquizoitos pueden observarse a partir de un frotis tefiido con

Giemsa de los exudados peritoneales de los animales.

La mayoria de las cepas del Toxoplasma no son letales para los ratones, pero

causan una infestacion crénica con quistes en los tejidos. Los ratones pueden ser
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desangrados a las 6 semanas y hacerse preparaciones himedas trituradas de cerebro y

examinarlas buscando quistes.

El cultivo celular es una técnica delicada y sensible a contaminaciones, pero
evidencia mas rapidamente los pardsitos que la inoculacién en ratén. El cultivo se puede
realizar a partir de diferentes muestras como liquido amnidtico, sangre fetal, sangre de
la madre, biopsias y lavado broncoalveolar. El examen directo de los cultivos al
microscopio aporta poca informacion, pero la coloracién de los cultivos por Giemsa e
inmunofluorescencia directa permite identificar correctamente los parasitos después del

cuarto dia de incubacién (Derouin y Thullize, 1994).

Otra forma de diagndstico directo es evidenciar la presencia del 7. gondii por la
amplificacion de un segmento del ADN del parasito por PCR. La técnica de PCR ha
sido adaptada al diagnéstico de la Toxoplasmosis, utilizando como blancos de
amplificacién genes tnicos o repetidos. Una de las grandes ventajas de la reaccién de
PCR es su extrema sensibilidad, que permite la deteccién a partir de un solo pardsito,
que equivale a 0,05-0,2 picogramos de ADN. Esta gran capacidad de deteccion crea la
necesidad de utilizar estrictos protocolos para impedir resultados falsos positivos y
también es importante la deteccion de inhibidores de la reaccién de amplificaciéon que

pueden originar resultados falsos negativos (Kwok e Higuchi, 1989).

El diagndstico indirecto es menos laborioso y mds preciso que el aislamiento y
consiste en demostrar la presencia de Ac especificos contra el 7. gondii en muestras

bioldgicas del paciente.

El diagnéstico en la embarazada estd estandarizado de la siguiente manera:
primero se utilizan pruebas de tamizaje con deteccion de inmunoglobulinas isotipo G
(IgG) e inmunoglubulinas isotipo M (IgM) especificas, seguidas de estudios
confirmatorios de IgM e inmunoglobulinas isotipo A (IgA) por captura y test de avidez
en laboratorios de referencia. En la prictica, el control y seguimiento pueden resultar de
dificil implementacién. En el recién nacido, titulos de IgG significativamente mayores
al de la madre o la presencia de IgM y/o IgA, es fuerte indicio de infeccion prenatal. La

persistencia de IgG especifica al afio confirma esta infeccion en el recién nacido.

Segtn el Consenso Argentino de Toxoplasmosis Congénita (Durlach y col., 2008)

los principales métodos diagndsticos seroldgicos para Toxoplasmosis son:
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1. Reaccion de Sabin-Feldman (SF). Segun la Organizacion Mundial de la
Salud es la prueba de referencia para el diagndstico de la Toxoplasmosis, considerando
que es la de mayor S, E y reproducibilidad (Sabin y Feldman, 1949; Reiter-Owona y
col., 1999; Press y col., 2005). La reaccién utiliza toxoplasmas vivos y el
mantenimiento de la cepa requiere de un bioterio o una linea de cultivo celular sélo
disponible en laboratorios altamente especializados. Es una reacciéon de coloracion
donde los Ac especificos reaccionan con la membrana del pardsito viable
extracelularmente, en presencia del colorante azul de metileno basico. Si la muestra
contiene Ac especificos, los mismos actian lisando las células del parésito e impidiendo
que el colorante las tifia; mientras que si no existen Ac especificos los pardsitos se tifien

de azul.

2. Inmunofluorescencia indirecta (IF1). Se basa en que, en una primera
etapa, el Ag (toxoplasmas liofilizados) fijado a un soporte reacciona con los Ac
especificos. La reaccion se visualiza en una segunda etapa al tomar contacto una anti-
gammaglobulina marcada con fluoresceina con el Ac del complejo inmune. Puede
usarse gammaglobulina especifica IgM o IgG, estableciendo de esta manera el Ac que
estd reaccionando. Los titulos de IgG concuerdan satisfactoriamente con la reacciéon de
SF (de Meuter y de Decker, 1975). La IFI anti-IgM o test de Remington tiene ciertas
interferencias que dificultan su implementacion. Por un lado, los titulos elevados de IgG
pueden dar lugar a un resultado falso negativo y por el otro, el factor reumatoideo o el
factor antinuclear pueden dar resultados falsos positivos. Por este motivo se requiere un
pretratamiento con una anti-IgG, para eliminar la interferencia y la reaccidn tiende a

negativizarse a partir de los 6 meses.

3. Enzimoinmunoensayo  (ELISA, del inglés  “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay”). Este test consiste en la adsorciéon de Ag solubles del pardsito
sobre microplacas de poliestireno en las que se agrega luego el suero en estudio,
convenientemente diluido. Posteriormente, agregando un antisuero conjugado con
enzimas marcadoras y el sustrato adecuado a la enzima usada, se produce una reaccion
cromdgena que indica identidad entre el Ag y los Ac estudiados. Existen numerosos
equipos comerciales y la falta de uniformidad en el Ag y en la expresion de los
resultados imposibilita la comparacién entre ellos (Van Loon y Var der Veen, 1980).

Algunos equipos tienen baja E, dando lugar a falsos positivos que dificultan el
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diagndstico. Para la deteccion de IgM es preferible la técnica de ELISA-IgM-Doble
Sandwich que posee mayor S y E ya que se trata de un ELISA de captura.

4. Prueba de inmunoabsorcion y aglutinacion (ISAGA, del inglés
“Immunosorbent Agglutination Assay”). Es una técnica de inmunocaptura altamente
sensible y especifica. Es la técnica mds sensible, con un 98 % de efectividad en las
primoinfecciones. Consiste en una placa sensibilizada con anti-gammaglobulinas (puede
ser de distintos isotipos), que capturan los Ac cuando se ponen en contacto con el suero.
Luego se agrega una suspension de pardsitos estabilizados que aglutinan ante la
presencia de los Ac capturados. Si la reaccion es positiva se forma un manto difuso,
mientras que si el suero es negativo los pardsitos se depositan en el fondo de la
microplaca, observdndose un boton. Se utiliza también para la deteccion de IgM, IgA e
inmunoglobulina isotipo E (IgE), como marcadores de la fase aguda de la infeccién en
la embarazada y en el recién nacido. El hallazgo de estas Ig en sangre del recién nacido
es indicio de infeccién prenatal, ya que las mismas no atraviesan la placenta

(Yamamoto y col., 2000).

5. Aglutinacion directa (AD). Se basa en la capacidad de los Ac especificos
de aglutinar frente a toxoplasmas enteros. Se utiliza una suspension de toxoplasmas
formulado como Ag que aglutinan al ponerse en contacto con los Ac especificos del
suero, formando en los casos positivos un manto difuso y en los negativos un botén en
la base del pocillo de la microplaca. Es una técnica sencilla y accesible a laboratorios de

baja complejidad (Desmonts y col., 1974).

6. Prueba de avidez de los anticuerpos. Se basa en la baja avidez que
presentan los Ac IgG por los Ag parasitarios en los primeros 3 a 5 meses de la
infeccion. Con la maduracion de la respuesta inmune los Ac adquieren mayor avidez.
En el primer trimestre de un embarazo la deteccion de Ac con alta avidez, permite
descartar una infeccion reciente. Una baja avidez sugiere una infeccion reciente pero no
es confirmatoria y se debe interpretar en el contexto del panel de reacciones realizadas

(Jenum y col., 1997; Ferreira y Camargo, 2002; Lappalainen y Hedman, 2004).

Por la importancia de la patologia en el nifo, deberia contarse con técnicas de alta
S y sencillas, que puedan utilizarse en centros de atencidn primaria y que garanticen el

diagnéstico de infeccidn aguda en la madre y de infeccidn reciente en el neonato.
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Los distintos paises han reglamentado el control de la embarazada en base a
diferentes criterios. Austria legislé que los controles se deben realizar cada dos meses,
mientras que en Francia es obligatorio realizar controles mensuales. El programa
francés de prevencidon de la Toxoplasmosis se basa en el diagndstico y tratamiento
temprano de la embarazada. La vigilancia mensual de la mujer desde el primer trimestre
de embarazo, permite el diagnodstico de la infeccion y su confirmacion en las primeras
semanas de la misma, y con ello un tratamiento mas efectivo. Bélgica, Italia y Argentina
han adoptado la conducta de realizar el primer estudio al principio del embarazo y los

controles cada tres meses.

La prevalencia de Ac IgG anti-7. gondii en embarazadas evaluada en 9 hospitales
de Buenos Aires y Conurbano, donde se atendieron cerca de 20.000 partos entre el 1° de
mayo del 2006 y el 30 de abril del 2007, resulté en un 49 % (Carral y col., 2008). En
otras provincias se registran valores menores, como por ejemplo los casos de la
Provincia de Santa Fe (Red Provincial), donde el promedio fue 42,2 % y de la Provincia
de Chaco, donde fue 23,8 % (Durlach y col., 2008). A pesar de la alta prevalencia de Ac
IgG anti-T. gondii, los casos de infeccion aguda detectados durante el embarazo son
bajos. En un estudio realizado en el Hospital Alemén de la ciudad de Buenos Aires se
estudiaron 6.655 mujeres gestantes, de las cuales s6lo 6 tuvieron una seroconversion
(dos muestras tomadas en distintos momentos en el tiempo resultaron la primera
negativa y la segunda positiva) y 14 presentaron un perfil seroldgico de infeccion
aguda. Alrededor de un tercio de estas madres con infeccién aguda dard a luz un nifio
con Toxoplasmosis, siendo la frecuencia de la transmision transplacentaria mayor hacia

el final del embarazo.

El tratamiento especifico debe realizarse en todo caso de infeccion aguda en
embarazadas y durante el primer afio de vida en nifios que nacen infectados. Este se
realiza con espiramicina o bien con pirimetamina mds sulfadiazina y 4cido félico. Estas
drogas tienen efectos secundarios importantes, por lo que el diagndstico seguro es
fundamental para que el médico evalue el balance riesgo/beneficio y decida si es

oportuno realizar el tratamiento.

Los farmacos disponibles para el tratamiento de la Toxoplasmosis tienen efecto
s6lo sobre los microorganismos circulantes, pero no actian sobre los quistes que se

encuentran en los tejidos.
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El diagnéstico adecuado y el tratamiento oportuno constituyen la mejor manera,
tanto para prevenir la transmisién transplacentaria, como para reducir la

morbimortalidad y las secuelas de la Toxoplasmosis congénita.

La Dra. Stella Maris Gonzélez Cappa, investigadora Superior del CONICET y
coordinadora de la Mesa de Implementacién del nicleo socio productivo estratégico
Enfermedades Infecciosas, del Plan Argentina Innovadora 2020, elaboré un documento
de referencia donde menciona lo siguiente sobre la Toxoplasmosis: “si bien no es una
enfermedad desatendida, por la gravedad de las lesiones que puede provocar la
infeccion congénita, es de sumo interés poder contar con metodologias diagndsticas con
adecuada sensibilidad y especificidad que permitan determinar sin lugar a duda la

infeccion aguda de la embarazada para definir la oportunidad del tratamiento”

(Gonzélez Cappa, 2012).

1.3 SINTESIS DE LAS PARTICULAS DE POLIMERO

1.3.1. Produccion de Particulas por Polimerizacion en Emulsion

Las polimerizaciones en emulsion, cuya teoria fue establecida por Harkins (1946)
y por Smith y Ewart (1948), ocupan un lugar destacado entre las técnicas de sintesis de
polimeros. Estas polimerizaciones permiten obtener por via radicalaria polimeros de
muy alto peso molecular (PM) a altas velocidades de polimerizacion. El empleo de agua
como medio de reaccion permite un adecuado control de la temperatura (baja viscosidad
y alta capacidad calorifica) y los productos obtenidos, comparados con los sintetizados
por polimerizaciones en solucién (donde se emplea un solvente orgdnico como medio
de reaccién), son mds amigables con el medio ambiente, menos toéxicos y mas

economicos de obtener.

Las dispersiones coloidales de particulas de polimero que se obtienen se
denominan latex y se pueden obtener en una gran variedad de tamafos de particula,
morfologia, grados de monodispersidad de tamafios y caracteristicas superficiales,

mediante la adecuada eleccion de la receta de reaccidn, las condiciones de la misma, el

-14 -



CAPITULO 1: Consideraciones Generales

tipo de reactor y las estrategias de operacion. Por otra parte, estos sistemas coloidales
estdn constituidos por particulas poliméricas de pequefio tamafio suspendidas en un
medio acuoso, lo cual proporciona una gran drea superficial para actuar de soporte de

biomoléculas.

Se ha encontrado que los liatex monodispersos, es decir que poseen un tamafio de
particula uniforme, son preferidos para el anclaje de biomoléculas, porque en estos
casos la unién de proteinas tales como Ag o Ac a la superficie de las particulas es
también uniforme, dando lugar a sistemas coloidales mds estables. Para un latex de un
contenido de s6lidos determinado, el drea superficial total aumenta cuando el tamaio de
particula disminuye y viceversa. Entonces, en un litex que presenta una distribucién de
tamaios de particula (PSD, del inglés “Particle Size Distribution™) ancha, las particulas
pequenas tendrdn mayor drea expuesta capaz de interaccionar con las biomoléculas que
las particulas de mayor tamafio. Esto da lugar a una distribucién desigual de proteinas
unidas al latex, lo que conlleva a un pobre desempefio como reactivos de IA con fines

diagndsticos.

Los principales componentes de una polimerizacion en emulsion son: 1) agua,

i1) los monémeros, iii) el emulsificante, y iv) el iniciador.

1) Agua: es la fase continua e inerte del sistema. Permite un adecuado control de la
temperatura de reaccion y actida como el medio de transferencia del mondémero desde
las gotas a las particulas. En esta fase ocurre la descomposicion del iniciador para dar
lugar a radicales libres y al inicio de la polimerizacién. Ademds, se produce el
intercambio dindmico del emulsificante entre las fases y a menudo la formacién de
oligbmeros. Por lo general se utiliza agua deionizada, para evitar problemas de
estabilidad, y ademads se debe desoxigenar porque el O, causa inhibicién o retardo de la

polimerizacion.

i) Mon6meros: son regularmente sustancias orgdnicas, cuya estructura quimica
tiene un gran impacto sobre las propiedades finales del polimero. Normalmente
presentan baja solubilidad en agua, por lo que cuando se los pretende mezclar con agua
el sistema se separa en 2 fases: la fase continua rica en agua (acuosa) y la fase dispersa
rica en mondmero (organica). En un sistema bien agitado, la fase orgdnica se halla

suspendida en forma de gotas, de tamafio micrométrico.
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ii1) Emulsificantes: son compuestos de bajo PM con caricter anfipatico, es decir
que normalmente contienen una larga cadena de naturaleza hidrofébica con un extremo
hidrofilico. Esto permite la formacién de micelas, cuyo interior es hidrofébico y las
cabezas polares se orientan hacia el medio. Estas formaciones tienen lugar cuando la
concentracion del emulsificante aumenta por encima de un cierto valor, conocido como
la concentraciéon micelar critica (CMC), donde las moléculas del emulsificante no
pueden permanecer aisladas y forman micelas. El monémero, de naturaleza hidrofébica,
encontrard en el interior de las micelas un ambiente compatible con su naturaleza. De
esta forma las micelas cumplirdn la funcidn de ser sitios para la formacién de particulas.
Por otro lado, las moléculas del emulsificante estabilizan las gotas de mondémero y las
particulas de polimero producidas durante la polimerizacion. Los emulsificantes
comunmente utilizados en polimerizacion en emulsién son anionicos, habitualmente en
combinacién con emulsificantes no i6nicos que permiten controlar la morfologia de las
particulas de latex y mejorar la estabilidad coloidal post-polimerizacion. La cantidad de
micelas es mayor cuando la concentracion de emulsificante aumenta, siendo esta una

variable que influye directamente sobre el tamafio de las particulas que se formen.

iv) Iniciador: suele ser una sal inorgdnica soluble en agua que se disocia bajo
determinadas condiciones (como por ejemplo elevada temperatura), formando radicales
libres muy activos, de vida media muy corta, que inician la polimerizacién. La
reactividad de dichos radicales se transfiere a una molécula de mondémero, la cual a su
vez podra adicionarse a otra unidad monomérica sin perder su reactividad, produciendo

una reaccion en cadena.

Los tamafios de particula que se pueden obtener por polimerizacion en emulsion
dependen fundamentalmente de las concentraciones de emulsificante y de iniciador, y
se logran obtener latex con tamafnos medios entre 50 y 700 nm. En una polimerizacion
en emulsién en presencia de emulsificante, éste se disuelve en agua y cuando su
concentracion supera la CMC, se generan micelas. Cuando se adiciona el mondémero,
parte del mismo se incorpora a las micelas, otra fracciéon forma gotas que quedan
dispersas en el medio acuoso y una pequeia parte, dada por su solubilidad, queda
disuelta en el agua. Luego, se agrega un iniciador y se desarrolla un proceso de
polimerizacién radicalaria que incluye a la iniciacién, la propagacién, y la terminacién
de las cadenas poliméricas. En la primera de ellas, el iniciador genera radicales libres en

la fase acuosa a una velocidad que depende de su naturaleza, de la temperatura y del pH
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del medio. Estos radicales propagan en fase acuosa con el mondémero alli presente y una
vez que adquieren cierta hidrofobicidad, entran a las micelas para reaccionar con el
monoémero que estd dentro de ellas. Una vez que comienza la polimerizacion, la micela
se transforma en una particula de polimero hinchada con monémero, que es el principal
sitio de polimerizacién. Debido a la compartimentalizacién de esta reaccion en las
particulas, la concentracién de radicales y la velocidad de terminacion en ellas es baja,
lo que hace que los PM del polimero producido puedan crecer hasta valores muy
elevados. El aumento de la temperatura de reaccioén y/o de la concentracion de iniciador,
normalmente permiten aumentar la velocidad de polimerizacion. Dentro de las
particulas de polimero, el mondmero se consume en las reacciones de propagacion,
transfiriéndose el mondmero desde las gotas (cuando ellas existen) hacia las particulas
de polimero. Como las gotas de mondmero presentan un drea superficial mucho mds
pequeia que las micelas y que las particulas, aquellas no compiten con estas dltimas en

la captura de los radicales producidos en la fase acuosa (Fig. 1.4).
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Fig. 1.4. Esquema del proceso de polimerizacién en emulsion.
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1.3.2. Produccion de Particulas por Polimerizacion en Dispersion

Particulas monodispersas de tamafios cercanos al micrén son generalmente
dificiles de obtener porque este tamafo se encuentra en el medio de la gama de
didmetros medios obtenidos por los procesos de polimerizacién heterogénea mds
conocidos. Asi, por polimerizacién en emulsiéon convencional se pueden conseguir
tamafios medios de particula entre 50 y 700 nm; y por polimerizacién en suspension se
pueden sintetizar particulas con tamafos entre 50 y 1000 um (Kawaguchi e Ito, 2005).
Los primeros intentos de obtener particulas monodispersas de tamafios cercanos al
micrén fueron llevados a cabo por Vanderhoff y col. (1984), quienes utilizaron el
método de siembra sucesiva, donde realizaron varias etapas de polimerizacion y en cada
una de ellas se conseguia aumentar el didmetro de particula. Otros intentos fueron
llevados a cabo por Omi y col. (1994) y por Kamiyama y col. (1993), quienes utilizaron
polimerizaciones en suspension modificadas, y por Okubo y col. (1991) que
desarrollaron el método de hinchazén dindmica de mondémero (DSM, del inglés
“Dynamic Monomer Swelling Method”). En las polimerizaciones en suspension
modificadas, las fases de mondmero y de agua se mantuvieron en recipientes separados
y se alimentaron a un ritmo preciso hacia un dispersor mecanico, donde se formaron
gotas pequeiias y uniformes de mondmero. Luego se alimenté el reactor de
polimerizacioén con estas gotas y se llevd a cabo la polimerizacién. El tamafio de las
particulas polimerizadas fue controlado de manera efectiva mediante el ajuste de la
velocidad del dispersor. En el caso de DSM, los autores tomaron una siembra de PS y la
dispersaron en un medio que contenia St, per6xido de benzoilo (BPO) como iniciador y
poli(vinil alcohol) como estabilizador. Luego, agregaron lentamente (gota a gota) agua,
y las particulas de PS sembradas se hincharon con el St disuelto, manteniendo la

monodispersidad de la siembra.

La polimerizacién en dispersién es una alternativa atractiva y prometedora para
obtener particulas monodispersas de tamafio micrométrico en una sola etapa de
polimerizacién. La polimerizaciéon en dispersion puede definirse como un tipo de
polimerizacién por precipitacion, en el que se lleva a cabo la polimerizacion de un
mondmero en presencia de un estabilizador polimérico adecuado soluble en el medio de

reaccion. El disolvente seleccionado como medio de reaccién es buen solvente tanto
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para el monémero como para los polimeros estabilizadores estéricos, pero no es capaz

de disolver al polimero que se estd formando.

Los componentes fundamentales en este tipo de polimerizaciones son: i) el medio

de dispersion, ii) los mondmeros, iii) el estabilizador estérico, y iv) el iniciador.

1) Medio de dispersion: debe cumplir las caracteristicas mencionadas
anteriormente, de disolver a todos los componentes cuando la polimerizacién no ha
comenzado, para que exista una Unica fase homogénea inicial. Los medios mds
empleados son alcohdlicos, como etanol o metanol, y soluciones hidroalcohdlicas,
donde se varian las proporciones del alcohol y del agua para obtener distintos

resultados.

1) Monomeros: en este tipo de polimerizaciones los mondémeros a emplear deben

ser solubles en el medio de dispersion.

iii) Estabilizador estérico: juega un papel crucial en el proceso de polimerizacion.
Ya sea que se adsorba o se incorpore en forma de injerto a la superficie del polimero
recién formado, actuard como un estabilizante estérico que ademads tendréd influencia
sobre el tamafio de particula y sobre la estabilidad coloidal del sistema. Dado que las
moléculas estabilizadoras se encuentran en la interfaz entre la superficie de las
particulas sélidas y el medio de dispersion, se requiere que posean una naturaleza
anfipética. Algunos ejemplos de estabilizadores estéricos empleados son: poli (vinil
pirrolidona) (PVP), hidroxipropil celulosa, poli (dcido acrilico), poli (acrilamida) y

poli (glutaraldehido).

iv) Iniciador: naturalmente, los iniciadores empleados son aquellos solubles en el
medio de dispersion. Para el caso de alcoholes o mezclas de ellos, se puede mencionar
al 2,2'-azo-bis-isobutirilnitrilo (AIBN) y al BPO.

La polimerizacion en dispersion comienza a partir de una fase homogénea, donde
los reactivos se disuelven completamente en el medio de reaccién. Cuando se generan
radicales libres por descomposicion del iniciador, éstos reaccionan con el monémero y
empiezan a formarse radicales oligoméricos de polimeros, cuya solubilidad en el medio
disminuye por el crecimiento de estos ultimos. La separacion de fases se produce
cuando el polimero formado precipita fuera del medio, en el que es insoluble, para
formar particulas inestables de polimero. Estas particulas van coalesciendo entre si

hasta un punto critico (0.) donde son estabilizadas por el estabilizador estérico
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(Kawaguchi e Ito, 2005). Debido a este complejo cambio de fase durante la
polimerizacién, el mecanismo de nucleacién de particulas y de polimerizaciéon no ha
sido adn bien entendido. Sin embargo, se sabe que las moléculas del estabilizador
desempefian un papel crucial para brindar suficiente estabilidad coloidal en la formacién
de particulas, evitando la coagulacion entre las mismas (Hong y col. 2007). Luego de
O.:it, no hay nuevos nticleos y las particulas pueden crecer tanto por la captura difusiva
de oligébmeros y la coagulacién de muy pequefias particulas inestables producidas en la
fase continua; como por la polimerizacion del monémero dentro de las particulas. En la

Fig. 1.5 se presenta un esquema de la polimerizacion en dispersion.
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Fig. 1.5. Esquema del proceso de polimerizacién en dispersion.

1.3.3. Sintesis de Particulas Funcionalizadas

Las caracteristicas finales y las aplicaciones de los lidtex dependen, entre otros
factores ya mencionados anteriormente como la PSD o la monodispersidad del sistema,
de la microestructura y morfologia de las particulas. Existen varios tipos de particulas,

con variadas caracteristicas, que le confieren diferentes propiedades al producto final

-20 -



CAPITULO 1: Consideraciones Generales

(Fig. 1.6). Asi, en el caso de morfologias externas esféricas, se puede tener
micro/nanoparticulas lisas (o compactas), porosas, cdpsulas, microgeles, peludas o
“hairy” (presentan cadenas flexibles en su superficie), con morfologia “core-shell” y
funcionalizadas (o reactivas), que permiten controlar el balance hidrofilico-hidrofébico
en la interfaz agua-polimero y también permiten la UC de diversas biomoléculas a
través de los grupos reactivos. Ademads, las particulas pueden estar compuestas por
materiales organicos e inorganicos, dando lugar a “composites” o particulas hibridas
(Gonzalez, 2004; Pichot, 2004; Pichot y Delair, 2005). En algunos casos, se puede tener
particulas que posean varias de estas caracteristicas combinadas, como por ejemplo
particulas tipo “core-shell”, que a su vez sean ‘“hairy” y presenten funcionalidad

quimica (reactivas).

X
A
Lisas ' | Microgeles X X Reactivas
\ ; ¥ 4
( B
= e ——
'// \ \’ /_/ \\
( | Porosas ~_  “Hairy” ‘ . | “Composites”

Capsulas Q “Core-shell” Hibridas

Fig. 1.6. Algunas de las posibles estructuras y morfologias de las particulas de latex.

Existen diferentes métodos que permiten producir particulas funcionalizadas,
siendo uno de ellos la polimerizacién en emulsion de mondmeros funcionales sobre
particulas de latex (siembras) para la produccion de particulas con morfologia “core-
shell”. Se trata de un proceso de polimerizacién en 2 etapas, donde en cada etapa se
pueden controlar distintas variables. En la primera generalmente se sintetizan particulas
de poliestireno (PS) y el objetivo de este paso es el control del tamafio de particula y de
la PSD. En la siguiente etapa, las particulas de PS previamente obtenidas se emplean
como siembra en co-polimerizaciones que involucran a uno o varios mondmeros.

Generalmente se emplea una mezcla de St con uno o mds mondémeros funcionales.
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En esta segunda etapa se pretende introducir una funcionalidad superficial especifica a

las particulas, sin que el tamafio se modifique significativamente.

La polimerizacién en emulsién sembrada es un método util para producir
particulas monodispersas en tamafo, con control de la morfologia, tamafio y densidad
de carga superficial de las mismas. En las polimerizaciones sembradas, el liatex de
siembra pre-sintetizado se utiliza para controlar, ademds del tamafio, el nimero de
particulas presentes en el latex final. Ademads, se debe evitar la nucleacién secundaria

(de nuevas particulas) porque se verian afectadas las principales propiedades del latex.

Las particulas con morfologia “core-shell” tienen una variada posibilidad de
aplicaciones y resultan de gran interés en diversos campos, como en biomedicina. Son
utiles en una amplia gama de aplicaciones, porque poseen mejores propiedades fisicas y
quimicas respecto de las particulas formadas por un unico componente. Ademas,
resultan perfectos sistemas modelo para investigar las propiedades de mezclas de
polimeros y de polimeros compuestos, debido a la regular distribucién de un polimero

dentro de una matriz polimérica y a la geometria esférica simple del sistema.

Entre las aplicaciones biomédicas de este tipo de particulas podemos mencionar
su utilizacién como soportes en inmunoensayos, liberaciéon controlada de drogas, y
separaciones de células sanguineas o de diversos componentes bioldgicos. Asi, la
adsorcion y/o unién de proteinas sobre superficies poliméricas solidas que se tratard en

esta Tesis, se ha convertido en un importante tema de estudio.

Se han utilizado numerosos grupos funcionales con el fin de unir proteinas sobre
la superficie de las particulas de l4tex para ser utilizadas en inmunoensayos: i) aldehido
(Yan y col., 1990; Charleux y col., 1992; Slomkowski y col., 2002); ii) carboxilo
(Bahadur vy col., 1985; Bastos y col., 1995; Gonzalez y col., 2008b; Golchin y col.,
2012; Medina y col., 2012; Moraveji y col., 2012; Garcia y col., 2013); 1ii) acetal
(Kapmeyer y col., 1988; Kapmeyer, 1991; Peula y col., 1995; Santos y Forcada, 1996;
Bucsi y col., 1998; Miraballes y Forcada 2000; Gibanel y col., 2001; Miraballes y col.,
2001; Santos y Forcada, 2001; Sanz-Izquierdo y col., 2004; Garcia y col., 2013); iv)
hidroxilo (Okubo y col., 1987); v) amino (Delair y col., 1994; Ramos y col., 2003;
Sanz-Izquierdo y col., 2004); vi) clorometilo (Suen y Morawetz, 1985; Sarobe y col.,
1996; Sarobe y col., 1998; Sanz-Izquierdo y col., 2004) y vii) epoxi (Maehara y col.,
1987).
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La variedad de particulas mdas frecuente es aquella que contiene grupos
funcionales carboxilo (-COOH). Estos grupos permiten la UC de proteinas mediante la

formacion de un enlace amida, después de ser activados con carbodiimidas solubles.

En otros casos, como por ejemplo en liatex con grupos clorometilo (-CH,Cl) o
epoxi (-C,H30), el acoplamiento covalente se ve simplificado ya que no se requiere
activacion previa de los grupos funcionales, y la reacciéon de acoplamiento ocurre
espontdneamente. En particular, los grupos epoxi presentan la ventaja de formar enlaces
muy estables con diferentes grupos (amino, tiol, y fenol) de las proteinas y permiten una
facil inmovilizacion de biomoléculas, tanto a escala de laboratorio como industrial,
donde la activacion de otros grupos funcionales, cuyos activadores muchas veces suelen

ser sustancias peligrosas, es indeseable (Mateo y col., 2002, 2003).

1.4. LIMPIEZA Y CARACTERIZACION DE LOS LATEX

1.4.1. Métodos de Limpieza

Como consecuencia de la polimerizacién, las particulas de latex sintetizadas se
encuentran contaminadas con restos de mondémero e iniciador no reaccionados,
emulsificantes, cadenas de oligdmeros que se puedan haber formado durante la reaccion
y demds reactivos. Antes de continuar con el proceso de caracterizacion, los latex deben
ser purificados para evitar que los contaminantes puedan sufrir alteraciones quimicas
posteriores, interactuar con la superficie, interferir en el ensayo inmunolégico y

disminuir la unién de proteinas.

Existen varias técnicas para realizar la purificacion de las particulas de latex. Se
debe tener en cuenta que el proceso de limpieza debe eliminar las impurezas, sin afectar
la naturaleza y estabilidad del latex (morfologia y tamafio de particula, concentracion de
grupos funcionales superficiales y/o modificaciéon quimica de esos grupos). Si las
particulas de litex estdn quimicamente estabilizadas por grupos cargados, éstos son
claramente una parte integral de las particulas y el proceso de limpieza no debe

quitarlos o modificarlos. En algunos casos, las particulas de latex estdn estabilizadas por
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emulsificantes, y la eliminacién de éstos mediante la limpieza, puede dar lugar a la
inestabilidad y a la agregaciéon de las particulas. Es preciso, ademds, evitar la
introduccién de nuevas impurezas que puedan estar presentes en el equipo, materiales
y/o en el agua utilizada para la limpieza, asi como también la posible contaminacién con
bacterias y hongos. Estos factores deben considerarse también a la hora de almacenar

las particulas.

Teniendo en cuenta que ninguna técnica, por si sola, es capaz de eliminar todas las
impurezas, a continuacién analizaremos las ventajas y desventajas de diferentes

procedimientos de limpieza.

El método de desplazamiento de suero (o “serum replacement) se basa en el
reemplazo de la fase acuosa, medio de dispersion o “serum” del latex con agua destilada
y deionizada (Ahmed y col., 1980; El-Aasser y col., 1980; Daniels y col., 1981). El
latex se coloca en una celda cilindrica con un filtro y se bombea agua destilada y
deionizada a través de la celda. El fluido se ve obligado, bajo presién hidrostética, a
atravesar el filtro, cuyo tamafio de poro es menor que el de las particulas, de modo que
sOlo permite el paso de las impurezas de tamafios menores y disueltas en el agua. El
latex se lava continuamente hasta que la conductividad del eluyente iguale a la del agua
de alimentacién (Fig. 1.7.). Como el flujo de alimentacién es perpendicular a la
superficie de la membrana, las ventajas del aumento de la presion se pueden ver
reducidas por la obstruccién de los poros debido a la acumulaciéon de una capa
superficial de particulas sobre la membrana, que puede producir un bloqueo en el flujo.
Para evitar esto, es esencial una rdpida y eficaz mezcla del latex durante el lavado. Este
problema se hace mas pronunciado a medida que aumenta el contenido de s6lidos de la

muestra.

La técnica de desplazamiento de suero es sencilla, efectiva, y puede emplearse
también para concentrar un latex. Permite eliminar no sélo las especies disueltas en fase
acuosa sino también las adsorbidas en las particulas poliméricas y reemplazar
completamente a los iones sodio y potasio por protones (Ahmed y col., 1980). Ademads,
se puede emplear una variedad de filtros de diferentes tamafios de poro y composicion,

y la fase acuosa se puede recuperar para su analisis.
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A B
Entrada de agua Entrada de agua

Latex sucio Celda Latex limpio
Waril

ar la.c,le Membrana
agitacion

soportada

Agitador
magnético I @ Salida de suero I ® < iide-ueo

Fig. 1.7. Esquema del dispositivo empleado en la purificacién de los latex por desplazamiento

de suero, antes (a) y después (b) del proceso de limpieza.

El método de centrifugacion-resuspension consiste en la sedimentacion de las
particulas de latex junto con su capa adsorbida, dejando un sobrenadante con los
ingredientes no sedimentables de pequefio tamafio o disueltos. El sobrenadante se
elimina o conserva para su andlisis y las particulas se resuspenden en agua ultrapura. La
operacion de centrifugacion y posterior resuspension se repite hasta que la
conductividad del sobrenadante sea igual a la del agua ultrapura de lavado. Esta técnica
tiene la mayor parte de las ventajas de la técnica de desplazamiento de suero, pero
ademas permite limpiar latex con altos contenidos de solidos. Sin embargo, los latex se
hacen mas dificiles de redispersar en cada ciclo y en los ultimos generalmente se
requiere de sonicacién. Si bien la técnica es tediosa y algunos latex pueden perder la
estabilidad, generando agregacion irreversible, el tiempo necesario para limpiar un
determinado latex es menor que el requerido para su limpieza por desplazamiento de

Sucro.

Otra técnica de lavado que no se utilizard en esta Tesis, pero que es también de
uso habitual, es la didlisis. En esta técnica, el latex se introduce en membranas porosas
(normalmente de celulosa regenerada) y estas se sumergen en agua ultrapura con una
proporcion de agua aproximadamente 20 veces mayor al contenido del ldtex. Con esta
técnica, el proceso de limpieza resulta mds largo y dificultoso, pudiéndose demorar

hasta 3 0 4 semanas.

_25.



CAPITULO 1: Consideraciones Generales

1.4.2. Caracterizacion Morfolégica y Superficial

Es importante pensar en la aplicacién de los latex a la hora de disefiar su sintesis.
Para la aplicacion de interés en esta Tesis, los latex deben cumplir ciertos requisitos en
lo que refiere a su: i) monodispersidad de tamafios de particula; ii) composicion; iii)
densidad de carga superficial; iv) densidad de grupos funcionales y v) estabilidad
coloidal. El tamafio de particula es fundamental para el funcionamiento adecuado de un
inmunoensayo. Para un dado contenido de sdélidos, el tamafio determina el drea
superficial. Las particulas de didmetro pequefio presentan una mayor superficie por
unidad de masa, mientras que las particulas grandes presentan un &drea superficial
especifica menor. La monodispersidad de la PSD permite controlar la superficie
disponible y garantizar reproducibilidad. La composicion monomérica es muy
importante ya que los distintos mondmeros que se pueden emplear en la sintesis
presentan diferentes propiedades fisicas y Opticas, que pueden dar lugar a ventajas o
limitaciones para diferentes aplicaciones. La densidad de carga superficial y la densidad
y tipo de grupos funcionales, tienen influencia sobre la estabilidad del latex y sobre la
capacidad de acoplamiento de biomoléculas. La estabilidad coloidal de los litex es
importante ya que se requiere que el sistema se mantenga estable en el medio donde se

llevara a cabo el inmunoensayo.

1.4.2.1. Caracterizacion de Tamaiios de Particula

El control del tamafio de particula y de la monodispersidad de la PSD es un
requerimiento muy importante para predecir el comportamiento de los latex, definir el
area superficial disponible para la unién de macromoléculas biol6gicamente activas y

determinar el mejor proceso de manipulacion.

En la préctica, es casi imposible obtener un latex estrictamente monodisperso; y
los objetivos se enfocan a que la PSD sea lo més angosta posible. Se pueden utilizar
diferentes técnicas para determinar el tamafo de particula, presentando cada una un

conjunto de ventajas y limitaciones.
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La microscopia electrénica (ME), en sus versiones de transmisiéon (TEM, del
inglés “Transmission Electron Microscopy”) y de barrido (SEM, del inglés “Scanning
Electron Microscopy”), es la técnica de observacion directa mds poderosa para la
medicion de tamafos de particula. Sin embargo, presenta problemas de
representatividad, es dificil detectar y cuantificar pequefias fracciones de particulas muy
distintas a la mayoria, las particulas tienden a aglomerarse durante el proceso de secado
producido durante la preparacién de la muestra, y el haz de electrones puede producir

alteraciones en la morfologia de las particulas al ser observadas.

La técnica de DLS permite determinar tamafios medios de particula en forma
simple, rédpida y confiable. Cuando un haz de luz pasa a través de una dispersion
coloidal, las particulas dispersan parte de la luz en todas direcciones. Si las particulas se
mantuvieran inmdéviles, entonces la intensidad de luz dispersada seria constante. Sin
embargo, como las particulas presentan movimiento Browniano, las mismas se acercan
o alejan del detector, generando fluctuaciones temporales en la intensidad de luz
dispersada. En DLS, una luz ldser (monocromdtica) incide sobre una muestra de latex
diluida, y un fotémetro colocado a un dngulo fijo 6, mide las fluctuaciones en la
intensidad de la luz dispersada provocada por las particulas, durante un intervalo de

tiempo de décimas de microsegundos a milisegundos (Fig. 1.8).

Bafio
Termostatizado

Muestra

Luz
Incidente

Dispersada

Sensor + Correlador Digital il

Fig. 1.8. Esquema y foto del equipo de dispersién de luz dindmica utilizado.

El movimiento de las particulas estd esencialmente controlado por la temperatura
de medicion, la viscosidad del medio y su tamafio. Para una temperatura y un medio

dado, la variacién en la intensidad de la luz dispersada estd directamente relacionada
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con el "tamafio hidrodindmico de particula", que incluye tanto a la particula como a la

capa de hidratacion que la rodea.

Las fluctuaciones de la intensidad de luz dispersada se pueden describir a través

de sus funciones de autocorrelacion, que se definen como:

G (5)- im —Zz;e (1) & (Tiey) (Ec. 1.1)

donde &g, representa la intensidad de luz dispersada al dngulo de deteccién 0;; Tj es el

tiempo de decaimiento discreto; y Nj (>10°) es el nimero total de muestras.

Si se supone a la PSD como monodispersa, la funcién de autocorrelacién se puede

ajustar mediante:

2
G (1)=G%) {1+Br } G=1,....Mp_s) (Ec. 1.2)

con:

gé:) (t)=exp(-Tr7)  G=1.....MpLs) (Ec. 1.3)

donde, G( o, ©s la linea de base de la funcién de autocorrelacion; Br (<1) es una

constante “instrumental”’; Mpis es el ndmero total de canales del correlador o puntos de
la funcion de autocorrelacion medida a 6,; y I es la constante de decaimiento
caracteristica de las particulas, que es el producto entre el coeficiente de difusion

traslacional dr y la norma del vector de onda q;:

rr:quTZ (Ec. 1.4)
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Segin la ley de Stokes-Einstein, para una particula esférica de didmetro D
suspendida en un fluido Newtoniano, el coeficiente de difusion traslacional se relaciona

con el didmetro de particula mediante:

kg Ty
dT:
3D

(Ec. 1.5)

donde kg es la constante de Boltzmann; T, es la temperatura de medicion absoluta; y n
es la viscosidad del medio. La norma del vector de onda q, depende del dngulo de
deteccion de la luz dispersada 6,, del indice de refraccién del medio de suspension ny, y

de la longitud de onda de la luz laser incidente Apps segin:

47n,, |
q= sin(60,/2) (Ec. 1.6)
" MpLs

En la practica se mide la funcion de autocorrelacion, se determina I'; a partir de las
Ecs. (1.2) y (1.3), y se calcula D en base a las Ecs. (1.4) - (1.6) conociendo Ty, 1, y N
Sin embargo, el didmetro medido por DLS expresa el tamafio de una esfera que tiene el
mismo coeficiente de difusiéon traslacional que la particula. Cualquier cambio en la
superficie de la particula que afecte su velocidad de difusion va a cambiar el tamafio
aparente de la particula, ya que el coeficiente de difusion y, por ende el tamafio
hidrodindmico, no sélo depende del didmetro de las particulas a medir, sino también de

la conformacién de la misma en el medio en que estd dispersa.

Para el caso mdas general de particulas polidispersas, se puede calcular un
didmetro promedio de DLS, representado por Dpis, a través del método de los

cumulantes (Koppel, 1972), con una reproducibilidad del Dp; s de alrededor de £1 %.

La técnica de DLS permite estudiar las muestras en su medio, medir tamafios con
pequeios volimenes de muestra y en rangos de concentracion relativamente bajos, y
recuperar la muestra luego de la mediciéon. Ademas, es util para seguir procesos de
coagulacion, evaluando la formacién y crecimiento de los agregados. Probablemente el

principal inconveniente de la DLS es que requiere de métodos especiales para el
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tratamiento de los datos cuando se desea estimar la PSD, no existiendo solucién tinica al
problema (Gugliotta y Vega, 2010). Esto puede solucionarse en parte empleando la
técnica de DLS a miultiples dngulos de medicion (MDLS), que permite obtener
estimaciones de la PSD mas confiables (Clementi, 2012). Ademads, por MDLS se puede
obtener informacion sobre la monodispersidad del sistema coloidal en base a que, para
un latex estrictamente monodisperso, el Dprs es independiente del dngulo de medicion.
Por lo tanto, la variacién del Dprs cuando se lo determina a distintos dngulos de

medicioén, es indicativa de la falta de monodispersidad del sistema coloidal.

1.4.2.2. Caracterizacion Superficial de las Particulas

La caracterizacion superficial de las particulas permite conocer la naturaleza y la
cantidad de grupos superficiales i6nicos y no i6nicos, y determinar las propiedades y el

comportamiento coloidal de los latex.

Las particulas de liatex son inherentemente inestables debido a su gran area
superficial por unidad de masa, y se agregardn irreversiblemente a menos que se
estabilicen. La estabilizacién se puede conseguir por adsorciéon de ciertos iones, de
emulsificantes o por disociacion de grupos superficiales ionizables del polimero,
provenientes del iniciador y/o de los diferentes monomeros empleados en la
polimerizaciéon. Muchas propiedades de los sistemas coloidales acuosos estdn
determinadas por la presencia de estos grupos quimicos cargados sobre la superficie de

las particulas.

La valoracién conductimétrica es el método mds usado para determinar la
densidad de carga superficial. Consiste en el estudio de la evolucion de la conductividad
de la muestra frente al agregado de una solucién valorante. Tipicamente, existen dos

casos posibles: i) valoracion de 4cido fuerte y ii) valoracién de dcido débil.

En el caso de una dispersion de particulas con grupos 4cido fuerte valorada con
una soluciéon de NaOH, inicialmente la conductividad es grande porque el grupo 4cido
estd totalmente disociado y los iones H' tienen una movilidad muy alta. Conforme se

van agregando iones OH provenientes de la solucién valorante, se van neutralizando
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los iones H" de la muestra y la conductividad disminuye lentamente debido a la menor
movilidad de los iones Na® liberados. Alcanzado el punto de equivalencia, la
concentraciéon de OH™ empieza a aumentar conforme se va afiadiendo NaOH y con ella
la conductividad. En consecuencia, representando la conductividad frente al volumen de
hidréxido afiadido, se obtienen dos rectas con diferentes pendientes, cuya interseccion
es el punto de equivalencia. Puesto que la movilidad de los iones OH  es menor que la

de los H" la pendiente de la segunda recta serd menor en valor absoluto (Fig. 1.9).

En el caso de una dispersion de particulas con grupos dcido débil, inicialmente la
ionizacion es muy pequefia, por lo que la conductividad es baja ya que hay pocos iones
H". Al afiadir NaOH se van afiadiendo iones Na* con lo que la conductividad aumenta
lentamente. Sobrepasado el punto de equivalencia, la disolucién incorpora iones OH, lo

que se traduce en un aumento brusco de la conductividad (Fig. 1.9).

Conductividad

Fuerte

Débil

Volumen

Fig. 1.9. Curvas tipicas de valoracion conductimétrica para una dispersion de particulas con

grupos 4cido fuerte y 4cido débil.

Otro método también empleado para determinar la densidad de carga o de grupos
funcionales es la valoracion potenciométrica. Consiste en la determinacion del potencial
eléctrico (respecto a uno de referencia) de la disolucién y su evolucion frente al
agregado de la solucién valorante. Para determinar el potencial se emplea un electrodo

selectivo al analito que se desea determinar y el voltaje que se mide es representativo de
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la concentracion de la especie en solucién. Uno de los electrodos mds empleados es el
de pH, con el objetivo de determinar la concentracién de iones H*. Cuando se representa
la evolucién del voltaje (o del pH) en funcién de la cantidad de valorante agregado se
obtiene una funcién con uno o mds puntos de inflexién (Fig. 1.10). Estos puntos de
inflexion son los puntos de equivalencia de las distintas especies que se estdn valorando
y se pueden determinar con precision calculando la primera derivada. Asi, se observa la
presencia de valores maximos correspondientes a los puntos de equivalencia. Cuando se
produce la neutralizacién entre un 4cido fuerte y una base fuerte, el pH en el punto de
equivalencia es 7 (y el voltaje 0), ya que todos los iones se neutralizaron. En otros
casos, cuando la especie que se estd determinando es un dcido o base débil, el pH en el
punto de equivalencia es mayor o menor que 7 (dependiendo el caso) debido a la

hidrdlisis que sufre el anion del 4dcido débil o el catién de la base débil.

Voltaje n

|| GO

W

Punto Final Volumen

Fig. 1.10. Curva tipica de valoracién potenciométrica (verde) y 1* derivada (rojo).

Otra de las caracteristicas fundamentales de los latex es la estabilidad del sistema
coloidal, es decir, la capacidad de las particulas de permanecer como entidades aisladas
en el medio que las rodea durante largos periodos de tiempo. En general, las particulas
coloidales dispersas en un medio liquido, habitualmente agua, estin continuamente

colisionando como consecuencia del movimiento Browniano. Cuando las particulas
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colisionan y se asocian formando agregados, debido a interacciones atractivas de Van

der Waals, se dice que el l4tex es inestable.

Un aumento de temperatura provoca un incremento de la cinética de las
microesferas en suspension, lo cual aumenta la probabilidad de que entren en contacto y
se traduce en una mayor probabilidad de interacciones hidrofébicas. Del mismo modo,
si la concentracion de las microesferas en la suspensién aumenta, también lo hace la
probabilidad de colisiones y de interacciones hidrofébicas. Para asegurar la estabilidad
coloidal del latex, deben existir fuerzas repulsivas que contrarresten y superen a las
fuerzas atractivas entre las particulas. La repulsiéon se genera principalmente por la
densidad de carga superficial, debida a las cargas eléctricas que se incorporan en la
superficie de la particula (estabilizacion electrostética); y a la presencia de ciertas
cadenas de oligomeros adsorbidas o ancladas sobre la superficie (estabilizacion
estérica), provenientes del iniciador, de los mondmeros o de estabilizadores empleados
en la polimerizacién. La combinacién de estos dos mecanismos se conoce como
estabilizacion electroestérica (Napper, 1983; Stenkamp y Berg, 1997; Peula y col.,
1998; Forcada e Hidalgo, 2005).

La estabilizacion electrostdtica puede ser proporcionada durante la sintesis del
latex, utilizando iniciadores cuya descomposicion genere cargas iOnicas (sales de
persulfato, algunos azo-derivados) y comondmeros idnicamente cargados, aumentando

significativamente, en ambos casos, la densidad de carga superficial.

La estabilizacion estérica estd vinculada con la longitud de las capas de moléculas
adsorbidas o ancladas. Si éstas son muy delgadas, entonces las particulas podran
aproximarse entre si hasta que las fuerzas de atraccion sean suficientes para producir el
contacto. Por el contrario, cuanto mayor sea el espesor de las capas de moléculas, menor
serd la probabilidad de contacto entre las particulas y mayor la estabilidad del sistema

coloidal.

Los factores que influyen directamente en la estabilidad coloidal son: el tamaio
de las particulas poliméricas, la naturaleza de los grupos superficiales, la densidad de
carga superficial, el pH y la FI del medio. El tamafo, la naturaleza de los grupos
superficiales y la densidad de carga superficial son caracteristicas propias de las
particulas de latex. Dependiendo del pH del medio en el que se encuentran dispersas las

particulas y de la naturaleza de sus grupos funcionales superficiales, puede variar la
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densidad de carga superficial, afectando la estabilidad coloidal del sistema. Ademas, la
FI del medio influye sobre las cadenas flexibles de oligémeros adsorbidas o ancladas
sobre la superficie. Si estas cadenas presentan grupos idnicos, a baja FI las mismas se
encuentran extendidas hacia la disolucién debido a la repulsion electrostética existente
entre los grupos cargados. Al aumentar la FI, se produce un apantallamiento de los
grupos i6nicos de las cadenas y disminuye la repulsion electrostética entre las mismas.
Asi, las cadenas se colapsan sobre la superficie de la particula y la estabilidad del
sistema disminuye debido a que se pierde la estabilizacién estérica proporcionada por

las mismas.

La estabilidad de los sistemas coloidales puede estudiarse por diferentes vias. Por
un lado, puede determinarse la capacidad del sistema de permanecer estable frente al
agregado de un electrolito, mediante la determinaciéon de la concentracién critica de
coagulacion (c.c.c.). Por este método se analiza la respuesta del latex frente al aumento
de la FI del medio, a través del agregado de una sal, lo que inestabiliza al sistema. La
c.c.c. es la concentracion de electrolito a la cual se produce la agregacion de las
particulas de latex. La forma mads sencilla para determinarla es mediante la observacion
visual. Sin embargo, para conseguir una mayor objetividad y aumentar la sensibilidad
de la determinacion, se utilizan métodos instrumentales basados en mediciones de

dispersion de luz (DLS, turbidimetria y nefelometria).

Por otro lado, la estabilidad puede estudiarse mediante la evaluacion
electrocinética del sistema. Cuando una particula coloidal cargada se encuentra en una
disolucién de electrolito, los iones de signo contrario a la carga de la particula
(contraiones) tenderan a orientarse alrededor de ésta, de forma de contrarrestar el exceso
de carga y mantener la electroneutralidad de la disolucion. A la disposicion de la carga
eléctrica en la particula y el balance de cargas en la disolucién se la denomina doble

capa eléctrica (Fig. 1.11).

La capa de liquido que rodea a la particula puede diferenciarse en dos zonas:
1) una capa rigida, capa de Stern, constituida por cargas de signo opuesto a las
particulas, adsorbidas a la superficie de las mismas y ii) una capa difusa de Gouy-
Chapman, constituida por el resto de los iones mdviles, hasta el limite neutro del medio.
Cuando una particula se mueve, algunos iones de la capa difusa contindan unidos a la

misma pero otros iones mas lejanos no viajan con la particula. Este limite es llamado
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plano de deslizamiento. El potencial que existe en este limite se conoce como el

potencial Zeta (C).

Cambic en la densidad de carga Distribucion de iones positivesy . ___,
:L alrededor del coloide negativos alrededor del coloide cargade

Contra-lon positivo -
Contra-lon negativo

Coloide altamente
negativo

-

lones en equilibric
con solucién

—

i

Plano de deslizamiento
| Capa difusa ! | Potencial Zeta

. Capa de Stern

Fig. 1.11. Esquema de la doble capa eléctrica de una particula cargada negativamente.

Una consecuencia importante de la existencia de la doble capa eléctrica es que se
pueden estudiar los efectos que exhibe la particula ante la aplicacién de un campo
eléctrico. Estos se definen colectivamente como efectos electrocinéticos. Hay cuatro
efectos distintos, dependiendo de la manera en la que se induce el movimiento:
1) electroforesis, es el movimiento de una particula cargada en relacion con el liquido en
que estd suspendida; ii) electro6smosis, es el movimiento de un liquido con relacion a
una superficie cargada estacionaria; iii) potencial de flujo (“streaming”), es el campo
eléctrico generado cuando un liquido es forzado a fluir més alld de una superficie
cargada estacionaria; y iv) potencial de sedimentacion, es el campo eléctrico generado

cuando las particulas cargadas se mueven con relacion a un liquido estacionario.

En la electroforesis, las particulas cargadas suspendidas en el medio son atraidas

hacia el electrodo de carga opuesta. Las fuerzas viscosas propias del medio en que se
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encuentran tienden a oponerse a este movimiento. Cuando se alcanza el equilibrio entre
estas dos fuerzas opuestas, las particulas se mueven con velocidad constante. La
velocidad de una particula bajo la influencia de un campo eléctrico se conoce como
movilidad electroforética (p.) y depende de los siguientes factores: i) la fuerza del
campo eléctrico o gradiente de voltaje, ii) la constante dieléctrica del medio, iii) la

viscosidad del medio; y iv) el C.

A partir de la determinacion de L se puede calcular  mediante la aplicacién de la

ecuacion de Henry:

2¢(
n=——f(ka) (Ec. 1.7)

donde ¢ es la constante dieléctrica del medio y f(ka) es un factor correctivo relacionado
con el radio de la particula k, y el espesor de la doble capa eléctrica, a; y puede tomar

valores entre 1,0y 1,5.

La pe debe ser interpretada en términos de la carga efectiva de las particulas, la
cual es diferente a la densidad de carga superficial medida por titulacion
conductimétrica. Mientras que la densidad de carga superficial brinda informacién sobre
el tipo de grupos (fuertes o débiles) presentes en la superficie de las particulas y su
cantidad por unidad de area; el estudio de los pardmetros electrocinéticos (pe y &)
provee informacion sobre el comportamiento de la doble capa eléctrica de las particulas

coloidales y su interaccion con el medio que las rodea.

1.5.  PRODUCCION, PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE LAS
PROTEINAS UTILIZADAS

La mayoria de los métodos seroldgicos para el diagnéstico de la Toxoplasmosis
estan basados en el uso de proteinas del extracto completo del 7. gondii, obtenidas a

partir de cultivos del pardsito en ratones. Este extracto se denomina homogenato y su
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composicion es compleja, indefinida y variable. En consecuencia, aparecen dificultades
para estandarizar las metodologias que lo emplean y existe considerable variacién en la

reproducibilidad y exactitud de los resultados obtenidos.

Como alternativa, los Ag recombinantes del 7. gondii constituyen una herramienta
valiosa para su uso como elemento de reconocimiento en los métodos serologicos para
el diagnoéstico de la Toxoplasmosis, ya que pueden ser producidos con alta pureza y
calidad estandarizada. La sustituciéon de los Ag nativos por Ag recombinantes del
T. gondii en inmunoensayos ha demostrado ser de gran utilidad para estandarizar los

métodos diagndsticos y reducir sus costos (Pietkiewicz y col., 2004).

Varias proteinas recombinantes del 7. gondii han sido expresadas y probadas
como Ag mediante ensayos de ELISA (Parmley y col., 1992; Van Gelder y col., 1993;
Redlich y Muller, 1998; Aubert y col., 2000; Suzuki y col., 2000; Li y col., 2000;
Kimbita y col., 2001; Sager y col., 2003; Nigro y col., 2003; Pietkiewicz y col., 2004;
Martin y col., 2004; Clemente y col., 2005; Hiszczyiiska-Sawicka y col., 2005; Cdceres
y col., 2010; Jalallou y col., 2010; Chong y col., 2011; Costa, 2014). En particular,
algunos Ag, como los denominados Gra4, Gra6, Gra7, P35, P22, P25 y P29, evaluados
individualmente o en combinaciones entre si, han mostrado ser buenos candidatos para
discriminar Ac de fase aguda y podrian ser utiles para el desarrollo de kits diagnésticos

con el objetivo de detectar la Toxoplasmosis recientemente adquirida.

1.5.1. Sintesis de Proteinas Recombinantes

1.5.1.1 Tecnologia del ADN Recombinante

La tecnologia de ADN recombinante es el conjunto de técnicas que permiten
aislar un gen de un organismo, para su posterior manipulacién e insercién en otro
diferente, dando origen a una molécula de ADN recombinante. De esta manera,
podemos hacer que un organismo (animal, vegetal, bacteria, hongo) o un virus
sinteticen una proteina que le sea totalmente extraia, denominada proteina heter6loga o

recombinante. La bacteria Escherichia coli es el microorganismo mds empleado como
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hospedador del ADN recombinante debido a que se multiplica muy rdpidamente y
puede expresar proteinas heter6logas rutinariamente con niveles superiores al 15 % del
total de proteinas celulares producidas en esta bacteria, por lo que es posible lograr una

sobreproduccién de la proteina deseada en un corto periodo de tiempo.

Los pasos fundamentales en la tecnologia de ADN recombinante, mostrados en la
Fig. 1.12, se pueden resumir en cuatro (Sambrook vy col., 1989; Alberts y col., 1996;
Izquierdo Rojo, 2001, Snyder y Champness, 2003):

Toxoplasma gondii

Cultivo,
induccién de la
Plasmido abierto expresion y
con enzimas de purificacion

estriccién

A= _a—

Gen de interés
aislado con
enzimas de

restriccion /)
Molécula de NG =/
(o] —
recombinante Seleccion de

bacterias
Transformacmn transformadas &
Paso 3
- O Proteina de
interés
Bacteria transformada Bacteria no transformada

Fig. 1.12. Esquema de los pasos a seguir para obtener una proteina recombinante.

Paso 1: EI ADN del organismo que contiene el gen deseado se corta en segmentos
mas pequefios utilizando enzimas de restriccion. Estas enzimas fueron descubiertas en
1975 por los microbidlogos Nathans y Smith, y se caracterizan por su habilidad para
cortar ADN sélo en secuencias bien especificas (secuencias de reconocimiento),
generando una mezcla de fragmentos de ADN con extremos romos (extremos de doble
cadena) o cohesivos (con extremos de simple cadena complementarios entre si) que
pueden unirse con cualquier otro extremo producido por la misma enzima de

restriccion.
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Paso 2: Las piezas de ADN se unen a un vector generando una molécula de ADN
recombinante. Los vectores mds comuinmente usados son los pldsmidos, que son
moléculas de ADN extracromosomal con capacidad de replicacién auténoma que
codifican uno o mds genes. Dentro de ellos, algunos pueden conceder resistencia a
antibidticos. Para preparar el plasmido como vector, éste debe ser cortado con la misma
enzima de restriccion con la que se cort6 el ADN del gen deseado, de modo que los
extremos del plasmido y los del ADN a insertar sean complementarios y puedan unirse
cuando son mezclados y tratados con la enzima ADN ligasa. De esta manera, se genera
una molécula que consiste de dos clases de ADN conectados uno a otro en un anillo

molecular sencillo.

Paso 3: Las moléculas recombinantes se introducen en la célula huésped mediante
un proceso llamado transformacion. Estos métodos no son totalmente efectivos por lo
que algunas células huéspedes incorporardn el pldsmido recombinante y otras no. Una
forma de identificar las bacterias que contienen el gen de interés, es utilizando
plasmidos que transporten genes que generen resistencia a antibidticos. Cuando estas
bacterias son colocadas en un medio de cultivo sélido conteniendo el antibidtico, la
bacteria que adquiri6 el plasmido recombinante crecerd en colonias, pero aquellas que
no lo hicieron no podréan desarrollarse en ese medio. Cada colonia es llamada un clon.
Durante la division celular, al menos una copia del ADN plasmidico es segregada a
cada célula hija, asegurando una propagacion continua del plasmido a través de

sucesivas generaciones de la célula huésped.

Paso 4: A partir de una colonia que contiene el gen de interés se hace un cultivo
en medio liquido para amplificar la cantidad de células huéspedes. En un determinado
momento del crecimiento bacteriano se induce la expresion del gen de interés. Luego se
procede al aislamiento de la proteina recombinante. El primer paso es la rotura celular
que da por resultado un lisado u homogenato que contiene una mezcla de proteinas,
enzimas, membranas y restos celulares. Esta preparacion se somete a centrifugacién
para eliminar los componentes insolubles y separar el sobrenadante, que contiene las
proteinas solubles. La fase soluble constituye el extracto crudo donde se encuentra la
proteina de interés objeto de la purificacion. Para purificar una proteina es deseable que
este método sea especifico y fécil de llevar a cabo. Uno de los métodos mads utilizados
para la separacion de proteinas es la cromatografia en columna de afinidad. La columna

estd rellena con un material sélido (fase estacionaria), y la solucién que contiene la
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proteina de interés (fase movil) se hace pasar a través de la misma. El principio de
separacion suele ser la afinidad de la proteina recombinante hacia iones metdlicos
unidos a agentes quelantes inmovilizados en la fase estacionaria. Durante el clonado del
gen recombinante se afade una secuencia repetitiva del aminodcido histidina, que
presenta gran afinidad por el i6n Niquel. Una vez que toda la muestra atravesd la
columna y que la proteina de interés quedd retenida, se procede a su elucién con un
compuesto que también presenta afinidad hacia el metal inmovilizado, compitiendo con
la proteina. Un colector de fracciones va recogiendo el eluyente y para comprobar si la
proteina de interés se ha separado del resto, es decir si la proteina estd pura, se requiere
de técnicas electroforéticas. La electroforesis de proteinas se lleva a cabo generalmente

en geles de poliacrilamida.

1.5.1.2 Ventajas del Uso de Proteinas Recombinantes

Cuando se utiliza una mezcla compleja de Ag, como el homogenato del parésito,
donde una gran parte son Ag indefinidos, no s6lo aparecen problemas de especificidad,
sino también dificultades para estandarizar la calidad de los reactivos que lo utilizan. En
el caso del T. gondii, comparado con otro tipo de microorganismos, su cultivo es muy
dificultoso y generalmente con malos rendimientos. Las proteinas recombinantes,
ademds de que pueden ser obtenidas en buenas cantidades y de forma altamente
purificada, pueden ser sintetizadas a partir de secuencias de ADN disefiadas
especificamente para codificar fragmentos peptidicos altamente antigénicos, lo cual
permite mejorar el rendimiento antigénico en comparacion con el homogenato total del
parasito. La sustitucion de los Ag nativos por Ag recombinantes del 7. gondii en
inmunoensayos, constituye una herramienta valiosa para su uso como elemento de

reconocimiento en los métodos serolégicos para el diagnéstico de la Toxoplasmosis.

1.5.2. Estructura de las Proteinas
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Las proteinas constituyen el componente orgénico fundamental del ser vivo y son
las biomoléculas mds versatiles y mds diversas. Son imprescindibles para el crecimiento
del organismo y realizan una enorme cantidad de funciones diferentes, desde las
meramente estructurales hasta las mds variadas actividades, como pueden ser: la
enzimadtica, regulando procesos metabdlicos, transportando sustancias a través del
plasma, y de defensa, ya que los Ag y Ac que intervienen en los fendmenos
inmunoldgicos son protefnas. Las proteinas son macromoléculas formadas por la
combinacion de tan solo 20 a-aminodcidos diferentes que se unen mediante enlaces
peptidicos. Un a-aminodcido, es una molécula orgdnica formada por un grupo amino
(-NH;) conectado a un atomo de carbono a de un grupo carboxilo (-COOH). En
posicién o también se encuentran un dtomo de hidrogeno y un grupo lateral R. En
general, el grupo lateral puede ser una cadena lineal o ciclica con diferente grado de
polaridad e incluso puede contener un anillo aromdtico y grupos carboxilo o amino
adicionales. Todas las proteinas tienen carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno, y casi
todas poseen también azufre. Dos aminoacidos se unen mediante enlaces covalentes en
una reaccion de condensacion formando un enlace peptidico entre el grupo carboxilo y
el grupo amino de residuos de aminodcidos adyacentes y liberando agua. El
ordenamiento o la secuencia de aminodcidos que forman la cadena polipeptidica se
denomina estructura primaria. Esta estructura es altamente especifica para cada
proteina, al punto que un cambio de orden o sustitucion de un tinico aminodcido, puede
alterar la funcién de la molécula. El ordenamiento periddico y regular que adoptan
algunas secciones de la cadena en el espacio a lo largo de una direccién se denomina
estructura secundaria, mientras que la estructura terciaria se relaciona con la forma de
plegamiento de los segmentos de la cadena polipeptidica que da lugar a una estructura
mds compacta. Por ultimo, la estructura cuaternaria se genera por asociacion mediante

interacciones débiles entre dos o mds cadenas polipeptidicas.

La conformacién o estructura de una proteina en su estado natural, en el cual
realiza su funcion bioldgica, se denomina conformacion o estructura nativa. Pequenas
variaciones en la temperatura, pH o la acciéon de surfactantes, pueden hacer que ésta
deje de ser funcionalmente activa en un proceso denominado desnaturalizacién. Si
durante la desnaturalizacién no se produce la ruptura de la cadena polipeptidica, la
proteina puede llegar a recuperar la conformacién nativa en un proceso denominado

renaturalizacion. En este proceso se produce nuevamente el plegamiento de la estructura

-41 -



CAPITULO 1: Consideraciones Generales

secundaria, aunque dependiendo de las condiciones del medio puede ser idéntico al
original o no. La propiedad mds interesante de los aminodcidos es la dependencia de su
estado de ionizacién con el pH del medio en el que se encuentran disueltos. El pH en el
cual el aminodcido se encuentra en una forma eléctricamente neutra se conoce como
punto isoeléctrico (pI). Los aminodcidos a un pH por debajo de su pl se encuentran
mayoritariamente en su forma catidnica (con carga positiva), mientras que a un pH mads

alto de su pl se encuentran en su forma anidnica (con carga negativa).

1.5.3. Métodos Utilizados para la Cuantificacion de Proteinas

La determinacion de la concentracion de proteinas en una muestra biolégica es un
requerimiento de rutina bésico cuando se aborda un esquema de purificaciéon de una
proteina concreta. En la actualidad, existen diferentes métodos para la cuantificacién de
proteinas; muchos de éstos se basan en la capacidad que tienen las proteinas de unirse a
ciertos colorantes. En lo que sigue, se presenta una descripcion general de los métodos

utilizados para la cuantificacién de proteinas empleados en esta Tesis.

1.5.3.1 Método del Acido Bicinconinico

Smith y col. (1985), introdujeron el ensayo del 4cido bicinconinico (BCA). Desde
entonces, se ha convertido en el método colorimétrico més popular para la deteccién y
cuantificacion de proteinas totales. Este método combina la reaccion de Biuret (reaccion
de las proteinas con Cu2+, en medio alcalino, para dar Cu”) con el acido bicinconinico,

z 1 . P . . 1+ .
una sal sédica capaz de formar un complejo purpura intenso con iones Cu '~ en medio

* con la

. . , s sz 2
alcalino. El primer paso del método colorimétrico es la quelacién del Cu
proteina en un medio alcalino para formar un complejo de color azul. En el segundo
paso, el reactivo BCA reacciona con el catién Cu'* que se formé previamente para dar

un producto de color morado, que se genera por la quelaciéon de dos moléculas de BCA
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con un Cu'*. El complejo BCA/Cu'* es soluble en agua y presenta una fuerte absorcién

a 562 nm, la cual aumenta linealmente con la concentracion de proteina.

En general, el ensayo de BCA proporciona una de las medidas mds exactas de la
concentracion de proteinas en muestras biolégicas; es compatible con muestras que

contienen hasta un 5 % de surfactantes; es sencillo, rapido, y fécil de realizar.

1.5.3.2. Cuantificacion por Fluorometria

Este método se basa en la unién especifica entre el reactivo y las proteinas, de
manera tal que luego de la unién la fluorescencia del reactivo se ve aumentada varios
ordenes de magnitud. Para una cantidad especifica de reactivo unido, la magnitud de
senal de fluorescencia de esta mezcla es directamente proporcional a la concentracion
de proteinas en la solucién. La sefial de fluorescencia se recoge por un fluorémetro vy,
usando patrones de albumina sérica bovina (BSA) de concentraciéon conocida, se
determina la concentracion de proteinas de la muestra. Una ventaja de este método es la
poca cantidad de muestra (1-20 pL) necesaria para cuantificar proteinas con adecuada

sensibilidad.

1.5.3.3. Cuantificacion por Absorbancia

Uno de los métodos més sencillos y simples para la determinacién de proteinas es
la medicion de la A de la muestra. Las soluciones de proteinas absorben en la regioén de
la radiacién ultravioleta (UV), siendo la A mads significativa la de los aminoacidos
triptofano y tirosina a 280 nm. De esta manera, siempre que la proteina en estudio
presente estos aminodcidos en su estructura, serd posible cuantificarla mediante A a
280 nm. Para ello, se debe contar con una curva de calibrado, normalmente de BSA.
Los inconvenientes de esta técnica son que los coeficientes de extincidn varian de

acuerdo a la proteina, muchas sustancias no proteicas causan interferencias ya que
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absorben fuertemente en la regién del UV y como se dijo antes, no es aplicable a todos

los tipos de muestra.

1.5.3.4. Cuantificacion por Geles de Poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida permite separar proteinas en base a
sus PM. Luego, las proteinas pueden colorearse y la intensidad del color resulta
proporcional a la cantidad de proteina sembrada en el gel. La cuantificacion de las
proteinas obtenidas frente a una curva de calibrado de BSA se realiza mediante el
andlisis de las imdgenes de geles de poliacrilamida, utilizando un software que permite
medir y automatizar los procesos de obtenciéon de datos en distintos tipos de geles,

relacionando la intensidad de la imagen con la concentracion de la proteina sembrada.

1.6. SENSIBILIZACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX

Una vez sintetizados y caracterizados los latex funcionalizados y las proteinas
antigénicas, el paso siguiente para la obtencién de reactivos de IA es la sensibilizacion
de las particulas con los Ag de interés. Este procedimiento puede realizarse por
simple AF, que involucra interacciones hidrofébicas, de Van der Waals, electrostéticas
y/o puentes de hidrogeno; o por UC, en la cual los grupos funcionales de las particulas
reaccionan con determinados grupos presentes en las proteinas. Singer y Plotz (1956)
fueron los pioneros en la unién de proteinas a la superficie de particulas de coloides
poliméricos, adsorbiéndolas fisicamente sobre particulas de PS. Sin embargo, la primera
informacion sobre la aplicacion de microesferas de polimero como “carriers” de
proteinas adsorbidas fisicamente y el desarrollo de reactivos de diagndstico ocurri6 al
menos 10 afios mds tarde (Bolin y col., 1968; Hipp y col., 1970; Heymer y col., 1973;
Horwitz y col., 1973; Smith y Ts’ao, 1973; Bird y Wingham, 1977). En la actualidad, la
mayoria de las investigaciones dedicadas al diagndstico por IA se centran en la
obtencion de CLP mediante UC. Para conseguir este tipo de unidn, es necesario
sintetizar particulas de latex con una funcionalidad quimica superficial tal que pueda

reaccionar eficazmente con las proteinas. En esta Tesis se trabajé con particulas de latex
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con funcionalidades carboxilo y epoxi como soportes poliméricos para llevar a cabo la
UC de distintas proteinas antigénicas. Los grupos carboxilo no reaccionan
espontdneamente, y necesitan ser activados mediante el método de la carbodiimida.
La interaccién entre los grupos epoxi y las proteinas si es espontdnea, aunque el tiempo
y la temperatura de reaccion son pardmetros que tienen gran influencia sobre la apertura

del anillo oxirano y el acoplamiento de las biomoléculas.

1.6.1. Interaccion Latex-Proteina

Muchas investigaciones se han dedicado al disefio y preparaciéon de coloides
poliméricos con propiedades adecuadas, capaces de interactuar con macromoléculas
biolégicamente activas, sin afectar significativamente el comportamiento de los dos
componentes, es decir, la estabilidad coloidal de las particulas y la actividad biolégica
de las biomoléculas. Las particulas de latex pueden ser sensibilizadas (recubiertas) por
proteinas, tales como Ag, Ac, enzimas y péptidos, para ser utilizadas con propositos de
diagnéstico. Estrictamente hablando, la sensibilizacion de una superficie es la
acumulacién de moléculas de proteinas en la region interfacial. Si esta acumulacién
resulta de interacciones fisicas (electrostiticas, de Van der Waals, hidrofébicas y/o
puentes hidrégeno) se denomina AF. En cambio, si se forma un enlace especifico entre
las moléculas y la superficie, se designa como UC. Una vez que la particula ha sido
sensibilizada, las condiciones del medio que rodea directamente a las proteinas pueden
ser muy diferentes a las existentes en solucion libre (efecto microambiental). Por lo
tanto, se pueden producir alteraciones en la actividad biolégica, debido a la
desnaturalizacion de la proteina, cambios en la estabilidad, y modificaciones en sus

propiedades cinéticas.

La AF de una proteina es la forma mds econdmica y simple de sensibilizacion. La
misma se realiza simplemente incubando la proteina y las particulas de latex por un
tiempo determinado donde se producen interacciones no especificas (electrostaticas,
Van der Waals, hidrofébicas y/o puentes hidrégeno) entre ambas. Una vez que la
proteina se encuentra sobre la superficie, puede relajarse para optimizar la interaccion

proteina-superficie, aumentando el area de contacto y disminuyendo la posibilidad de
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que otras proteinas que llegan a la superficie encuentren un sitio disponible para la
adsorcion. Esta relajacion normalmente involucra rearreglos estructurales o cambios
conformacionales en la proteina, que pueden ocasionar una disminucién en la actividad
bioldgica debido a que los sitios activos de la molécula pueden verse comprometidos en
la interaccién con la superficie (Serra y col., 1992; Ortega-Vinuesa e Hidalgo—Alvarez,
1993; Norde, 1995). Por lo tanto, no es adecuado asumir que todas las proteinas
inmovilizadas son activas. Independientemente de la cantidad de proteina inmovilizada,
la concentracién de proteina activa es la realmente importante, es decir, la cantidad de
proteina que se encuentra disponible para reaccionar. Ademads, debido a los enlaces
involucrados, algunas moléculas adsorbidas fisicamente pueden ser desorbidas por
cambios de temperatura, pH, FI, presencia de surfactantes; las moléculas en solucion
pueden disociarse, reestructurarse y volver al estado nativo, o permanecer en el estado
perturbado. En un reactivo para inmunodiagndstico, la desorcién de proteinas unidas

fisicamente implica le alteracion del reactivo en el tiempo.

La UC cuenta con varias ventajas respecto de la AF. Es mas fuerte, estable y se
puede inducir una orientacion preferencial de la proteina sobre la superficie, para
reducir la posibilidad de cambios conformacionales que afecten su actividad. En
consecuencia, se evitan los problemas de relajacion, desorcion, intercambio con otras
moléculas y compromiso de los sitios bioldgicamente activos con la superficie que
presenta la AF. Sin embargo, para la UC de las proteinas sobre la superficie de las
particulas, es necesario que ambas presenten grupos funcionales capaces de

interaccionar entre si para formar un enlace especifico.

La uni6n covalente se debe realizar en condiciones tales que los reactivos
utilizados no causen la pérdida de la actividad de la proteina. Ademads, el medio de
reaccion no debe contener compuestos que puedan interferir en la reaccién o competir

con la proteina.

Los latex con funcionalidad carboxilo no son lo suficientemente activos para
reaccionar espontdneamente con los grupos amino de las proteinas, y por ello es
necesario activarlos previamente con una carbodiimida soluble en agua: la N-N-(3-
dimetilaminopropil)N’-etilcarbodiimida (EDC), que convierte los grupos carboxilo en
acilureas que reaccionan facilmente con los grupos amino de las proteinas, con
formacién de un enlace amida. Como la acilurea se hidroliza con facilidad, es

conveniente que la activacion se realice en presencia de la proteina (Fig. 1.13). La
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cantidad de carbodiimida a utilizar depende de la cantidad de grupos carboxilo
presentes en la superficie de las particulas, recomendédndose utilizar entre 2 y 5 veces
mds que el equivalente de grupos carboxilo superficiales, para garantizar que estos

ultimos se transformen en su totalidad en acilurea (Seradyn Technical Bulletin, 1991).

R R
LCODHI.__) . CE)-I‘:I-CO NH C-NH @
N R-N=C=N-R’ A T L8 —

Latex Carboxilado Intermediario Complejo
Latex-Proteina

Fig. 1.13. Unién covalente entre un grupo amino y uno carboxilo, activado por una

carbodiimida.

Los latex con funcionalidad epoxi no necesitan de activacion previa para
reaccionar. La unién covalente ocurre cuando un grupo reactivo de una proteina, como
puede ser el amino (aunque también es posible con carboxilo, fenol, hidroxilo y tiol),
reacciona con el grupo epoxi de la particula de latex para formar un nuevo enlace,
uniendo la proteina a la superficie del latex. Este acoplamiento usualmente ocurre a pH
entre 7y 9 (Dorman y Mani, 1980). Como se muestra en la Fig. 1.14, el acoplamiento
quimico sigue un mecanismo de 2 etapas: primeramente una etapa rapida donde ocurre
la AF de la proteina a la superficie de la particula; y en segundo lugar, una etapa lenta
que implica la apertura del anillo oxirano para interaccionar con algin grupo funcional
de la proteina (Mateo y col., 2002). Varios autores han reportado este tipo de UC bajo
diferentes condiciones experimentales (Shechter y col., 1956; Dorman y Mani, 1980;
Maehara y col., 1987; Mateo y col., 2002; Mateo y col., 2003). Al ser una reaccioén
lenta, se requieren tiempos de incubacién considerables, aunque los mismos pueden
reducirse aumentando la temperatura. Otras variables que influyen en el acoplamiento

quimico son la FI del medio y los factores estéricos.
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Fig. 1.14. Esquema del mecanismo de interaccion entre una biomolécula y un grupo epoxi sobre
la superficie de una particula. En primer lugar ocurre la adsorcién fisica de la proteina (a),

seguido por la unién covalente con el grupo epoxi (b). Adaptado de Mateo y col., 2002.

1.6.2. Evaluacion de la Antigenicidad de las Proteinas Unidas a la Superficie de las

Particulas

Teniendo en cuenta los posibles cambios en la actividad bioldgica de las proteinas
luego del proceso de acoplamiento a la superficie de las particulas de latex, es adecuado
testear que la funcion biolégica de las mismas no se haya alterado sensiblemente. En
este caso, como se emplearon Ag para sensibilizar las particulas, la funcién bioldgica
evaluada fue la antigenicidad, es decir la capacidad de un Ag de ser reconocido por los
Ac especificos. Una forma de evaluar si el Ag sigue siendo reconocido por los Ac es

mediante la técnica de ELISA.
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1.7. APLICACION DE LOS COMPLEJOS LATEX-PROTEINA EN ENSAYOS
DE INMUNOAGLUTINACION

La tecnologia inmunoquimica se origind alrededor de 1960, cuando Yalow y
Berson desarrollaron un ensayo inmunoldgico cuantitativo que permitia detectar
insulina humana a nivel de picogramos (Yalow y Berson, 1959; Yalow y Berson, 1960).
A partir de ese momento, esta metodologia encontré aplicacién en biologia,
endocrinologia y quimica clinica. Pero no fue hasta finales de los 70, en que Hammock
y Mumma, entre otros, resaltaron el potencial de esta tecnologia, impulsando su
aceptacién como metodologia analitica (Engvall y Perlmann, 1972; Langone y Van

Vunakis, 1975; Hammock y Mumma, 1980).

Un inmunoensayo es una prueba que utiliza los complejos obtenidos cuando se
unen los Ac y los Ag generando una sefial que puede medirse, aprovechando la alta
especificidad y afinidad que poseen los Ac para un Ag especifico (Voller y col., 1976;
Tijssen, 1985; Johnstone y Thorpe, 1982; Bloisi, 1988; Harlow y Land, 1988; Bullock y
Petrusz, 1989; Wild, 1994; Lefkovits y Pernis, 1997). El Ag es la sustancia que el
cuerpo estd tratando de combatir, eliminar o reducir durante la respuesta inmunoldgica.
Se pueden diferenciar dos caracteristicas primordiales en un Ag: la inmunogenicidad o
capacidad para generar una respuesta inmune en un organismo dado, y la antigenicidad
que hace que éste sea reconocido por un determinado Ac. A la region del Ag reconocida
por un Ac se la denomina epitope o determinante antigénico. Un Ag puede presentar un
nimero variable de epitopes de estructura unica o repetitiva. Para que exista una
eficiente interaccion entre el Ag y el Ac, el epitope debe estar facilmente disponible
para la unién. Los Ag que contienen multiples puntos de unién (epitopes) para los
diferentes Ac presentes en el suero se denominan Ag multivalentes. Si el Ag es
desnaturalizado, el epitope puede ser alterado y esto puede afectar su actividad
bioldgica, es decir su habilidad para interactuar con un Ac. El Ac, también conocido
como inmunoglobulina (Ig), es una proteina producida como parte de la respuesta
inmune del cuerpo en respuesta a una sustancia ‘“‘extrafia”. Estos constan de dos
regiones principales: la regién F,p, que contiene el punto de unién del Ag y que varia
entre diferentes Ac; y la regién F., que posee una estructura constante dentro de una

clase (isotipo) de Ac del organismo (Fig. 1.15).
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A partir de la extracciéon de sangre de un individuo, se separa el suero, el cual
generalmente es rico en Ac, del resto de los componentes sanguineos. Por lo general,
contiene una mezcla de Ac que reconocen y se unen a un mismo Ag, pero pueden
combinarse con diferentes epitopes. A estos Ac, presentes como una mezcla diversa, se

los denominan Ac policlonales y pueden variar de un individuo a otro.

Antigeno (Ag)

Sitio de Unidn a
Antigeno

&
ﬁ Regién Fab

) Region Fc
Anticuerpo

Fig. 1.15. Estructura de un anticuerpo y regiones funcionales.

La afinidad describe la suma de todas las interacciones (atractivas y repulsivas)
entre el sitio de unién del Ac (paratope) y el correspondiente epitope presente en el Ag;
mientras que la avidez es la fuerza con la que un Ac se une a un Ag multivalente.
Aunque la avidez depende de las afinidades individuales de cada uno de los
determinantes individuales de ese Ag, su valor es mucho mayor que la suma de

afinidades.

La reactividad cruzada se refiere a la reacciéon que se produce cuando un Ac
reacciona con un Ag distinto del que le corresponde reconocer especificamente. Esto
puede ser causado ya sea, por la baja avidez o especificidad del Ac o por multiples

distintos Ag que tienen idénticos 0 muy similares epitopes.

En cuanto a las técnicas de inmunoensayos, éstas pueden ser homogéneas o

heterogéneas. En los inmunoensayos homogéneos, el evento de biorreconocimiento se
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detecta en solucion sin necesidad de separar los reactivos unidos de los libres. En los
inmunoensayos heterogéneos se requiere la separacion de los reactivos no unidos, a
menudo utilizando un reactivo de fase sélida unido a una de las biomoléculas

(superficie plana o particulas).

Durante los inmunoensayos pueden aparecer interferencias que afectan tanto la S
como la E. En la mayoria de los casos, las interferencias se deben a agentes que
interfieren en la unién del Ac con el Ag. Esto se debe a que el acoplamiento estructural
Ag-Ac estd dado por varias fuerzas débiles que disminuyen con la distancia, como los
puentes de hidrégeno, las fuerzas de Van der Waals, las interacciones electrostaticas y
las hidrofébicas. Dado que la reacciéon se debe a fuerzas no covalentes, reversibles, la
optimizacion del tiempo, temperatura, pH, FI, concentracion de Ag-Ac y calidad de

reactivos, son parametros claves que afectan la respuesta del inmunoensayo.

1.7.1. Métodos de Inmunodiagnéstico Utilizados de Referencia

Gran parte de los progresos alcanzados por la biologia moderna se deben al
perfeccionamiento de los métodos analiticos de medida. La introduccién de los
procedimientos basados en las reacciones inmunoldgicas ha representado un importante
avance en el anélisis de sustancias de interés dificiles de medir empleando los métodos
bioquimicos habituales. El hecho de que la unién Ag-Ac pueda ser visualizable por los
fendmenos de precipitacién, aglutinacién y otros mecanismos indirectos (marcaje con
fluoresceina, con radioisétopos o con enzimas) hace que estos métodos se empleen

ampliamente.

Existen diversos métodos basados en distintos procedimientos para visualizar la

unién Ag-Ac. Asi tenemos:

1. Técnicas de marcacion con enzimas: la reaccion Ag-Ac es detectada de manera
indirecta mediante el empleo de un determinado Ac conjugado a una enzima. El Ac del
conjugado es capaz de unirse a las regiones F. de los Ac de la muestra que han

interaccionado con el Ag, y la enzima es empleada para revelar la reaccion Ag-Ac.
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2. Técnicas de fluorescencia y citometria de flujo: para la realizacion de estas
técnicas, el Ac se marca con un fluorocromo, detectindose la formaciéon del complejo

Ag-Ac por la fluorescencia emitida bajo microscopio de luz ultravioleta.

3. Técnicas de radioinmunoensayo (RIA): en estas técnicas, se une un is6topo
radiactivo al Ac, siendo posible la cuantificacién del complejo Ag-Ac a través de la
radiactividad emitida. Estas técnicas poseen algunos inconvenientes que derivan de la
necesidad de utilizar radioisétopos. Ademds de su peligrosidad y la obligatoriedad de
disponer de instalaciones adecuadas para su utilizacion, existen radioisétopos que tienen

el inconveniente de corta vida media.

4. Inmunoprecipitacion e ‘“inmunoblotting”: permite detectar la presencia y
cantidad de Ag y Ac especificos. El Ag se extrae de las células mediante lisis. Después,
los Ac se afiaden al lisado y se forman los inmunocomplejos Ag-Ac que se analizan

generalmente por electroforesis en gel.

5. Técnicas de aglutinacion y precipitacion: la reacciéon Ag-Ac se puede detectar
y cuantificar por el aglutinado o precipitado formado. La diferencia entre las reacciones
de precipitacion y las de aglutinaciéon es que en las reacciones de precipitacion se
emplean Ag solubles, mientras que en las reacciones de aglutinacion el Ag se encuentra

particulado, es decir unido o formando parte de células, bacterias o particulas.

En los ensayos de aglutinacion se pueden utilizar particulas de latex como soporte
para la fijacion de Ag (o Ac), de manera tal de detectar Ac (o Ag) especificos y
amplificar la reacciéon Ag-Ac que se produce en el inmunoensayo. Este método resulta
répido, es de sencilla realizacion e interpretacion, presenta relativamente alta S analitica
y es especialmente ttil en aquellos laboratorios con escaso personal y equipamiento.
Las ventajas enumeradas hacen de las reacciones de aglutinacion una valiosa
herramienta para la busqueda de Ac especificos contra agentes patdgenos en estudios de

tamizajes donde se debe analizar un gran nimero de muestras.

En la reaccién Ag-Ac, existe un rango de concentracién apropiada en el cual los
complejos inmunes (CI) se hacen visibles. Asi, cuando se agregan concentraciones
crecientes de Ag a una cantidad fija de suero conteniendo Ac especificos, la cantidad de
complejos Ag-Ac aumenta hasta alcanzar un maximo, luego del cual declina (Fig. 1.16).
En un extremo de la curva, debido a que hay pequeias cantidades de Ag presentes, los

CI no se hacen visibles debido a un exceso de Ac (zona de exceso de Ac). En el otro
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extremo, al estar presente grandes cantidades de Ag, los CI no se forman, o si lo hacen,
son pequeiios y probablemente constituidos por una molécula de Ac y dos de Ag (zona
de exceso de Ag). Entre estas dos situaciones extremas se encuentra la zona de
equivalencia, en donde la interacciéon Ag-Ac permite la formacién de grandes redes de
CI que llevard a la aparicién de un aglutinado que se puede visualizar como grumos o

detectar instrumentalmente.

| 2
B N o - |
I B g i » -
;. S TN | Y
| i
A | |
| I
'i Zona de exceso | Fana de | Zona de exceso
'% de Ac equivalencia [ de Ag
;g !
Pro-zona Post-zona

Concentracién de Ag

Fig. 1.16. Curva de aglutinacién durante la interaccién Ag-Ac ante concentraciones variables de

antigeno.

1.7.2 Evaluacion de un Inmunoensayo

Con mucha frecuencia los resultados de las pruebas diagndsticas estan
distribuidos en una escala continua, por lo que es necesario seleccionar un valor de corte
o “cut-off” adecuado que permita resumir estos resultados en dos categorias: positivo y
negativo. La evaluacion de las pruebas diagndsticas se ha tratado, en general, sin un
criterio universalmente aceptado. En diferentes estudios aparecen términos como S, E,

eficiencia, exactitud, utilidad, valor, eficacia y efectividad, pero a menudo el significado
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de los mismos es ambiguo. La ausencia de acuerdo, tanto en el concepto, como en la
medida de la calidad de una prueba diagndstica, crea una situacion de confusion a la

hora de resolver cuestiones concretas.

La calidad de una prueba diagndstica no se juzga s6lo por sus caracteristicas
analiticas sino, fundamentalmente, por su capacidad para distinguir entre estados
alternativos de salud. Las condiciones que deben ser exigidas a un test de diagndstico
son exactitud y reproducibilidad. A su vez, es conveniente que el test sea sencillo de
aplicar, que tenga minimos efectos adversos y que econdmicamente sea viable.
Clasicamente, la exactitud de una prueba diagndstica se evalia a partir de los conceptos
de S y E. La S hace referencia a la probabilidad de obtener un resultado positivo cuando
el individuo tiene la enfermedad; es decir, mide la capacidad del ensayo de detectar la
enfermedad cuando esta presente. Por otro lado, la E refleja la probabilidad de obtener
un resultado negativo cuando el individuo no tiene la enfermedad; mide su capacidad
para descartar la enfermedad cuando no estd presente. En aquellas pruebas que ofrecen
resultados en un rango continuo es necesario establecer un punto de corte que divida los
resultados en positivos y negativos para poder calcular su S y su E frente a un método

de referencia, ya que éstas varian en funcién del criterio elegido como punto de corte.

La forma mds global de conocer la exactitud de una prueba diagndstica en el
espectro completo de puntos de corte es mediante el uso de curvas ROC (del inglés,
“Receiver Operating Characteristics”). Las curvas ROC tuvieron sus primeras
aplicaciones en medicina en el campo del radiodiagnéstico (Metz, 1978, 1986).
Robertson y Zweig (1981) y Van Steirteghem y col. (1982) las utilizaron por primera
vez en la evaluacion de pruebas de laboratorio. Sucesivamente, diversos autores
publicaron curvas ROC como resultados de sus estudios (Kadar y col., 1982; Ryan y
Bilous, 1983; Marchand y col., 1983; Leroux y col., 1984; Kim y col., 1984; Carson y
col., 1985; Hermann y col., 1986; Leung y col., 1989; Kazmierczack y col., 1991;
Dupont y col., 1991; De Wit y col., 1991; Ricker y col., 1991; Amico y col., 1991; Lott
y Lu, 1991; Guyatt y col., 1992; Flack y col., 1992; Zweig y col., 1992; Kazmierczack y
col., 1993). La curva ROC indica la exactitud diagnostica y proporciona un criterio
unificador en el proceso de evaluacion de una prueba y uso de las pruebas diagndsticas
(Zweig, 1992); y constituye una generalizacién de los conceptos clédsicos de S y E.
Ademas, el analisis estadistico de las curvas ROC proporciona resultados cuantitativos

muy utiles en la evaluacién y comparacion de pruebas diagnosticas. La curva ROC es,
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simplemente, un grafico en el que se observan todos los pares S/E resultantes de la
variacion continua de los puntos de corte en todo el rango de resultados observados.
Cada punto de la curva representa un par S/1-E correspondiente a un nivel de decisién
determinado. Una prueba con discriminacién perfecta, tiene una curva ROC que pasa
por la esquina superior izquierda (S = E = 1). Una prueba sin discriminacion, da lugar a
una linea diagonal de 45°, desde la esquina inferior izquierda hasta la superior derecha.
La prueba diagndstica ideal deberia tener una S y una E tan préximas al 100 % como
fuera posible (Fig. 1.17). De acuerdo con Zweig y Campbell (1993.), el uso de las

curvas ROC en la evaluacion de pruebas diagndsticas presenta las siguientes ventajas:

1. Son una representacion facilmente comprensible de la discriminaciéon de la

prueba en todo el rango de puntos de corte.
2. Son simples, gréficas y faciles de interpretar visualmente.

3. No requieren de un nivel de decision particular, porque estd incluido todo el

espectro de puntos de corte.

4. Son independientes de la prevalencia. Por tanto, no es necesario tener cuidado

para obtener muestras con prevalencia representativa de la poblacion.

5. Proporcionan una comparacién visual directa entre pruebas en una escala

comun.

6. La S y la E se pueden obtener directamente del grafico.

Alta Sensibilidad y Especcificidad Baja Sensibilidad y Espe cificidad

100—-[_l -

1004

Sensibilidad (%)
2
|
Sensibilidad (%)
2
|

T T
0 50 100 0 50 100
100% - Especificidad (% ) 100% - Especificidad (%)

Fig. 1.17. Representacion esquematica de curvas ROC en dos situaciones extremas.
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Finalmente, uno de los pardmetros mds importantes de una curva ROC en el
estudio de test diagndsticos es el darea bajo la curva (AUC, del inglés “Area Under the
Curve”). El AUC brinda informacioén sobre la discriminacion entre las poblaciones
analizadas de manera independiente del valor de corte seleccionado. Esta drea varia
entre 0,5 y 1. Si el AUC =1 la discriminacion es perfecta, mientras que si AUC = 0,5 la
discriminacion es totalmente aleatoria. Segiin la clasificaciéon propuesta por Swets y
Pickett (1982), la discriminacién diagndstica del test es mala si el valor de AUC se
encuentra entre 0,5 y 0,7; el test podria ser 1til s6lo en algunos casos si el valor de AUC
se encontrara entre 0,7 y 0,9; mientras que valores mayores a 0,9 indican un buen

desempefio diagnoéstico.
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Sintesis Controlada, Limpieza y

Caracterizacion de Latex Funcionalizados

2.1. INTRODUCCION

Los coloides poliméricos particulados o latex para uso biomédico resultan ser de
gran interés gracias a la diversidad de aplicaciones que brindan (Pichot y col., 1997).
Una de ellas es la produccion de reactivos de aglutinacion para el diagndstico de
enfermedades o estados patoldgicos (Cohen y Benedek, 1975; Quast y col., 1978;
Litchfield y col., 1984; Kapmeyer y col., 1988; Kapmeyer, 1991; Montagne y col.,
1992; Basinska y Slomkowski, 1993; Peula y col., 1995; Santos y Forcada, 1996;
Quesada y col., 1996; Sarobe y col., 1996; Ortega-Vinuesa y col., 1996a; Miraballes-
Martinez y col., 1997; Molina-Bolivar y Ortega-Vinuesa, 1999; Peula-Garcia y col.,
2002; Ramos y col., 2003; Okumura y col., 2004; Lucas y col., 2006; Wang y col.,
2006; Chen y col., 2007; Dey y col., 2007; Magalhdes Andrade y col., 2007; Polpanich
y col., 2007; Okumura y col., 2008; Gonzalez y col., 2008b, 2010; Yang y col., 2010;
Moraveji y col., 2012; Miranda y col., 2009; Garcia y col., 2013, 2014).

Las distribuciones de tamafios de particulas (PSD, del inglés “Particle Size
Distribution™) de los latex utilizados en inmunodiagnéstico deben ser lo mas angostas
posible. Los latex deben ser monodispersos para: a) aumentar la estabilidad coloidal;
b) asegurar un reparto homogéneo de las proteinas sobre la superficie de las particulas
(Tsaur y Fitch, 1987); y ¢) lograr una mejor visualizacién de la reaccioén de aglutinacion

que se produce en el inmunoensayo.

Con el objetivo de obtener latex apropiados para su uso como reactivos de
inmunoaglutinacién (IA), que sean monodispersos, de tamafio controlado y con

determinadas funcionalidades quimicas y densidad de carga superficial controlada, se
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llevaron a cabo distintos tipos de reacciones de polimerizaciéon en medio disperso

aCuoso.

La sintesis de latex monodispersos de poliestireno (PS) estuvo orientada a obtener
latex de diversos tamaiios, en un rango de 100-1100 nm. Las particulas més pequefias se
sintetizaron por polimerizacién en emulsion convencional, mientras que las de mayor

tamaio se produjeron por polimerizacién en dispersion.

En las polimerizaciones en emulsién convencional, el mondémero (en este caso
estireno, St) es poco soluble en el medio de dispersiéon acuoso. Como consecuencia, se
produce una emulsién formada por gotas de mondmero dispersas en agua, que se ve
favorecida con el empleo de emulsificantes (Em). Los Em son moléculas anfipéticas
que presentan en su estructura la caracteristica de poseer un extremo hidrofilico y una
cadena hidrofébica. Asi, a partir de una determinada concentracion conocida como
concentraciéon micelar critica (CMC), el Em no se disolverd en el medio y formara
micelas que tendrdn sus extremos hidrofilicos orientados hacia el medio acuoso y las
cadenas hidrofébicas hacia el interior de las mismas. En presencia de gotas de
mondémero y de una concentracion de Em superior a la CMC, una fraccion de las
moléculas de Em estabilizard a las gotas de mondmero y otra fracciéon formard micelas,
que contendrdn mondémero disuelto en su interior. Para unas dadas condiciones de
agitaciéon, a mayor concentracion de Em, mayor serd la superficie que puede ser
estabilizada. Cuando se agrega el iniciador, normalmente disuelto en agua, éste se
descompone en la fase acuosa y los radicales libres generados crecen por propagacion
con el monémero disuelto hasta hacerse hidrofébicos y entran en las micelas para
continuar propagando y formar las particulas de polimero (etapa de nucleacion micelar).
El principal sitio para la formacion de polimero son las particulas de polimero
hinchadas con monémero, mientras que las gotas de mondmero actian como reservorio
desde donde difunden las moléculas de monémero hacia las particulas. El rango de
tamafios obtenidos por polimerizacién en emulsion abarca aproximadamente particulas

desde 50 nm hasta 700 nm.

En cambio, las polimerizaciones en dispersion comienzan en una sola fase
homogénea. El medio de dispersion se selecciona de forma tal que el mondémero, el
estabilizador estérico y el iniciador sean solubles en €él. Cuando se agrega el iniciador, el
mismo se descompone y se generan radicales libres que dan lugar al inicio de la

polimerizacion. Cuando las cadenas crecientes de polimero alcanzan un tamafio critico
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se tornan insolubles y precipitan fuera del medio para formar particulas de polimero. De
esta forma, se pueden obtener particulas monodispersas de mayores tamafios que con

polimerizaciones en emulsion, en el rango aproximado de 500-10.000 nm (0,5-10 pm).

En esta Tesis, los latex de PS obtenidos por ambos procesos, ademds de ser
estudiados para la produccién de reactivos de IA, fueron utilizados como siembras para
la obtencién de particulas con distintas funcionalidades superficiales y con morfologia
ndcleo coraza o “core-shell”. Se estudiaron politicas de operacién discontinuas y
semicontinuas de los reactores de polimerizacién y se modificaron las recetas de las
reacciones para obtener latex con distintas funcionalidades y densidades de carga sobre

la superficie de las particulas.

Para la caracterizaciéon morfoldgica y de tamafios de particula de los sistemas
coloidales se pueden utilizar técnicas de: 1) observacion directa; ii) dispersion de luz; y
ii1) fraccionamiento (Gugliotta y col., 2010). Entre las primeras se encuentran la
microscopia electrénica de transmision (TEM, del inglés “Transmission Electron
Microscopy”) y la microscopia electrénica de barrido (SEM, del inglés “Scanning
Electron Microscopy”), que presentan como ventaja la posibilidad de visualizar de
manera directa las particulas para determinar su forma y tamafio. Estas técnicas
presentan la desventaja que s6lo permiten observar una pequefa fraccion de particulas
en relacion a la poblaciéon total, cuya seleccién es critica a la hora de que sea
representativa y por lo tanto podrian presentar inconvenientes para cuantificar pequefias
fracciones de particulas contaminantes y PSD anchas. Si bien TEM y SEM constituyen
las principales técnicas de referencia para observar y caracterizar particulas de latex, las
mediciones son costosas y requieren de mucho tiempo; la preparaciéon de la muestra es
compleja y la evaluacién adecuada de la PSD puede involucrar el recuento de miles de

particulas (Kourti, 1989; Llosent y col., 1996; Gugliotta y Vega, 2010).

La técnica de dispersiéon de luz dindmica (DLS, del inglés “Dynamic Light
Scattering”) a simple dngulo produce estimaciones rdpidas y confiables de los didmetros
de particula promedio. Sin embargo, pueden dar lugar a estimaciones bastante inexactas
de la PSD (Kourti, 1989; Llosent y col., 1996; Gugliotta y col., 2000; Gonzalez y col.,
2005; Gugliotta y col., 2010). Cuando dichas mediciones se realizan a multiples angulos
y/o a multiples longitudes de onda, mejora la estimaciéon de la PSD (Clementi, 2012).

Asi por ejemplo, la técnica de DLS a miltiples dngulos (MDLS) muestra alta
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sensibilidad para determinar contaminaciones con particulas grandes de latex ‘“cuasi-

monodispersos” (Gonzalez, 2004; Gonzalez y col., 2005).

La caracterizacion superficial de las particulas coloidales es importante debido a
que muchas de sus propiedades estdn determinadas por la presencia de grupos quimicos
cargados sobre su superficie. Estos grupos funcionales superficiales se originan por
adsorcién de ciertos iones o por disociacién de grupos superficiales ionizables del
polimero, provenientes de restos del iniciador, o debidos a la presencia de monémeros

funcionales.

La densidad de carga superficial (6) puede determinarse mediante valoracion
conductimétrica (Hen, 1974; Sakota y Okaya, 1976; Labib y Robertson, 1980;
Shirahawa y Suzawa, 1985; Zwetsloot y Leyte, 1996; Gonzalez, 2004; Gonzalez y col.,
2008; Garcia, 2011). Consiste en estudiar la evolucién de la conductividad de la
muestra, determinada por la suma de los productos de las concentraciones de todos los
iones presentes por sus conductividades equivalentes, frente al agregado de una
disolucién valorante (Labib y Robertson, 1980). Del mismo modo, se puede determinar
la densidad de grupos funcionales superficiales (dx), provenientes del iniciador o de los

monodmeros funcionales empleados.

Una de las caracteristicas fundamentales de un sistema coloidal es su estabilidad o
resistencia a la coagulacion. La estabilidad coloidal del sistema es la capacidad de las
particulas de permanecer como entidades aisladas en el medio que las rodea durante
largos periodos de tiempo. Cuando esto ocurre el sistema es estable; si por el contrario,
las particulas coagulan, el sistema es inestable. La estabilidad de un latex se puede
medir mediante la concentracion critica de coagulacion (c.c.c.), que se define como la
minima concentraciéon de un electrolito a la que coagulan las particulas (Molina-
Bolivar, 1999). La forma mads sencilla para determinar la c.c.c. es mediante la
observacién visual. Sin embargo, para conseguir una mayor objetividad y aumentar la
sensibilidad de la medicion, se recomiendan los métodos instrumentales, como DLS,
turbidimetria y nefelometria (Ortega-Vinuesa y col., 1997). Ademas, la estabilidad
coloidal puede estudiarse mediante la evaluacion electrocinética del sistema,
determinando la movilidad electroforética (L) de las particulas y su potencial Zeta (C).
Estos pardmetros brindan informacién sobre la carga efectiva de las particulas, que es

diferente a la densidad de carga obtenida por titulacion conductimétrica.
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En este Capitulo se incluye la sintesis controlada de particulas de distintos
tamafos, grupos funcionales y densidades de carga superficial. Se sintetizaron
particulas tipo “core-shell” con funcionalidades carboxilo o epoxi, producidas mediante
un proceso de 2 etapas. En la primera etapa, se obtuvieron litex de PS de diferentes
tamafios, mediante polimerizaciones en emulsion en presencia de Em o a través de
polimerizaciones en dispersiéon. En la segunda etapa, las particulas de PS fueron
empleadas como siembra en copolimerizaciones en emulsion, en ausencia de Em,
empleando: i) St y 4cido metacrilico (MAA, del inglés “Methacrylic Acid”), para
proveer a las particulas de funcionalidad carboxilo, o 11) St y glicidil metacrilato

(GMA), para proveer a las particulas de grupos epoxi superficiales.

Luego de la limpieza de los diferentes ldtex para eliminar restos de monémero no
reaccionado, sales, Em y otros reactivos, se realizé la caracterizacion de los mismos,
determindndose didmetros medios de particula, indice de polidispersidad (IP),
densidades de carga (o) y de grupos funcionales superficiales (sulfato, Jgo;;
carboxilo, 8coon; Y €poxi, O¢,m;0), movilidad electroforética (), potencial Zeta (C) y

concentracion critica de coagulacion (c.c.c.).

2.2. TRABAJO EXPERIMENTAL

2.2.1. Reacciones de Polimerizacion

2.2.1.1. Materiales y Métodos

Las reacciones de polimerizacién se llevaron a cabo en reactores de vidrio
encamisados de 200 mL y 1 L de capacidad, con bafio termostdtico para regular la
temperatura de reaccion, agitacion mecdnica proporcionada por paletas de acero
inoxidable, y entradas para carga de reactivos, burbujeo de N, y toma de muestra. En la
Fig. 2.1 se muestra un esquema de los reactores utilizados y la fotografia de uno de

ellos.
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Figura 2.1. Esquema y foto del sistema de reaccion empleado para llevar a cabo las

polimerizaciones.

Se empleé St de grado técnico (Petrobras Energia S.A., Argentina), el cual fue
destilado a presion reducida y 50 °C previo a su uso, para eliminar inhibidores e
impurezas. Los monémeros MAA (Merk, pureza >99 %) y GMA (Aldrich, pureza
>97 %) se emplearon como fueron suministrados por los fabricantes. El emulsificante
utilizado fue dihexil sulfosuccinato de sodio (C;¢Hy9O;NaS, Aerosol MA-80). Los
iniciadores usados fueron persulfato de potasio (K,S,0g, Mallinckrodt, pureza >99 %) y
azobisisobutilonitrilo (AIBN, Molekula, pureza 99,2 %). Otros reactivos empleados
fueron bicarbonato de sodio NaHCOs; (Cicarelli), polivinilpirrolidona (PVP, Sigma-
Aldrich), hidroquinona (Fluka), etanol (Merck) e isopropanol (Anedra). Durante la
caracterizacion superficial de los latex sintetizados, se emple6: NaOH, HCI, biftalato de
potasio (CsHsKO,), tiosulfato de sodio (Na,S,03) y carbonato de sodio (Na,COs3), todos
de Cicarelli. Durante todo el trabajo, se empled agua destilada ultrapura y deionizada

(DDI).

Durante las reacciones se tomaron muestras a distintos intervalos de tiempo e
inmediatamente se detuvo la reaccion con el agregado de una gota de una solucién de
hidroquinona al 1 %. El seguimiento de la conversién monomérica (x) se llevé a cabo

por gravimetria y la evolucién de los tamafos medios de particula (Dprs) por DLS a
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30°C y a un dngulo de deteccion de 90°. Para estas dltimas mediciones, se empled un
fotometro de dispersion de luz marca Brookhaven con un laser de He-Ne (632,8 nm)
polarizado verticalmente, y un correlador digital (Modelo BI-2000 AT). La
concentracion de las particulas en la medicion se ajustd hasta obtener una intensidad
promedio en el detector equivalente a 2x10° cuentas/s y los tiempos de medicién fueron

entre 100 y 200 segundos (Gugliotta y col., 2010).

Para el célculo de la conversién por gravimetria, la muestra se colocé en una
capsula de aluminio de peso conocido, con una cantidad medida de hidroquinona
(recién agregada). Se secd el latex en estufa a 35 °C hasta pesada constante y la

conversion global de mondmeros se calculd de la siguiente forma:

PL Pr Pt (Ec. 2.1)

donde Py es el peso de la muestra seca, Py es el peso del latex, Psnp es el peso de los
s6lidos no poliméricos (sales provenientes del iniciador, del buffer, del emulsificante,
de la hidroquinona), Pt es el peso total, Ps es el peso de la siembra y My es el peso del

mondmero total.

2.2.1.2. Latex de Poliestireno por Polimerizacion en Emulsion

Se sintetizaron 3 ldtex de PS en base a la receta propuesta por Gonzalez (2004),
modificada, principalmente con la inclusion de Em. En la Tabla 2.1 se muestran las
recetas y condiciones utilizadas para la sintesis, por polimerizacién en emulsion, de los

latex de PS, y la conversién y didmetros de particula finales alcanzados.
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Tabla 2.1. Recetas y condiciones de sintesis discontinua empleadas; y conversiones y didmetros

medios de particula finales alcanzados en las polimerizaciones en emulsion de estireno a 90 °C.

S8 S9 S10
Agua (g) 556 556 556
Estireno (g) 234 217 234
Emulsificante, MA-80 (g) 7,6 11,9 8,8
Relacién MA-80/St 0,032 0,055 0,038
Buffer, NaHCOj; (g) 0,9 0,9 0,9
Iniciador, K,S,0, (g) 0,9 0,9 0,9
Temperatura (°C) 90 90 90
Tiempo (h) 12 8 8
Conversion, x (%) 98 100 100
Diametro de Particula, Dp; s (nm) 300 85 130

En primer lugar, se cargé el reactor con una solucion conteniendo el NaHCO;3, el
MA-80 y el agua (reservando una pequefia cantidad para disolver el iniciador). Se elevo
la temperatura del bafio termostatizado a 90 °C y se mantuvo el sistema en agitacion
bajo corriente de N,. Una vez alcanzada la temperatura de reaccidn, se agregd el
monomero y se esperd a que la temperatura vuelva a ser la deseada. Finalmente, se
agrego el iniciador disuelto en agua para dar comienzo a la reaccion de polimerizacion.
En la Fig. 2.2 se muestra la evolucion de la conversion y de los didmetros medios de
particula en funcidén del tiempo de reaccién obtenidos a lo largo de las polimerizaciones
para la produccién de los latex de PS S8, S9 y S10. En todos los casos, las conversiones
fueron cercanas al 100 % y las velocidades de reaccion fueron mayores a las reportadas

para polimerizaciones similares pero en ausencia de Em (Gonzalez y col., 2008).
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Figura 2.2. Evolucion de la conversiéon monomérica (a) y de los didmetros medios de particula
medidos por DLS a 90° (b) en funcién del tiempo de reaccion, para la sintesis de los latex de PS

S8, 9y S10.

En las sintesis de los latex S8 y S10, la maxima conversion se alcanz6 a los 60
minutos de reaccion y luego se mantuvo constante; y en el caso del latex S9 se alcanz6
la méxima conversién a los 40 minutos de reaccién. Estas observaciones pueden
explicarse por la presencia de una importante concentracion de Em, que permite
acelerar la velocidad de nucleacion por via micelar y obtener particulas de menor

tamafo a altas velocidades de reaccion. Noétese también, que el Dprs crece hasta
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alcanzar el valor maximo al mismo tiempo que se observa la mayor conversion. Para el
litex S9 no se detectd este crecimiento, ya que en la primera muestra tomada se

determiné el Dp; s maximo, probablemente debido a la alta velocidad de la reaccion.

2.2.1.3. Latex de Poliestireno por Polimerizaciéon en Dispersion

Se sintetizaron 5 liatex de PS mediante polimerizaciéon en dispersion. Se
emplearon mezclas de agua/alcohol o alcohol puro como medio de reaccién,
utilizdndose los alcoholes etilico o isopropilico. Las reacciones de polimerizacién se
llevaron a cabo en el reactor de 200 mL de capacidad. En primer lugar, se cargd al
reactor el estabilizador estérico PVP, el medio de dispersion (reservando una pequefia
cantidad para disolver el iniciador) y el St. Se elevé la temperatura del bafio
termostatizado a 70 °C y comenz6 la agitaciéon mecdnica y el burbujeo de N,. Pasados
30 minutos, se agreg6 el iniciador AIBN disuelto en la fraccion de medio reservada, y la
temperatura de reaccion se mantuvo en 70 °C. En la Tabla 2.2 se muestran las recetas y
condiciones de reacciéon empleadas, la conversion final alcanzada y los didmetros
medios de particula de los latex sintetizados. En la Fig. 2.3 se muestra la evolucién de la
conversion y de los didmetros medios de particula en funcion del tiempo de reaccion

para la sintesis de los latex de PS S11 a S15.

Las reacciones de sintesis de los latex S11 y S12 alcanzaron conversiones finales
de 67 % y 70 %, respectivamente. Del seguimiento de la conversioén en el tiempo se
observé que para el latex S11 la misma estaba creciendo con elevada velocidad de
reacciéon al momento en que se detuvo la polimerizacion. En estos 2 casos los Dpyg
resultaron mayores a 2 um y los valores obtenidos por DLS no son reportables porque
superan el rango de utilizacion de la técnica de DLS. Ademds, ambos ldtex resultaron
ser inestables, seguramente debido a su gran tamafo. Las reacciones de polimerizacion
de los latex S13 y S14 presentaron los mayores valores de conversion, alcanzando al
final de la reaccion valores cercanos al 100 %. Ademds, se observé que la mezcla
alcohol etilico/agua, en una proporcion 2,2:1 resulté la mas adecuada para obtener latex

estables de tamafios cercanos al micréon.
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En las reacciones S13, S14 y S15 se evalud el efecto del estabilizador estérico
(PVP), y de las concentraciones de AIBN y de St, con el objetivo de disminuir el
tamafo de las particulas (Zhou y Dai, 2013). En estos experimentos se observé que: i) la
mayor presencia de PVP no signific6 un menor tamafio medio de particula; ii) la
presencia de una menor concentraciéon de AIBN tampoco redundé en disminuir el Dpys;
y iii) la menor cantidad de monémero inicial implicé una menor velocidad de reaccion y
conversion final, aunque el didmetro obtenido fue similar a los casos anteriores. En las
condiciones experimentales estudiadas en esta Tesis, la modificacién de esas variables
no logr6 disminuir el Dprs final. Ademds de estas variables, en este tipo de
polimerizaciones el sistema de agitacion juega un rol fundamental, y probablemente

para obtener particulas de menor tamafio se deba modificar el sistema empleado.

Tabla 2.2. Recetas y condiciones de sintesis discontinua empleadas; y conversiones y didmetros

medios de particula finales alcanzados en las polimerizaciones en dispersién de estireno a 70 °C.

S11 S12 S13 S14 S15
Agua (g) - 30,86 40,02 40,14 40,38
Alcohol Etilico (g) 125,5 - 88,26 89,9 89,8
Alcohol Isopropilico (g) - 94,04 - - -
Relacion Alcohol:Agua 1:0 3:1 2,2:1 2,2:1 2,2:1
Estireno (g) 18,06 13,60 9,86 9,98 5,16
PVP K-30 (g) 3,16 0,91 2,02 2,52 2,50
Iniciador, AIBN (g) 0,40 0,22 0,35 0,27 0,274
Temperatura (°C) 70 70 70 70 70
Tiempo (h) 8 12 10 10 10
Conversién, x (%) 67 70 99,9 100 75
Diametro de Particula, Dp; s (nm) - - 1043 1051 1048
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Figura 2.3. Evolucion de la conversiéon monomérica (a) y de los didmetros medios de particula
medidos por DLS a 90° (b) en funcién del tiempo de reaccién para la sintesis de los latex de PS

S11, S12,S13, S14 y S15.
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2.2.1.4. Latex con Funcionalidad Carboxilo

La sintesis de los latex con funcionalidad carboxilo se realizé en base a la receta
propuesta en Gonzalez y col. (2008a), mediante copolimerizacién en emulsiéon de St y
MAA, en ausencia de Em, sobre los ldtex de PS S8, S10 y S13, que se usaron como
siembra. Las recetas y condiciones de sintesis se presentan en la Tabla 2.3. En la
Fig. 2.4 se muestra la evolucién de la conversion y de los didmetros medios de particula

en funcién del tiempo de reaccion para los cinco latex carboxilados.

Tabla 2.3. Recetas y tiempos de reacciéon empleados; y conversiones y didmetros de particula
finales alcanzados en las polimerizaciones presembradas y discontinuas en emulsion de estireno

y 4cido metacrilico a 70 °C.

S8C1 S8C2 S10C1 S10C2 S13C1*
Agua (g) 4614 462,7 413,45 414,67 112,03
Siembra (gpo) 6,49 6,31 5,83 4,43 1,40
Estireno (g) 3,49 4,04 6,72 2,54 0,34
Acido Metacrilico, MAA (g) 0,47 0,99 1,02 0,19 0,09
Relaciéon MAA/St 0,13 0,25 0,15 0,08 0,24
Iniciador, K,S,0;4 (g) 1,05 2,10%* 1,05 1,05 0,27
Tiempo (h) 12 12 12 12 6
Conversion, x (%) 75,6 86,17 49,53 56,39 98,84
Diametro de Particula, Dp; g (nm) 340 354 193 180 1133

*Otros ingredientes fueron: MA-80: 0,57 g y NaHCO3: 0,27 g

** La mitad del iniciador se cargo en “batch” y el resto at=4h

Para las siembras S8 y S10 se variaron las relaciones MAA/St con el objetivo de
obtener diferentes densidades de carga superficial y de grupos carboxilo, y analizar su
efecto en particulas de tamafio conocido. Se cargé inicialmente en el reactor la siembra

de PS, los monomeros y el agua, y se mantuvo el sistema bajo agitacion a temperatura
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ambiente y bajo corriente de N, durante 2 horas, para producir el hinchamiento de las
particulas y reducir la cantidad de O, presente. Se elevd luego la temperatura a 70 °C y
se adiciond el iniciador. En el caso de la sintesis del latex S8C2, se realiz6 una
inyeccion de iniciador transcurridas 4 horas de reaccion para elevar la conversion final
de la polimerizacion y la densidad de carga superficial proporcionada por los grupos
sulfato del iniciador y por los grupos carboxilo del MAA. Después del agregado
impulsional del iniciador se observé un salto en la x alcanzandose un valor final de
86 %. Las conversiones finales de los latex SI0OC1 y S10C2 fueron bajas, lo que podria

deberse en gran parte a la formacién de una importante cantidad de codgulo, que no fue

cuantificada.
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Figura 2.4. Evolucion de la conversién monomérica (a) y de los didmetros medios de particula
medidos por DLS a 90° (b) en funcién del tiempo de reaccion, en la sintesis de los latex

carboxilados S8C1, S8C2, S10C1, S10C2 y S13CI1.
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Respecto de la sintesis del latex S13C1, se agregaron a la receta original dos
ingredientes: el emulsificante MA-80 y NaHCOs3, con el objetivo de aportar estabilidad
a las particulas y mantener un pH alcalino, ya que en un primer intento de reaccién sin
estos agregados el sistema se inestabilizé observiandose codgulos. La concentracién de
Em empleada se encontré por debajo de la CMC, para evitar la presencia de micelas y la
nucleacién de nuevas particulas. En este caso la conversion final llegé a alrededor del

99 %.

Ademads, debemos mencionar que los Dprs finales de los latex carboxilados
obtenidos implicaron un crecimiento bajo de los Dprs de las siembras empleadas. De
esta forma, se logré el objetivo de incorporar grupos funcionales y aumentar la densidad
de carga, sin variar apreciablemente el didmetro medio fijado en la sintesis de los latex
base de PS. Ademas, la polidispersidad del sistema se mantuvo similar a la de los latex

de PS, lo cual es indicio de que no se formaron nuevas particulas.

2.2.1.5. Latex con Funcionalidad Epoxi

La sintesis de los ldtex con funcionalidad epoxi se realiz6 mediante
copolimerizacion en emulsion de St y GMA sobre el ldtex S8 y en ausencia de Em. Las
recetas y las condiciones de sintesis se presentan en la Tabla 2.4. El reactor se cargd
inicialmente con la siembra de PS, la mezcla de mondmeros y el agua; y se mantuvo el
sistema bajo agitacion a temperatura ambiente y bajo corriente de N, durante 2 horas,
para producir el hinchamiento de las particulas. Luego, se elevo la temperatura a 70 °C
y se adiciond el iniciador para dar comienzo a la polimerizacion. Con el objetivo de
obtener diferentes densidades de carga superficial y de grupos epoxi se vari6 la relacion
GMA/St. Ademés, en la sintesis del latex S8E2 se realiz6 una inyeccion semicontinua
intermedia de mondémeros e iniciador. En la Fig. 2.5 se presenta la evolucién de la
conversion y del didmetro medio de particula en funcién del tiempo de reaccién para

ambas reacciones (S8E1 y S8E2).
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Tabla 2.4. Recetas y tiempos de reaccion empleados; y conversiones y didmetros de particula
finales alcanzados en las polimerizaciones presembradas en emulsién de estireno y glicidil

metacrilato a 70 °C.

S8E1 S8E2
Agua (g) 94,99 88,54
Siembra (g,,) 1,50 1,51
Estireno (g) 0,97 1,78%*
Glicidil Metacrilato, GMA (g) 0,42 2,04*
Relacion GMA/St 0,43 1,14
Iniciador, K,S,04 (g) 0,74%* 0,56%*
Tiempo (h) 8 8
Conversion x (%) 69,32 80,02
Diametro de Particula (Dp;g, nm) 362,5 519.,5

*Se cargo la mitad en “batch” y el resto se inyecto at = 3 h;

** Se cargo 0,37 g en “batch” y el resto se inyecto at = 4 h;

En la reaccion del litex S8E1 la conversion final alcanzada en el tiempo
experimentado fue del 69 %, aunque de la Fig. 2.5a se puede inferir que este valor
hubiera sido més elevado si la reaccién se hubiera detenido a un tiempo mayor. Para el
latex S8E2 la conversion fue mayor e igual al 80 %, alcanzdndose este valor maximo
aproximadamente a las 4 h de reaccion. El agregado impulsional de iniciador (t = 4 h)
en las 2 reacciones se manifestd en un salto en la x a partir de este tiempo en ambos
casos. El Dprs final obtenido para el latex S8E1 fue similar a los obtenidos para los
latex carboxilados S8C1 y S8C2, logrdndose el objetivo de incorporar grupos
funcionales epoxi sin modificar sustancialmente el tamafio de particula de la siembra de
PS S8. Sin embargo, para el latex S8E2 el Dpis final obtenido fue mayor que el
esperado. Es posible que esta situacién se deba a la mayor cantidad de mondémero
empleada y a un aumento en la polidispersidad del sistema, lo que influyé de manera

importante sobre el didmetro medio de particula.
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Figura 2.5. Evolucién de la conversién monomérica (a) y del didmetro medio de particula
medido por DLS a 90° (b) en funcidn del tiempo de reaccién para la sintesis de los latex

epoxidados S8E1 y SS8E2.

2.2.2. Limpieza de los Latex

Los latex obtenidos luego de las polimerizaciones deben ser purificados, ya que
contienen restos de mondmero sin reaccionar, sales, EM y oligémeros. Existen distintos

métodos que permiten la purificacién de las particulas sintetizadas, tales como didlisis,
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desplazamiento de suero y centrifugacion/resuspension. En esta Tesis se emplearon los

dos ultimos métodos mencionados.

La técnica de desplazamiento de suero consiste en colocar el litex en una celda
que cuenta con un filtro microporoso en su base, soportado sobre un disco perforado de
polietileno. Por la parte superior se hace circular agua ultrapura para arrastrar los
componentes solubles, mientras que las particulas quedan retenidas por el filtro. El
sistema permite la agitacién magnética, para evitar que las particulas sedimenten y
taponen el filtro. Durante el lavado de los latex, se analizé el agua a la salida del
sistema, mediante la determinacién de: i) la conductividad eléctrica (C), como indicador
de las sales presentes; y ii) la tensién superficial (TS), como indicador de la presencia
de EM. El lavado continud hasta que estas caracteristicas fueron similares a las del agua

ultrapura (C <2 uS/cm; TS = 71,9x10” N/m).

Para el latex S8, en la Fig. 2.6 se presenta la evolucién de la C y de la TS del agua
a la salida del sistema de lavado en funcién del volumen desplazado en la limpieza

continua del latex por desplazamiento de suero.

También se empled el método de series de centrifugaciones y redispersiones para
realizar el lavado de los latex. En este caso, el procedimiento consistié en centrifugar
los latex, eliminar el sobrenadante y redispersar las particulas en agua DDI. Este
procedimiento se repitid 3 veces, asegurando la eliminacion de los componentes no

deseados de los latex.

2.2.3. Caracterizacion de los Latex Sintetizados

Para caracterizar los distintos latex obtenidos, se determiné: el didametro medio de
particula por DLS a 90° el indice de polidispersidad por SEM o TEM; la densidad de
carga y de grupos funcionales superficiales mediante titulacion conductimétrica; el
espesor de la “hairy layer” (k) por DLS a 90° la movilidad electroforética y el potencial
Zeta, por velocimetria de laser doppler, y la concentracién critica de coagulacion frente

al agregado de KBr, por el método visual y por DLS. En las Tablas 2.5 a 2.7 se
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presentan las caracteristicas antes mencionadas, medidas para los latex de PS y para los

latex con funcionalidades carboxilo y epoxi, respectivamente.
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Figura 2.6. Seguimiento del lavado del latex S8. Evolucion de la conductividad eléctrica (a) y
de la tension superficial (b) del agua a la salida del sistema de lavado en funcién del volumen de

agua desplazado (Las lineas de puntos indican la conductividad eléctrica y tension superficial

del agua ultrapura).
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Tabla 2.5. Caracteristicas de los latex de PS sintetizados en emulsiéon (S8 y S10) y en

dispersién (S13), medidas sobre los l4tex lavados.

S8 S10 S13
Dy (nm) 300 134 1043
P 1,007 1,010 1,003
h (nm)* 5,58 5,33 6,58
o (uC/em?) 25,0 17,0 -
3507 x107 (mEg/cm’) 2.6 2.4 -
pe x10% (m*/Vs)* 5,34 5,28 3,82
¢ (-mV)* 69,3 69,5 49,1
C.C.C.yis (mM KBr)

apH 6 200 50 150

apHS$ 200 50 150
c.c.C.prs (mM KBr)

apH 6 50 50 100

apHS$ 100 50 100

*Determinado a pH 6

2.2.3.1. Determinacion de los Diametros Medios de Particula

Los didmetros medios de particula, Dprs, se determinaron por DLS, empleando un

equipo Brookhaven Instruments Inc. Se utilizé un ldser de He-Ne (A=632,8 nm)

polarizado verticalmente y un correlador digital (modelo BI-2000 AT).

El Dpis se calculd a través del método de los cumulantes cuadritico (Koppel,

1972), utilizando la Ec. (1.5), a partir de las funciones de autocorrelacién medidas a 90°

y a una temperatura de 30 °C.
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El grado de monodispersidad de los latex se analiz6 mediante MDLS. Se
realizaron mediciones desde 50° hasta 120° con intervalos de 10° y a 30 °C. La
concentraciéon de las particulas se ajustd a cada dngulo de medicién hasta obtener
alrededor de 2x10° cuentas/s para asegurar un régimen de dispersion de luz simple; y
los tiempos de medicién utilizados fueron entre 100 y 200 segundos (Gugliotta y col.,

2010).

Tabla 2.6. Caracteristicas de los latex con funcionalidad carboxilo sintetizados por

polimerizacidn presembrada en emulsion a partir de las siembras S8, S10 y S13.

S8C1 S8C2 S10C1 $10C2 S13C1

Relacién MAA/St 0,13 0,25 0.15 0,08 0,24
Dps (nm) 340 354 193 180 1134
P 1,021 1,027 1,017 1,029 1,005
h (nm)* 8,60 11,50 11,18 7,75 14,18
o (pC/em?) 78,5 161,7 171,1 72,9 91,5
3507 X107 (mEqg/cm’) 2,4 3.8 3,5 4.1 44
Scoon X107 (mEg/cm?) 5,7 13,0 14,3 3,5 5.1
pte x10® (m?/Vs)* 4,90 4,05 4,36 4,84 3,06
¢ (-mV)* 62,90 52,00 56,10 62,00 39,30
€.C.C.,is (mM KBr)

apH 6 350 2000 >2000 300 200

apHS8 650 >2000 >2000 600 400
c.c.c.prs (mM KBr)

apH 6 200 1700 >2000 100 100

apHS8 250 >2000 >2000 200 200

*Determinado a pH 6
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Tabla 2.7. Caracteristicas de los latex con funcionalidad epoxi sintetizados por polimerizacién

presembrada en emulsion a partir de la siembra S8.

SSE1 SSE2

Relacion GMA/St 0,43 1,14
Dpys (nm) 362 519
P 1,016 1,069
h (nm)* 13,1 12,2
o (uC/em?) 59,3 44.4
8504: x 107 (mEq/cmz) 6,14 4.6
dc,m;0 X 107 (mEg/em®) 0,93 1,75
e X108 (m*/Vs)* 3,82 3,41
€ (-mV)* 48,80 43,9
c.C.C. ;s (mM KBr)

apHG6 300 350

apHS$ 300 350
c.c.c.prs (mM KBr)

apHG6 200 250

apHS$ 200 250

*Determinado a pH 6

En el andlisis de los latex por MDLS, es importante destacar que si un latex es
estrictamente monodisperso, el Dprs no variaria con el dngulo de deteccién. En la
Fig. 2.7 se presentan los Dpy s de los latex S8, S8C1, S8C2 y de un latex de PS estdndar

de similar tamafio medio, en funcidn del angulo de medicion.
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Figura 2.7. Didmetro medio de particula medido por MDLS para los latex S8, S8C1, S8C2 y

para un latex estandar de PS de 306 nm de didmetro nominal.

Se observa que, en general, el Dprs a dngulos menores a 90° se mantiene casi
constante, mientras que a mayores dngulos de medicién el Dprs aumenta en todos los
casos. Se observa que para el latex de PS S8 el Dp;s mostrd una variacién con el dngulo
de medicion de aproximadamente 50 nm (292-343 nm); mientras que en el litex de PS
estdndar, la variacion del Dprs (293-358 nm) fue mayor e igual a 65 nm. Para los latex
carboxilados S8C1 y S8C2, el Dprs varié entre 304-378 nm y 342-430 nm,
respectivamente, siendo las diferencias entre el valor mdximo y minimo de 74 nm para

el S8C1 y de 88 nm para el S8C2.

2.2.3.2. Calculo del Indice de Polidispersidad

El IP se determiné a partir de micrografias de TEM o SEM. El equipo de TEM
fue un Philips modelo EM300 disponible en el Instituto de Fisica de Rosario
(CONICET-UNR). Para la preparacion de las muestras, se utilizaron rejillas
portamuestras de cobre, que fueron acondicionadas aplicando una pelicula de Formvar
sobre las mismas. Luego, se colocdé una gota de latex diluido (aproximadamente

0,01 % p/p) conteniendo 0,01 % de 4cido fosfotiingstico sobre la rejilla y se dej6 secar a
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temperatura ambiente. El equipo de SEM fue un JEOL-JSM 35C, disponible en el
CONICET CCT-Santa Fe. Para la preparacion de las muestras, una gota de latex diluido
se secd sobre un portamuestras de vidrio, y se us6 un evaporador Veeco para cubrir a las

particulas con un film delgado de oro.

Cada microscopio se calibré con un latex de PS estdndar de tamafio similar a las
muestras, y después de determinar el didmetro de alrededor de 500 particulas, se calculd

el IP. En la Fig. 2.8 se muestran imdgenes de SEM y TEM de los latex sintetizados.

En la mayoria de los casos, los latex presentaron baja polidispersidad, con IP entre
1,007 y 1,029, lo que indica que serian aptos para su empleo como reactivos de IA.
Como excepcion, el latex epoxidado S8E2 presenté una PSD mds ancha, lo que queda
de manifiesto en el elevado IP (IP = 1,069). Nétese que en la micrografia presentada de
este latex se observa la presencia de particulas de tamafios claramente diferentes
(Fig. 2.8h), lo que podria deberse a problemas asociados al proceso de sintesis, tales

como agitacion deficiente, presencia de O, hinchamiento insuficiente de las particulas

y/o presencia de aglomerados o codgulos en la siembra de PS.
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s ;
1. 80 UATSF

Figura 2.8. Micrografias de los latex: a) S10 (TEM), b) S10C1 (TEM), c) S10C2 (TEM), d) S8
(SEM), e) S8C1 (SEM), f) S8C2 (SEM), g) S8E1 (SEM), h) S8E2 (SEM), i) S13 (SEM), j)
S13C1 (SEM). Magnificaciéon TEM 12.000x. Magnificacién SEM 10.000x.
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2.2.3.3. Determinacion del Espesor de la “Hairy Layer”

En la superficie de las particulas existen cadenas de polimero flexibles que
conforman la denominada “hairy layer”, de espesor A. En las situaciones extremas,
dichas cadenas pueden encontrase extendidas hacia la solucién o colapsadas sobre la
superficie, dependiendo de la fuerza i6nica (FI) del medio. El valor de & se calcul6 por
diferencia entre el radio de particula obtenido cuando las cadenas estdn totalmente
extendidas y el obtenido cuando estdn colapsadas (Seebergh y Berg, 1995). Para ello, se
realizaron mediciones de DLS variando la concentracion de electrolito (KBr) desde
0 mM hasta 1000 mM. En todos los casos, el radio mdximo se determiné en agua DDI
(0 mM), mientras que el radio minimo se obtuvo a distintas concentraciones (entre

1 mM y 100 mM) de KBr.

En la Fig. 2.9 se grafica la evolucion de los didmetros medios de particula de los
latex S8, S8C1 y S8C2 frente a concentraciones variables de KBr. Se observa que los
Dprs disminuyeron desde un valor maximo, donde las cadenas de la “hairy layer” se
encuentran totalmente extendidas en agua DDI, por la repulsion electroestética entre
ellas; hasta un valor minimo, donde las cadenas se encuentran colapsadas sobre la
superficie de las particulas, por efecto de la presencia de contraiones que apantallan la
carga eléctrica de las cadenas. A concentraciones mayores de electrolito, el Dprs
aumenta por agregacion de las particulas. El espesor de /& se obtuvo a partir del Dpys
maximo medido en agua y el Dpr.s minimo medido a una determinada concentracion de

KBr, como se indica esqueméaticamente en la Fig. 2.9.

El espesor de la “hairy layer” h, fue mayor para los latex carboxilados y
epoxidados que para los latex de PS, mostrando que el espesor /& no s6lo depende de la
FI del medio, sino también del tipo de grupo quimico presente en las cadenas flexibles

de polimero, de su hidratacién y de su concentracién (Goossens y Zembrod, 1979).
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Figura 2.9. Evolucién de los didmetros medios de particula de los latex S8, S8C1 y S8C2 frente
a concentraciones variables de KBr. Las lineas de puntos indican los didmetros maximo (D,,,x) a
baja fuerza iénica y minimo (D,,;,) de particula que permiten calcular el espesor de la “hairy

layer”.

2.2.3.4. Caracterizacion Superficial

Se determiné la densidad de carga superficial y la densidad de grupos funcionales
superficiales (ds0; Y Ocoon) mediante titulacion conductimétrica. Se empleé un
titulador automdtico marca KEM, modelo At-510. El agente valorante se dosificd
automaticamente, con intervalos de espera de 10 segundos, para dar tiempo a una
correcta homogenizacion de la mezcla valorada. El agente valorante empleado fue una
solucion acuosa de NaOH de concentracion 0,02 M, previamente valorada con biftalato
de potasio (sustancia patrén). Las valoraciones se realizaron a temperatura ambiente y

hasta asegurar un exceso de NaOH.
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2.2.3.4a. Cuantificacion de los Grupos Sulfato

Todos los litex obtenidos por polimerizaciones en emulsién (convencional y
presembradas) presentan en su superficie grupos sulfato provenientes del iniciador

empleado (K,S,0g).

El procedimiento empleado para la cuantificacién de los grupos sulfato consistié
en tomar un volumen determinado de cada latex a fin de obtener 0,1 g de polimero,
agregarle agua DDI hasta completar un volumen de 150 mL y colocarlo en un recipiente
bajo agitacién magnética. Posteriormente se agregé 1 mL de HCl 1 M para lograr la
protonacion total de los grupos ionizables presentes en la muestra y a continuacién se
realizé la valoracion con NaOH 0,02 M. En la Fig. 2.10 se muestra la curva de
valoracion obtenida para el litex S10. Se pueden observar 2 tramos de diferentes

pendientes y las funciones de regresion lineal respectivas.
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Figura 2.10. Valoracién conductimétrica del latex de PS S10 para la determinacién de los

grupos sulfato superficiales.

Ante el agregado de NaOH, la conductividad disminuye debido al caracter acido
fuerte de los grupos sulfato que se van neutralizando, generando la pendiente negativa
de la mitad izquierda de la Fig. 2.10. En efecto, los protones que actian como

contraiones de los grupos sulfato son progresivamente intercambiados por los cationes
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Na®, y los H" y OH" se unen para formar agua, disminuyendo la conductividad hasta
llegar al punto final de valoraciéon (V.y). El NaOH consumido hasta este punto
corresponde a la valoraciéon de los grupos sulfato y a la neutralizacion del HCI

previamente agregado. Superado éste, la pendiente aumenta por el exceso de NaOH.

Para calcular el V4 se igualaron ambas funciones de regresion lineal y se calcul6
la incognita x. El volumen de NaOH necesario para neutralizar los grupos SO,
(Vegnaon) €s Veq menos el volumen correspondiente a la neutralizaciéon del HCI
agregado (de concentraciéon conocida). La densidad de grupos SOy superficiales se

calcul6 segtn:

Veqnaon - Cnaon

030;= (Ec. 2.2)
4 Ap
con
6.m
A=—-> Ec.2.3
P pp . D ( )

donde Cnaon es la concentracion de la solucion valorante (mEq/L), A, es el drea total de
las particulas (cm?), m, es la masa de polimero (g), pp es la densidad del polimero

(g/cm3) y D es el didmetro de particula (cm) asumido igual al medido por DLS, Dpys.

Finalmente, la densidad total de carga superficial o ( uC/cmz) estd dada por:
oc=F. SSO: (EC 24)

4

donde F (= 96,5 uC/mEq) es la constante de Faraday.
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2.2.3.4b. Cuantificacion de los Grupos Carboxilo

Los latex funcionalizados con grupos carboxilo S8C1, S8C2, S10C1, S10C2 y
S13C1 presentan en su superficie grupos carboxilo provenientes del MAA y grupos

sulfato provenientes del iniciador K,S,0s.

El procedimiento de la valoracion conductimétrica fue similar al descripto
previamente. En la Fig. 2.11 se presenta la curva de valoracién conductimétrica para el

latex S10C1, donde se observan 3 tramos con pendientes diferentes.

300
y =-28,29x + 245,19
R>=0,9998

E
~
?“; 200 -
3 y = 5,75x + 40,98
= R* =0,9666
.?.; y =16,13x - 45,11
_g 100 - R?=10,9995
=
(=}
o

Vqu: 5,99 mL Veqzz 8,30 mL

0 T T T . .
0 4 8 12 16
Volumen NaOH (mL)

Figura 2.11. Valoracion conductimétrica del latex carboxilado S10C1 para la determinacién de

los grupos sulfato y carboxilo superficiales.

El primer tramo corresponde a la valoracion de los grupos sulfato (4cido fuerte), y
a la neutralizacion del HCI adicionado. El segundo tramo a los grupos carboxilo (acido
débil), que presentan una pendiente diferente a la del dcido fuerte, porque los protones
estdn menos disociados que en el caso del 4cido fuerte y el intercambio de protones por
contraiones Na" de la disolucién de NaOH se refleja con un ligero aumento en la

conductividad. Finalmente, el tercer tramo corresponde al exceso de NaOH.

El procedimiento para el cédlculo de los grupos sulfato fue igual al indicado
anteriormente (2.2.3.4a.), mientras que la densidad de grupos COOH superficiales se

calcul6 segun:
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(Veqz'Veql) . CNaOl—l
dcoon= N

(Ec. 2.5)
p

donde V.4 corresponde al volumen en el cual se intersectan los 2 primeros tramos de la
q
grafica y V.q corresponde al volumen donde ocurre la interseccion de los udltimos 2

tramos.

2.2.3.4c. Cuantificacion de los Grupos Epoxi

Los grupos epoxi se cuantificaron mediante valoracion potenciométrica (Sundberg
y Porath, 1974; Chen y Lee, 1999; Hou y col., 2007). El ensayo se basa en una reaccion
redox entre el grupo epoxi y el tiosulfato de sodio (Na;S,03) que conduce a la
produccién de OH™ de manera proporcional a la cantidad de anillos oxiranos (Ec. 2.6).
Por lo tanto, se puede estimar la concentracion molar de grupos epoxi titulando los OH™

producidos.

-C\H—CH2 +2Na* +$,07 + H,0 - —ClH—CHz-SzO'3 +2Na"+OH"  (g¢ 26)
) 2.
o) OH

Para poner a punto la técnica, se determiné la densidad de grupos epoxi en una
muestra del monémero GMA. En primer lugar se valor6 una soluciéon de HCI 0,01 N
(solucién valorante) con una solucién de Na,COs; como patrén primario. A continuacién
se pesaron 14,5 g de GMA vy se disolvieron en agua DDI y metanol en una proporcién
1:1, hasta completar un volumen de 50 mL. Luego se colocé la disolucion bajo
agitacion magnética. Posteriormente se agregé Na,S>O3 en exceso y se dejo reaccionar
durante 30 minutos, verificindose un aumento del pH como consecuencia de la
produccién de OH™. Finalmente se realiz6 la valoracién potenciométrica empleando la

soluciéon de HC1 0,01 N previamente valorada.
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Para valorar los grupos epoxi de las muestras de latex, el procedimiento consistid
en tomar un volumen determinado de cada latex a fin de obtener 0,1 g de polimero, y
continué como se describi6 en el parrafo anterior. En la Fig. 2.12 se muestran las curvas

(y primera derivada) de la valoracién potenciométrica obtenidas para el mondmero

GMA vy para el latex SSE2.
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Figura 2.12. Valoraciéon potenciométrica del mondémero GMA (a) y del liatex epoxidado

S8E2 (b).

El punto final de la titulacién corresponde al punto de inflexion de la curva de

valoracidén, que puede determinarse con mayor precision calculando la primera derivada
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de la misma; el valor mdximo de la primera derivada corresponde al volumen

equivalente. Luego, la densidad de grupos C,H3O superficiales se calcul6 segtn:

5 _ Veq HCI - Cl-lCl
C,H30 o Ap (EC 27)

donde Cycy es la concentracion de la solucion valorante (mEq/L).

Con este procedimiento, se determind que los latex S8E1 y S8E2 presentaron
diferentes densidades de grupos epoxi superficiales (Tabla 2.6), aunque estos resultados
deberian ser contrastados con otras técnicas adicionales, debido a que fueron menores a
los esperados, como por ejemplo los métodos propuestos por Kling y Ploehn (1995): 1)
método del HCl-dioxano modificado; y ii) método basado en la reaccién del grupo

epoxi con alquil-aminas solubles.

2.2.3.5. Estabilidad Coloidal

La estabilidad de un sistema coloidal es la capacidad de las particulas de
permanecer como entidades aisladas en el medio que las rodea durante largos periodos
de tiempo, para lo cual, deben existir fuerzas repulsivas que contrarresten y superen a
las fuerzas atractivas entre las particulas. La repulsion se genera principalmente por la
densidad de carga superficial, debida a las cargas eléctricas que se incorporan en la
superficie de la particula (estabilizacion electrostdtica); y a la presencia de ciertas
cadenas de oligdmeros adsorbidas o ancladas sobre la superficie (estabilizacion

estérica).

Se estudié la estabilidad coloidal de los latex sintetizados por dos vias:
i) mediante la determinaciéon de la concentracion critica de coagulacién, donde se
analiza la respuesta del latex frente al aumento de la FI del medio; y ii) mediante la

determinacion de la movilidad electroforética y del calculo del potencial Zeta, lo que
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brinda informacién sobre la carga efectiva de las particulas en el medio coloidal y la

posicion del plano de deslizamiento.

2.2.3.5a. Concentracion Critica de Coagulacion

A medida que aumenta la FI del medio, la repulsién entre las particulas va
disminuyendo debido al apantallamiento de las cargas producido por los contraiones,
llegando a un determinado valor donde el sistema se inestabiliza y se producen
coagulaciones. La c.c.c. corresponde a la minima concentracion de sal, en este caso

KBr, necesaria para producir la agregacion de las particulas.

Para determinar la c.c.c., se prepar6 una solucién patrén de KBr a partir de la
droga sdlida y en base a ella se realizaron una serie de diluciones para obtener las
distintas concentraciones deseadas de electrolito (de 0 a 2000 mM). El paso siguiente
fue preparar una serie de tubos conteniendo 1 mL de latex de concentracion 0,2 mg/mL
y 1 mL de solucién de KBr a diferentes concentraciones. Los tubos se dejaron 24 h en
bafio de agua a 37 °C, tapados y sin agitacion, y luego se observé la existencia o no de
coagulacion a través del método visual y de DLS a 90°. La determinaciones de las c.c.c.
se realizaron a dos pHs diferentes, pH 6 y pH 8, para evaluar su efecto sobre la

estabilidad coloidal de los latex.

En la Fig. 2.13 se muestra la evolucion de los Dprs a pH 6 para el latex S8C1 al
aumentar la concentracion de KBr. Se consider6 alcanzada la c.c.c. cuando el didmetro

medido se increment6 en un 10 % respecto al de la particula en agua DDI.

En general, las c.c.c. obtenidas por el método visual resultaron mayores que las
determinadas por DLS a 90° en iguales condiciones, corroborando la mayor sensibilidad
y la ausencia de subjetividad de los métodos instrumentales en la deteccién de la

agregacion de las particulas coloidales.

Como puede observarse en la Tabla 2.5, los latex con mayor densidad de carga y
de grupos superficiales (S8C2 y S10C1) presentaron los mayores valores de c.c.c. Los
altos valores de c.c.c (>2000 mM) podrian explicarse por la combinacion de dos

mecanismos diferentes: la interaccion electrostdtica producida principalmente por los
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grupos carboxilo ionizados; y el efecto estérico debido a las cadenas hidrofilicas que
sobresalen de la superficie de las particulas y que presentan un espesor h. La
combinacién de estos dos mecanismos se conoce como estabilizacion electroestérica.
(Napper y col., 1983; Stenkamp y Berg, 1997; Peula y col., 1998; Forcada e Hidalgo-
Alvarez, 2005).
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200 . : . . .
0 100 200 300 400

Concentracion de KBr (mM)

Figura 2.13. Determinacion de la concentracion critica de coagulacion del latex carboxilado

S8CI1. Evolucién de los Dp s al aumentar la concentraciéon de KBr a pH 6.

Ademais, los latex con funcionalidad carboxilo presentaron mayores valores de
ccc a pH 8 que a pH 6 (Tabla 2.6). En medio basico, los grupos carboxilo se
encuentran ionizados y las cadenas hidrofilicas méas extendidas. Como consecuencia de
la elevada carga superficial negativa que poseen las particulas de liatex en estas
condiciones, la doble capa eléctrica se encuentra mas extendida que en medio 4cido, y
entonces se necesita una mayor concentracion de electrolito para reducirla y conseguir

la coagulacion de las particulas.

En cambio, en los litex de PS y epoxidados los valores de c.c.c fueron
practicamente independientes del pH (Tablas 2.5 y 2.7), debido a que los grupos sulfato
se encuentran desprotonados a ambos pHs. En el caso de los latex con funcionalidad

epoxi, donde las cadenas de polimero que sobresalen de la superficie de las particulas
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son mds largas que en el caso de los latex de PS, se observaron mayores valores de

c.c.c. debido a la estabilidad estérica que estas cadenas proporcionan.

2.2.3.5b. Movilidad Electroforética y Potencial Zeta

Se determind la e de los latex obtenidos a diferentes valores de pH, empleando
un equipo ZetaSizer Nano (Malvern), perteneciente a la empresa Eriochem S.A.,
radicada en Colonia Avellaneda, Provincia de Entre Rios. La L. se obtuvo mediante la
realizacion de un experimento de electroforesis en la muestra y de la medicién de la
velocidad de las particulas utilizando velocimetria laser por efecto doppler. Luego, se
aplico la ecuacion de Henry (Ec 1.7) para calcular el potencial Zeta como se mostré en
el Capitulo 1, apartado 1.4.2.2. En la Fig. 2.14 se muestran las mediciones de L
obtenidas en funcion del pH para 6 de los latex sintetizados (2 de PS: S8 y S10; y 4
carboxilados: S8C1, S8C2, S10C1 y S10C2).

En todos los casos, e aumenté con el pH y disminuy6 con la densidad de grupos
superficiales. A pH mds altos la carga eléctrica de las particulas aumenta debido a que
los grupos funcionales estdn mds ionizados, aumentando la p.. Se debe notar que tanto
la densidad de carga superficial como el tamafio de las particulas afectan la movilidad,

aunque en los sistemas analizados el efecto eléctrico parece ser el prevalente.

Notese que la pe de las particulas de PS fue mayor que la de las particulas
carboxiladas, indicando que los liatex de PS son sistemas electrostaticamente mas
estables. La . debe ser interpretada en términos de la carga efectiva de las particulas, la
cual es diferente a la densidad de carga superficial o, medida por titulacion
conductimétrica. Mientras que ¢ brinda informacion sobre el tipo de grupos (fuertes o
débiles) presentes en la superficie de las particulas y su cantidad por unidad de érea; el
estudio de los pardmetros electrocinéticos (pe y C) aporta informacion sobre el
comportamiento de la doble capa eléctrica de las particulas coloidales y su interaccién
con el medio que las rodea. En los latex analizados y bajo las condiciones
experimentales evaluadas, hemos observado que los ldtex con mayor G presentaron

menor le.
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Figura 2.14. Movilidad electroforética del latex de PS S8 y de los latex carboxilados S8C1 y
S8C2 (a) y del latex de PS S10 y de los latex carboxilados S10C1 y S10C2 (b) en funcién del
pH.

Un comportamiento similar al antedicho fue descripto por Haro-Pérez y col.
(2005) para liposomas con cantidades variables de carga eléctrica, y observaron que la
carga efectiva disminufa cuando el nimero de grupos cargados aumentaba. Estos
autores postularon que podria existir una condensacién de iones en la superficie de las
particulas debido a la gran carga de los liposomas; en cuyo caso seria necesario analizar
un modelo de regulacion quimica para estimar el grado de disociacion de los grupos

ionizables en estas condiciones. Por otro lado, Suzawa y Shirahama (1991) también
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observaron un comportamiento similar, pero enfocaron su andlisis en el estudio de la
doble capa eléctrica. Ellos compararon un lidtex de PS y otros 2 latex carboxilados
(copolimeros de St/2-Hidroxietil Metacrilato, HEMA) y observaron que el potencial
Zeta (y la movilidad) fue mayor en el latex de PS que en el latex P(SYHEMA). Ademas,
postularon que, en este ultimo caso, existen cadenas de polimero hidratadas formando
una “hairy layer” en la superficie de las particulas. Esto provocaria que la distancia (d)
entre la superficie de las particulas y el plano de deslizamiento aumente y en

consecuencia disminuya C (Fig. 2.15).

®
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Potencial §

000000,

Plano de deslizanjiento
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d —|
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Latex Poliestireno Latex P(SYHEMA)

Figura 2.15. Representacion esquematica de la doble capa eléctrica en la superficie de un latex

de PS y en otro de P(SYHEMA). Adaptado de Suzawa y Shirahama, 1991.

2.3. CONCLUSIONES

En este Capitulo se presenté la sintesis de diferentes latex poliméricos. Se
produjeron particulas de PS de tamafio variable utilizando distintas metodologias.
Mediante polimerizacién en emulsion se sintetizaron particulas en el rango 85-300 nm.
Mediante polimerizacién en dispersion se obtuvieron particulas estables en el rango
1000-1100 nm. Algunos de los latex de PS fueron empleados como siembras en la

sintesis de particulas con morfologia “core-shell” y funcionalidades carboxilo o epoxi.
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Los principales resultados obtenidos durante la sintesis fueron los siguientes:

e En las reacciones de polimerizacion en emulsion para la produccion de los latex
de PS S8, S9 y S10 se alcanzaron conversiones altas (mayores al 98 %), y distintos
tamafnos de particula, en funcién de la concentracién de emulsificante (MA-80)

empleada, resultando PSD con polidispersidades menores a 1,01.

¢ En las reacciones de polimerizacion en dispersion para la sintesis de los latex de
PS S13 y S14, la conversién alcanzada fue cercana al 100 %, mientras que en los latex
de PS S11, S12 y S15 resultaron conversiones menores (entre 67 % y 75 %). Las
particulas obtenidas fueron de tamafios mayores a 1000 nm, algunos de los latex
resultaron inestables y su didmetro no se pudo determinar por DLS. El indice de

polidispersidad del latex S13 fue de 1,003.

e En la sintesis de las particulas funcionalizadas con morfologia ‘“core-shell”
mediante polimerizacion presembrada en emulsion, se alcanzaron en general bajas
conversiones (entre 49 % y 86 %), salvo en el caso del latex carboxilado S13C1 donde
la conversion alcanzo el 99 %. Ademads, la variacién de la relacion de monomeros
MAA/St 'y GMA/St en las recetas de los latex carboxilados y epoxidados,
respectivamente, permitidé modificar la densidad de carga y de grupos funcionales
superficiales. Finalmente, el agregado impulsional de iniciador permitié elevar la

conversion final y la densidad de carga superficial.

En la caracterizacion de los latex, los principales resultados mostraron que:

e En la mayoria de los casos se logré sintetizar latex con la monodispersidad de
tamafios requerida para ser utilizados en test de inmunoaglutinacion. Como excepcion,
el latex S8E2 presentd un mayor indice de polidispersidad, lo que podria influir

negativamente en su desempefio en los inmunoensayos.

e Las particulas de latex obtenidas presentaron distinta funcionalidad superficial,
con grupos sulfato provenientes del iniciador K,S;Og y grupos carboxilo o epoxi

provenientes de los mondmeros funcionales empleados.

e [os latex de PS producidos por polimerizacion en emulsion poseen grupos acido
fuerte superficiales, provenientes del iniciador utilizado, y en consecuencia la c.c.c. es

poco afectada por el pH. En al caso de los latex con funcionalidad epoxi, donde las
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cadenas de polimero que sobresalen de la superficie de las particulas son més largas
(mayor espesor de la “hairy layer”) que en el caso de los latex de PS, se observaron
mayores valores de c.c.c. debido a la estabilidad estérica que estas cadenas
proporcionan. En los latex con grupos dcido débil (carboxilo), donde el grado de
ionizacion depende del pH del medio, la c.c.c. varié con el mismo, siendo mayor a pH 8
que a pH 6. Los altos valores de c.c.c. registrados en algunos de los latex carboxilados
suponen que la estabilidad coloidal en estos sistemas es fruto de una estabilizacion
electroestérica: el efecto electrostitico se debe a las cargas superficiales, y el efecto
estérico se debe a la presencia de cadenas de polimero flexible sobre la superficie de las

particulas.

e La p. aument6 con el pH y disminuyé con la densidad de grupos carboxilo
superficiales (latex S8C1, S8C2, SIOC1 y S10C2). A pH més altos la carga eléctrica de
las particulas aumenta debido a que los grupos funcionales estdin mads ionizados,
aumentando su .. La movilidad de las particulas de PS fue mayor que la de las
particulas carboxiladas y epoxidadas, indicando que los latex de PS son sistemas

electrostaticamente mas estables.
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CAPITULO 3:

Obtencion de Antigenos del Toxoplasma gondii

3.1. INTRODUCCION

La Toxoplasmosis es una zoonosis causada por el pardsito Toxoplasma gondii,
ampliamente distribuida a nivel mundial. La deteccion de esta infeccién usualmente se
realiza demostrando la presencia de anticuerpos (Ac) especificos en el suero del
paciente. La presencia de inmunoglobulina isotipo G (IgG) especifica permite saber si el
paciente ha estado alguna vez en contacto con el pardsito o no. Pero esta unica
determinacién no es suficiente para inferir el momento en que el pardsito infectd al

paciente, y en algunos casos esta informacion es sumamente importante.

La Toxoplasmosis generalmente se presenta asintomadtica, y en la mayoria de los
pacientes no es necesario ningun tipo de intervencion médica porque el sistema inmune
es capaz de controlarla de manera eficiente. Sin embargo, en el caso de personas
inmunocomprometidas y embarazadas las consecuencias pueden ser muy graves, ya que
en el primer caso el sistema inmune no responde satisfactoriamente y en el segundo

caso existe riesgo de transmision de la infeccion al feto.

La Toxoplasmosis adquirida durante la etapa de gestacion, principalmente en el
primer trimestre, puede producir aborto o inducir malformaciones, hidrocefalia, macro o
microcefalia y lesiones oculares (Mufiiz Herndndez y Mondragén Flores, 2009), por lo

que su deteccion en forma temprana es de gran relevancia.

Estas poblaciones sensibles deben ser analizadas con pruebas diagndsticas
complementarias, como deteccion de inmunoglobulina isotipo M (IgM),
inmunoglobulina isotipo A (IgA) o avidez de IgG, para obtener informacién sobre el
momento en que se produjo el contacto con el pardsito. Estas pruebas generalmente son
costosas, requieren personal altamente capacitado y suelen presentar resultados

contradictorios.
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Las principales técnicas utilizadas para el diagndstico de la Toxoplasmosis son:
reaccion de  Sabin-Feldman (SF), inmunofluorescencia indirecta  (IFI),
enzimoinmunoensayo (ELISA, del inglés “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”),
prueba de inmunoabsorcién y aglutinacion (ISAGA, del inglés “Immunosorbent
Agglutination Assay”), aglutinacién directa (AD), prueba de avidez de los Ac,

hemaglutinacién indirecta (HAI) e inmunoaglutinacién (IA).

La técnica de IA presenta las ventajas de ser rdpida, sencilla, econdémica y de gran
utilidad para su utilizacién en tamizajes, donde se deben evaluar gran cantidad de
muestras. En una reaccion de IA, los complejos latex-proteina antigénica (CLP) son
reconocidos por Ac especificos presentes en los sueros de pacientes positivos. Cuando
se encuentran en concentraciones adecuadas, los Ac se unen a los antigenos (Ag) del
complejo y forman una red de aglutinacion, que puede ser observada a simple vista o

empleando técnicas instrumentales.

La mayoria de los métodos serolégicos estdn basados en el uso de proteinas del
extracto completo de taquizoitos del 7. gondii, denominado homogenato. Como
consecuencia, dada la complejidad de los extractos, resulta muy dificultosa la
estandarizacion de los ensayos de diagndstico, debido a que presentan una considerable

variacion en la reproductibilidad y confiabilidad de los resultados.

Parte de los problemas relacionados al uso del homogenato del parasito se podrian
resolver empleando proteinas recombinantes del 7. gondii, aumentando la sensibilidad y
especificidad de los métodos diagnésticos, y/o mejorando la estandarizacién de los
mismos. Ademds, el uso de técnicas de ingenieria genética permite disefiar proteinas
con mejores caracteristicas que las nativas, como por ejemplo antigenicidad, solubilidad

y estabilidad.

El estudio de diferentes Ag recombinantes del 7. gondii ha permitido seleccionar
determinadas proteinas que reaccionan de manera diferencial con los Ac especificos
generados en la etapa aguda de la enfermedad. Estas proteinas de fase aguda son
excelentes candidatos para el desarrollo de kits diagndsticos que sean capaces de
brindar informacién sobre el tipo de infeccion, es decir, si se trata de una infeccion

recientemente adquirida o de una infeccién adquirida en el pasado.

Varias proteinas recombinantes del 7. gondii han sido expresadas y probadas

como Ag mediante ensayos de ELISA (Van Gelder y col., 1993; Redlich y Muller,
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1998; Kimbita y col., 2001; Sager y col., 2003; Nigro y col., 2003; Pietkiewicz y col.,
2004; Martin y col., 2004; Clemente y col., 2005; Cdceres y col., 2010; Jalallou y col.,
2010; Chong y col., 2011). En particular, los Ag denominados P35 y P22 han mostrado
ser buenos candidatos para detectar Ac de fase aguda (Parmley y col., 1992; Aubert y
col., 2000; Suzuki y col., 2000; Li y col., 2000; Hiszczyfiska-Sawicka y col., 2005). Sin
embargo, las secuencias génicas de las proteinas evaluadas en esta Tesis (P35Ag y
P22Ag) se diferencian de estas dltimas en que han sido seleccionadas especialmente
mediante un andlisis de posibles epitopes antigénicos de relevancia para diferenciar la

fase aguda de la Toxoplasmosis (Costa, 2014).

El objetivo de este Capitulo es la obtencién del homogenato del 7. gondii; y la
expresion, purificacion y caracterizacion de 2 proteinas recombinantes de fase aguda,
denominadas P35Ag y P22Ag, para su posterior utilizacion en la formacion de CLP. El
empleo de proteinas recombinantes de fase aguda del 7. gondii se realizé con tres
propositos bien establecidos: a) prescindir del uso del homogenato del 7. gondii, debido
a la dificultad y mal rendimiento que tiene el cultivo de este pardsito; b) evitar el dificil
y costoso proceso de purificacion de proteinas a partir de un extracto del parésito; y
¢) permitir la discriminacién de los sueros agudos, con respecto a los sueros crénicos y

negativos.

3.2. TRABAJO EXPERIMENTAL

3.2.1. Materiales

3.2.1.1. Soluciones

* Buffer carbonato para ensayos de ELISA: Na,CO3; 15 mM; NaHCO; 35 mM;
NaNj3 3,1 mM (pH 9,6).

* Buffer de corrida para SDS-PAGE: Tris 0,025 M; glicina 0,192 M; SDS 0,1 %
(pH 8,3).
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* Buffer de muestra para SDS-PAGE: Tris-HCI 0,125 M (pH 6,8); glicerol 20 %
v/v; dodecil sulfato de sodio (SDS) 4 % p/v; B-mercaptoetanol 5 % v/v; azul de
bromofenol 0,2 % p/v.

* Buffer de resuspension: Na,HPO4 50 mM (pH 8); NaCl 300 mM.

* Gel de apilamiento para SDS-PAGE: Tris 0,13 M (pH 6,8); SDS 0,05 %;
acrilamida 12 % p/v; bisacrilamida 0,32 % p/v; N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina
(TEMED) 0,1 % v/v; persulfato de amonio (APS) 0,05 % p/v.

* Gel de resolucion para SDS-PAGE: Tris 0,375 M (pH 8,8); SDS 0,1 %;
acrilamida 12 % p/v; bisacrilamida 0,32 % p/v; glicerol 10 % v/v; TEMED 0,06 % v/v;
APS 0,05 % pl/v.

* PBS: NaCl 0,137 M; KC1 2,7 mM; Na,HPO, 0,01 M; KH,PO, 1,8 mM (pH 7,4).
* PBS-Tween: PBS; Tween 20 0,01 % v/v.

* Solucion de lavado para columna de Ni*t: Na,HPO, 50 mM (pH 8); NaCl 300
mM; imidazol 20 mM.

* Solucion de tincion para geles SDS-PAGE: azul de Coomassie G-250 0,5 %;

metanol 45 %; acido acético 10 %.

* Solucion decolorante para geles SDS-PAGE I: etanol 45 % v/v; 4cido acético
10 % vlv.

* Solucion decolorante para geles SDS-PAGE II: etanol 12 % v/v; acido acético
7 % viv.

* Solucion para induccion: isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) 50 mM.
« Soluciones para la purificacion en columna de Ni**:

o EI: Na,HPO4 50 mM (pH 8); NaCl 300 mM; imidazol 50 mM

o E2: Na,HPO4 50 mM (pH 8); NaCl 300 mM; imidazol 100 mM

o E3: Na,HPO4 50 mM (pH 8); NaCl 300 mM; imidazol 250 mM

o E4: Na,HPO4 50 mM (pH 8); NaCl 300 mM; imidazol 500 mM
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3.2.1.2. Medios de Cultivo

* Caldo Luria-Bertani (LB): peptona de carne 1 %; extracto de levadura 0,5 %;
NaCl 0,5 % (pH 7,5).

* Medio para el crecimiento de E. coli: caldo LB suplementado con ampicilina 0,1

mg/mL.

3.2.2. Obtencion del Homogenato del 7. gondii

El homogenato del parésito se obtuvo a partir de exudado peritoneal de ratones
infectados. En primer lugar, se observd la composicion del mismo bajo microscopio
Optico para confirmar la presencia de los pardsitos. A continuacion, se centrifugé por 15
minutos a 2.000 rpm y luego los pardsitos se resuspendieron en buffer de resuspension.
Este procedimiento de lavado se repitié 3 veces. La suspension se sonicd en bafio de
hielo por 2 minutos a 400 W con un procesador ultrasonico de alta intensidad (Sonics),
para provocar la lisis de los pardsitos. Los restos celulares se separaron de la mezcla de
proteinas antigénicas mediante centrifugacion por 15 minutos a 2.000 rpm y se conservé
el sobrenadante. Las proteinas solubles en el sobrenadante se cuantificaron por
fluorometria empleando un equipo Qubit® 1.0, frente a una curva de calibrado realizada

con patrones de albimina sérica bovina (BSA).

3.2.3. Obtencion de las Proteinas Recombinantes

En esta Tesis se trabajé con células transformadas de Escherichia coli BL21
(DE3) obtenidas por el Dr. Juan Gabriel Costa durante el desarrollo de su Tesis
Doctoral (2014). Los trabajos se realizaron en el Laboratorio de Tecnologia
Inmunolégica de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad

Nacional del Litoral, bajo la direccién del Dr. Ivan Marcipar e involucraron la
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amplificacion del gen que codifica las proteinas recombinantes P35Ag y P22Ag
mediante reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés “Polymerase Chain
Reaction”), el clonado en el vector plasmidico pET-32a(+) (Fig. 3.1) y la
transformacion de células de E. coli BL21 (DE3). En la presente se realiz6 la expresion
y purificacion de las proteinas recombinantes P35Ag y P22Ag.
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Figura 3.1. Vector pET-32a(+) utilizado para la clonacién de las proteinas recombinantes.

3.2.3.1. Expresion de las Proteinas Recombinantes

La producciéon de una proteina fordnea puede resultar toxica para la bacteria
huésped, por lo tanto la induccién de la expresion del gen recombinante debe producirse

cuando las bacterias han alcanzado un determinado estado metabdlico tal que esa
toxicidad sea minima.

El procedimiento consisti6 en hacer crecer “over-night” (ON) en agitacién

(180 rpm) a 37 °C las células de E. coli de la cepa BL21 (DE3), conteniendo las
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distintas construcciones plasmidicas (pET-32a(+)/P35Ag o pET-32a(+)/P22Ag), en 2
mL de medio de cultivo LB suplementado con 0,1 mg/mL de ampicilina. En este paso

se obtuvieron cultivos en fase estacionaria.

A continuacién, se realizé un repique del cultivo obtenido en medio fresco
(LB/ampicilina) y se incubd en las mismas condiciones por 3 hs aproximadamente.
Cuando la absorbancia del medio de cultivo a 550 nm alcanzé un valor de 0,5-0,6,
indicativo de que el crecimiento se encuentra en la fase exponencial, se agregd IPTG a
una concentracion final de 0,05 mM para inducir la expresion génica, y se continud
incubando ON a temperatura ambiente. Antes de realizar la induccién se tomd una

muestra para realizar los controles necesarios.

Las células se recogieron centrifugando a 4.500 rpm durante 15 minutos, y se
resuspendieron en buffer de resuspension de células. La suspension se sonico hasta lisis
total a 400 W, se centrifugé a 4.500 rpm durante 10 minutos para separar los restos

celulares, y se recolectd el sobrenadante que contiene las proteinas solubles.

En la Fig. 3.2, se muestra un andlisis por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida
(SDS-PAGE), donde se presentan las proteinas expresadas por la bacteria durante su
crecimiento (control negativo sin IPTG) y tras la induccién de la expresion génica con

IPTG.

3.2.3.2 Purificacion de las Proteinas Recombinantes

La separacion cromatografica de una biomolécula basada en la afinidad de
proteinas por iones metdlicos unido a agentes quelantes inmovilizados sobre un
determinado soporte fue desarrollada en 1975 por Porath y col. Este método,
denominado cromatografia de afinidad de ion metdlico inmovilizado (IMAC, del inglés
“Immobilized-Metal Affinity Chromatography”), ha sido ampliamente utilizado en la
separacion de proteinas recombinantes (Lauritzen y col., 1991; Nilsson y col., 1992; La

Vaille y col., 1993).
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Figura 3.2. Imagen del gel de SDS-PAGE de clones de E. coli transformados con el plasmido
pET-32a(+)/P35Ag. En la primera calle se muestra la expresion basal de las protefnas de la
bacteria, sin IPTG; en la segunda calle se muestra la expresién de la proteina P35Ag, como

resultado del agregado de IPTG.

Durante el clonado del gen recombinante, se introduce una secuencia especifica
que permite fusionar un hexapéptido de residuos de Histidina (His) sobre el extremo N-
o C-terminal de la proteina recombinante. La secuencia repetitiva de His posee gran
afinidad por Ni, metal inmovilizado en las columnas cromatograficas. Las moléculas
con estas caracteristicas se conocen como proteinas “His-Tag” y su purificacion
mediante IMAC representa una estrategia muy util, especialmente cuando es esencial un

maximo rendimiento en la produccién de la proteina de interés.

Las columnas de IMAC cuentan con un agente quelante inmovilizado al soporte
cromatografico, y a este agente se encuentra unido el Ni. Cuando la proteina
recombinante circula por la columna, se forman quelatos estables entre el metal y los
residuos de His. Tras la union especifica, estas proteinas pueden ser desplazadas por

competencia con moléculas de imidazol (Fig. 3.3).

Se utiliz6 el siguiente procedimiento: a) se lavo la columna con 10 volimenes de
una solucion imidazol 20 mM; b) se paso a través de la columna la mezcla de proteinas,
donde sdlo se unen las proteinas “His-Tag”; ¢) se lavo la columna con 10 volimenes de
una solucién imidazol 20 mM para eliminar las proteinas no unidas; d) se realizé la

elucion de las proteinas unidas especificamente con las soluciones El, E2, E3 y E4. El
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andlisis de la pureza y la cuantificacién de las distintas proteinas recombinantes se

realizé por SDS-PAGE al 15 % (Laemmli, 1970), seguida de tincién con azul de

Coomasie.

Inyeccion de Retencion de las Elucion con
la muestra proteinas “His-Tag" Lavado Imidazol

5
o — I ..

S o, i

®
. o ooProtei'nas

“His-Tag"

Proteinas

AANNAN
VAAVAAYSY T ™

Columna  Agente lon Proteina
acomplejante Metalico  “His-Tag"

Figura 3.3. Proceso de purificacion de las proteinas recombinantes en columnas de

pseudoafinidad a Niquel.

3.2.3.3. Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

La separacion de moléculas cuando se aplica un determinado campo eléctrico se
denomina electroforesis. La electroforesis en geles de poliacrilamida consiste en la
separacion de proteinas en funcién de su movilidad electroforética. La poliacrilamida
posee caracteristicas que resultan apropiadas para su uso como soporte en estos
experimentos, ya que es termoestable, transparente, resistente y relativamente inerte.

Ademais, se pueden preparar geles de poliacrilamida con un amplio rango de tamafios
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medios de poro (Riichel y col., 1978). El tamafio de poro de estos geles estd
determinado por las concentraciones de acrilamida y de agente reticulador
(bisacrilamida) utilizadas; y su control permite adecuar la técnica al tamafio de la

proteina a analizar.

Los geles presentan dos zonas: a) una con tamafio de poro grande (gel de
apilamiento), de pH 6,8, que es donde se siembran las muestras y cuya funcién es
concentrar varias veces las proteinas; y b) otra con tamafio de poro chico (gel de
resolucidn), cuyo pH es de 8,8 y contiene glicerol de manera tal que en esta zona del gel

las proteinas se separan de acuerdo a su tamaio (Fig. 3.4).

El gel de apilamiento ofrece poca resistencia a la mezcla de proteinas y es
atravesado rdpidamente. Cuando las proteinas se encuentran con el gel de resolucion,
aumenta la resistencia ejercida por el menor tamafio de poro y por la diferencia de pH,
por lo que las proteinas retardadas pueden alcanzar al resto e inician la separacién desde

el mismo punto.

Gel de resolucién Peine para la formacién de las calles
Gel de apilamiento donde se siembran las muestras
A / T
5 s I z F
e —— |
‘ ‘ f {
| k.
—_ ¥ Proteina
f’wﬂlﬂﬂl\l\ﬂﬂﬂl\ﬂ‘mﬂ Gel
B _.... SDS y calentamiento Fijacion, tincion

y decoloracion

DR ) Buffer D‘ Muestra

Anodo Catodo

= —-7_7- Bandas de proteinas

Cuba electroforética Fuente de separadas
potencia

Figura 3.4. Representacion esquemadtica de la preparacién de un gel de poliacrilamida y de la

electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE).

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacién de la acrilamida y la

bisacrilamida en presencia de un iniciador y un catalizador. Como iniciador se suele
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utilizar el i6n persulfato, que se afiade en forma de persulfato de amonio (APS). Las
aminas terciarias como el TEMED se emplean como catalizadores de esta reaccion,
porque causan la formacién de radicales libres del persulfato. De esta manera, el sistema
de iniciacion es de tipo redox con APS como agente oxidante y TEMED como agente

reductor.

En la presente Tesis, las electroforesis se llevaron a cabo en geles con un 15 % de
acrilamida-bisacrilamida (relacion mdésica 29:1), en condiciones desnaturalizantes y
reductoras (Laemmli, 1970). Las muestras se trataron con 1 volumen de buffer de
muestra, conteniendo Tris-HCl pH 6,8, glicerol, SDS, B-mercaptoetanol y azul de

bromofenol, y se incubaron en bafio de agua a ebullicién durante 5 minutos.

El surfactante SDS tiene como objetivo desnaturalizar las proteinas, por lo que las
mismas pierden su conformacion tridimensional. Ademdas cumple la funcién de aportar
carga eléctrica negativa a cada proteina en proporcién a su masa (Shapiro y col., 1967;
Weber y col., 1969; Laemmli, 1970), de manera que la separacioén electroforética
dependerd del peso molecular (PM) de la biomolécula y no de su carga intrinseca

original.

El B-mercaptoetanol es un agente reductor que rompe los puentes di-sulfuro que
pudieran existir en las biomoléculas, extendiendo asi algunas formas de plegamiento

terciario y rompiendo la estructura cuaternaria (subunidades oligoméricas).

En la preparacion de las muestras se utiliza, ademds: 1) Tris-HCl como buffer,
porque es una sustancia inocua para la mayor parte de las proteinas; ii) glicerol, porque
su densidad contribuye a que la muestra se deposite en las calles del gel, sin dispersarse
en el buffer de corrida; y iii) azul de bromofenol, que actia como marcador de avance
del frente de corrida, porque al ser una molécula pequefia, se adelanta a la mayor parte

de las proteinas.

Para realizar la electroforesis, se sembraron 15 pL. de cada muestra en el gel de

poliacrilamida y se aplic6 una diferencia de potencial de 200 V.

La fijacién y tincion de los geles se efectud por inmersién en solucion de azul de
Coomansie G-250, que se une a las proteinas de modo inespecifico, y se decoloré con

las soluciones decolorantes I y II, mencionadas en el apartado 3.2.1.1.

En la Fig. 3.5 se muestra el resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida

tanto para el homogenato del 7. gondii, como para las proteinas recombinantes P35Ag y
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P22Ag. Puede observarse que el homogenato del pardsito obtenido es una mezcla de
proteinas de distintos PM y concentraciones; mientras que ambas proteinas
recombinantes se encuentran puras y el PM de cada una se encuentra en el orden

esperado segtin el PM tedrico: 29,7 kDa para P35Ag y 35,2 kDa para P22Ag.

MPM 1 2 3 4 5 6

116 ==

662 =

45,0 -

350 ™~ - - -
2ol -

184 =

14,4

Figura 3.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y
reductoras (SDS-PAGE). Calle 1: Marcador de Pesos Moleculares (kDa), calle 2: homogenato
del T. gondii, calles 3 y 4: P35Ag, calles 5 y 6: P22Ag. Imagen modificada para su

presentacion.

3.2.3.4. Cuantificacion de las Proteinas Recombinantes

La cuantificacion de las proteinas obtenidas se realiz6 en base a una curva de
calibrado construida con patrones de BSA, como proteina modelo. Se realizé un gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), donde se sembraron soluciones con concentraciones
conocidas de BSA junto con las fracciones de la proteina de interés, previamente
obtenidas de la columna de purificacion. Los geles se analizaron utilizando el programa
“Gel-Pro Analyzer” version 3.1 (Gong y col., 2003), que permite medir y automatizar
los procesos de obtencién de datos en distintos tipos de geles, relacionando la intensidad

de la imagen con la concentracion de la proteina sembrada.
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En la Fig. 3.6 se muestran los resultados de la purificacién de la proteina
recombinante P22Ag, conjuntamente con una serie de muestras de BSA de
concentraciones conocidas, que se utilizaron para construir la curva de calibrado de la

Fig. 3.7. La mayor parte de la proteina eluyé purificada a partir de la solucién E3, que

contiene 250 mM de imidazol.

Curva de BSA (mg/mL)

0,19 038 0,75 1,5

N N
- - ™

“—.'

P22Ag

Figura 3.6. Resultado de SDS-PAGE obtenido al sembrar las distintas fracciones de 250 mM
de imidazol recolectadas en la purificaciéon de la proteina P22Ag, junto con una serie de

muestras de BSA de concentraciones conocidas.
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Figura 3.7. Curva de calibrado de BSA. Intensidad de pixel obtenida por el Software “Gel-Pro

Analyzer” luego del procesamiento de la imagen del gel de poliacrilamida de la Fig. 3.6.
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La curva de calibrado de BSA se construyé graficando la intensidad de pixel
obtenida vs. la concentracion de BSA sembrada (Cgsa). Los puntos experimentales se
ajustaron mediante una regresion lineal y la funcién obtenida se utiliz6 para calcular los

valores de concentracion de P22Ag en base a la intensidad de pixel registrada.

3.2.4. Caracterizacion de las Proteinas Recombinantes Utilizadas

Se determiné el punto isoeléctrico (pI) experimental de las proteinas
recombinantes P35Ag y P22Ag por isoelectroenfoque. Esta técnica consiste en realizar
una electroforesis sobre un gel construido con gradiente de pHs. Asi, la carga eléctrica
de las proteinas varia a medida que transcurre la electroforesis y la migracién se
produce hasta que la proteina tenga carga neta igual a cero. El pH donde la proteina se

detiene es el pl experimental.

Ademads, en base a la secuencia de aminodcidos (AA) de las proteinas obtenidas,
se procedi6 a la estimacion de sus propiedades mediante distintos “software”
informaticos. Asi, el pl tedrico, el nimero de AA y el PM se determinaron empleando el
programa “ExPASy ProtParam Tool” (Gasteiger y col., 2003). Estas caracteristicas son
utiles si se desea conocer en forma aproximada la regién donde se puede encontrar una
proteina en un gel de poliacrilamida (segin su PM) y el pH aproximado en que la

proteina tendrd carga neta cero (pl).

Finalmente, se calcul6 el radio de giro cuadratico medio (Rg) en vacio utilizando
el programa “g_gyrate” del paquete informético “Gromacs”. El radio de giro de una
proteina, calculado como la raiz cuadrada media de la distancia entre su centro de
gravedad y sus extremos, es indicativo del nivel de compactacion en la estructura, es

decir, de cuan plegada o desplegada se encuentra la cadena polipeptidica.

Las principales caracteristicas obtenidas para los Ag recombinantes P35Ag y

P22Ag se muestran en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Principales caracteristicas de los antigenos recombinantes P35Ag y P22Ag.

P35Ag P22Ag
N° de aminoacidos 278 335
Punto isoeléctrico tedrico 5,94 5,86
Punto isoeléctrico experimental 6,27 6,33
Peso molecular teérico (kDa) 29,7 35,2
Radio de giro tedrico (nm) 2,88 2,83

El programa “ExPASy ProtParam Tool” calculé el pl tedrico utilizando los
valores de pK de los aminodcidos reportados en Bjellgvist y col. (1993, 1994),
obtenidos a partir de la migracion del polipéptido en un gel con gradiente de pH desde

4,5a7,3 enun medio conurea9,2My9,8Mal5°Co25°C.

El PM de la proteina se calcul6 mediante la adicién de masas isotopicas medias de
AA y la masa isotopica media de una molécula de agua. El programa, sin embargo, no
tiene en cuenta las modificaciones pos-traduccionales, por lo que las proteinas que
sufren esta clase de modificaciones, pueden migrar en un gel a una posicion muy

diferente de la prevista.

La estructura tridimensional se estimé utilizando el servidor I-TASSER
perteneciente al Centro de Medicina Computacional y Bioinformatica de la Universidad
de Michigan, que se basa en la homologia de secuencia (Zhang 2007). Este servidor,
realiza un procedimiento bioinformdtico donde se produce la identificacién de la
proteina de interés a partir de bases de datos generadas con proteinas que tienen una
estructura o motivo estructural similar a la secuencia de la proteina de la consulta. Se
crea un perfil de la misma sobre la base de alineamiento multiple de secuencias
homdlogas, que también se utiliza para predecir la estructura secundaria. La simulacién
se basd en conocimientos previos tales como: i) términos estadisticos generales
derivados de “Protein Data Bank” (Berman y col., 2000), correlaciones carbono
central/cadena lateral (Zhang, 2007), uniones puente de hidrégeno (Zhang y col., 2006)
e hidrofobicidad (Chen y col., 2005); ii) restricciones espaciales (Wu y Zhang, 2007) y
iii) predicciones de contacto basados en secuencias (Wu y Zhang, 2008). En la Fig. 3.8
se muestran los modelos de estructura predichos por el servidor I-TASSER para P35Ag

y P22Ag.
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Figura 3.8. Estructura de las proteinas recombinantes P35Ag (a) y P22Ag (b) predichas por el
servidor I-TASSER.

Se pueden observar las principales estructuras conformacionales que adoptan las
proteinas: en color magenta se observan las hélices a, en color amarillo las hojas 3, en

color azul los “loops™ y en gris se representan regiones irregulares.

3.2.5. Evaluacion de la Antigenicidad de las Proteinas Obtenidas

La capacidad antigénica de las proteinas obtenidas puede verse alterada durante el
proceso de purificaciéon. Por ello, antes de que sean empleadas para sensibilizar las
particulas de latex, es necesario comprobar su antigenicidad, es decir la capacidad de ser

reconocidas por Ac especificos.

Se realizaron ensayos de ELISA sensibilizando los pocillos con el homogenato
del T. gondii y con los Ag recombinantes (P35Ag y P22Ag), y se enfrentaron a un panel
de sueros. Estos sueros fueron provistos por el Laboratorio Central de la Provincia de
Santa Fe, donde se clasificaron por técnicas de referencia segtin el protocolo que se

muestra en la Fig. 3.9.
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Figura 3.9. Esquema de protocolo seguido para la clasificacion de los sueros mediante técnicas

de referencia. IFI: Inmunofluorescencia Indirecta.

Los sueros se clasificaron en 3 grupos:
1) “Negativos”, los que resultaron negativos para IgG (8 sueros).

i) “Agudos”, los que fueron positivos tanto para IgG como para IgM y para
los que el ensayo de avidez mostré baja afinidad de las IgG, lo que es

indicativo que el tiempo de infeccion es menor a 4 meses (8 sueros).

iii) “Cronicos", los que fueron positivos para IgG y negativos para IgM, o
bien positivos para IgM pero con afinidad alta de IgG, lo que es indicativo

que las IgM detectadas no son recientes (8 sueros).
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Para realizar el ensayo de ELISA, se utiliz6 el procedimiento esquematizado en la
Fig. 3.10. Para ello, a) las policubetas de microtitulaciéon (Costar) fueron sensibilizadas
mediante el agregado de 0,5 pug/pocillo de cada Ag en buffer carbonato pH 9,6; b) los
sitios hidrofébicos libres se bloquearon con una soluciéon PBS-leche descremada 5 %;
¢) se adicionaron las muestras de suero diluidas 1/100 con PBS-leche descremada 1 %;
d) se agregd el conjugado (Ac anti-IgG humana marcados con peroxidasa de rébano,
Zymed) diluido 1/2000 en PBS-leche descremada 1 %; e) se agregé el revelador,
consistente en una mezcla del sustrato enzimdtico y el cromégeno TMB
(H,0,/3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina, RDI); f) la reaccién de color fue bloqueada luego
de 15 minutos con H,SOs 0,5 N. Entre cada una de las etapas, se realizaron
incubaciones a 37 °C por 60 minutos y posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-
Tween 0,05 %. Las lecturas de la densidad Optica (DO), es decir la absorbancia por
unidad de distancia, de cada pocillo se efectuaron a 450 nm en lector de ELISA, donde
la intensidad de color es proporcional a la concentraciéon de Ac en la muestra. Cada

determinacion fue realizada por duplicado. En las Figs. 3.11 a 3.13 se muestran los

resultados de los ensayos de ELISA.

Paprke ' Cromé trato
bloqueante |Muestra| |Con_]ugado| | romagenc y sustral
e
- v_+ 1Y
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Sensibilizacién Bloqueo Incubacian Incubacién Determirjqcién de la reaccidn
de la microplaca con la muestra conel por medlcn’m_de la DO donde
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proporcional a la intensidad
del color

Figura 3.10. Procedimiento para determinar la capacidad

recombinantes mediante ELISA.
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Figura 3.11. Antigenicidad del homogenato del T. gondii. Densidad 6ptica (DO) a 450 nm
obtenida al enfrentar el homogenato con sueros negativos, agudos y crénicos en ensayos de

ELISA.
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Figura 3.12. Antigenicidad del antigeno recombinante P35Ag. Densidad 6ptica (DO) a 450 nm

obtenida al enfrentar P35Ag con sueros negativos, agudos y crénicos en ensayos de ELISA.

Se puede observar que el homogenato del parésito presentd valores de DO
similares para los sueros agudos y cronicos, indicando que esta mezcla indefinida de
proteinas no permitiria la diferenciacién de las distintas fases de la enfermedad. En
cambio, los Ag recombinantes fueron capaces de discriminar los sueros agudos respecto

de los cronicos y negativos, presentando mayores valores de DO para los sueros

- 115 -



CAPITULO 3: Obtencién de Antigenos del Toxoplasma gondii

provenientes de una infeccion reciente. Por lo tanto, P35Ag y P22Ag son Ag apropiados
para ser utilizados en la sensibilizacion de las particulas de latex, con el objetivo final
de producir un reactivo de inmunoaglutinacién capaz de detectar Toxoplasmosis

recientemente adquirida.
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Figura 3.13. Antigenicidad del antigeno recombinante P22Ag. Densidad 6ptica (DO) a 450 nm

obtenida al enfrentar P22Ag con sueros negativos, agudos y crénicos en ensayos de ELISA.

3.3. CONCLUSIONES

En este capitulo se obtuvieron y caracterizaron los Ag que posteriormente se

utilizardn en la sensibilizacion de las particulas de latex.

Se obtuvo el homogenato del 7. gondii a partir de exudado peritoneal de ratones
infectados y se constatd mediante SDS-PAGE que el mismo estd compuesto por una
mezcla compleja de proteinas de diferentes pesos moleculares. Ademads, se expresaron y
purificaron los Ag recombinantes P35Ag y P22Ag, los cuales presentaron puntos
isoeléctricos y PM bien definidos y relativamente cercanos, con un PM algo menor para

P35Ag. Finalmente, los Rg de ambos Ag resultaron similares.

Tanto P35Ag como P22Ag se obtuvieron con un alto grado de pureza y con una
adecuada concentracidn, siendo posible de este modo su uso en la sensibilizacién de las

particulas de latex.
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La antigenicidad de las proteinas obtenidas se evalu6 mediante ELISA. Los
resultados obtenidos mostraron que ambas proteinas recombinantes poseen mayor
especificidad para Ac de fase aguda, presentes en los sueros de pacientes con
Toxoplasmosis recientemente adquirida. De esta manera, las proteinas recombinantes
sintetizadas pueden ser utilizadas en el desarrollo de ldatex biofuncionales, con

potenciales aplicaciones para el diagndstico de la fase aguda de la Toxoplasmosis.
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CAPITULO 4:

Obtencion de Complejos Latex-Proteina

4.1. INTRODUCCION

Luego de haber sintetizado y caracterizado latex de diversos tamafios, tipos de
grupos superficiales y densidades de carga superficial, y de haber obtenido los antigenos
(Ag) recombinantes y el homogenato del 7. gondii, se realiz6 el acoplamiento de los Ag
obtenidos sobre la superficie de las particulas poliméricas para obtener complejos latex-

proteina (CLP).

Cuando las moléculas de proteinas se acercan a la superficie de las particulas, en
determinadas condiciones experimentales, se producen distintas interacciones que
pueden ser electroestéticas, hidrofobicas, de Van der Waals, uniones puente hidrégeno,
0 uniones covalentes entre grupos reactivos apropiados. La unién de las proteinas a la
superficie de las particulas se puede realizar a través de 2 mecanismos: adsorcién fisica

(AF) y unién covalente (UC).

El proceso de AF de proteinas ocurre cuando una solucién de proteinas se pone en
contacto con una fase sélida y tienen lugar interacciones electroestaticas, hidrofébicas,
de Van der Waals y/o puente hidrégeno. Una vez que la biomolécula se encuentra sobre
la superficie, la interaccién puede optimizarse a través de la relajacion de la proteina,
aumentando el nimero de contactos proteina-superficie. Esta relajacion, normalmente
involucra rearreglos estructurales o cambios conformacionales en la biomolécula, que
podrian ocasionar una disminucién en la actividad bioldgica. Esta puede hacer que los
sitios activos de la molécula puedan verse comprometidos en la interaccién con la
superficie, lo que afectarfa el reconocimiento antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) durante el

inmunoensayo.

Ademds, estas interacciones son parcialmente reversibles y por lo tanto

dependientes de las condiciones de almacenamiento y del paso del tiempo. La proteina
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se puede desorber de la superficie por dilucidén, por cambios en el pH o en la fuerza
i6nica (FI), por desplazamiento por compuestos de bajo peso molecular (PM), o por
intercambio con las moléculas de la solucién (Norde y Giacomelli, 1999). También
puede ocurrir que algunas moléculas no se desorban totalmente, pero si lo hagan
algunos fragmentos de las mismas, que luego se pueden readsorber en otra
conformacidn, alterando asi el comportamiento del reactivo. A lo anterior, pueden
sumarse reacciones de aglutinacion inespecificas. Buena parte de dichos inconvenientes
pueden eliminarse si la proteina se une covalentemente a la superficie de las particulas

del latex.

La UC de proteinas cuenta con varias ventajas respecto de la AF. En este caso, la
inmunoreactividad del Ag o Ac unido se mantiene en el tiempo, porque ocurre una
minima desnaturalizacion en la superficie y por la ausencia de desorcion. Ademds, la
unién es mdas fuerte, estable y se puede inducir una orientacién preferencial de la
proteina sobre la superficie. Para el acoplamiento covalente de las proteinas, se emplean
latex hidrofilicos funcionalizados de tamafio de particula y densidad de grupos
funcionales uniformes. La naturaleza hidrofilica aumenta la estabilidad de los CLP, y
previene interacciones inespecificas (Elwing y col., 1988). La uniformidad en el tamafio
y la densidad de grupos funcionales aumenta la estabilidad coloidal y permite una
distribucion homogénea de las proteinas sobre la superficie de las particulas. La unién
de las proteinas es fuertemente afectada por el medio; y la FI o el pH pueden afectar la

cantidad de proteina unida (Bale y col., 1989).

En este Capitulo, se estudi6 la sensibilizacion (o formacién de los CLP) mediante
AF y UC de las distintas proteinas antigénicas del 7. gondii (proteinas recombinantes y

el homogenato del parasito) obtenidas previamente en el Capitulo 3.

Se realizaron experimentos de AF de las proteinas antigénicas del 7. gondii sobre
latex de poliestireno (PS) y con funcionalidad carboxilo, donde se investigd el efecto
del tamafio de particula y del tipo de superficie del latex sobre la cantidad de proteina
adsorbida por unidad de édrea superficial. En los experimentos de UC se analizaron las
condiciones mds apropiadas para la union de las proteinas antigénicas sobre los distintos
soportes poliméricos. En el caso de los latex con funcionalidad carboxilo, se evalu6 la
influencia del pH del medio de reaccidn, la concentracion de proteina adicionada y la
densidad de carga superficial sobre la cantidad de proteina unida, procurando establecer

las caracteristicas mds adecuadas para el desempefio posterior de los CLP en la
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deteccion de Toxoplasmosis recientemente adquirida. En el caso de los ldtex
epoxidados se estudi6 el efecto de la FI del medio y del tiempo de incubacién sobre la

reaccion de acoplamiento.

Los CLP obtenidos fueron caracterizados, determinandose los didmetros medios
por dispersion de luz dindmica (DLS, del inglés “Dynamic Light Scattering”) a 90° y a
multiples dngulos (MDLS), entre 50° y 120°. La estabilidad de los CLP se analiz6
mediante la determinacién de la concentracion critica de coagulacién (c.c.c.) medida por
el método visual y por DLS, y la medicién de la movilidad electroforética (p..) y del
potencial Zeta (C). Finalmente, se realizaron ensayos de ELISA para evaluar si la
proteina anclada a la superficie de las particulas conservé su capacidad antigénica luego

del proceso de sensibilizacion.

4.2. TRABAJO EXPERIMENTAL

4.2.1. Adsorcion Fisica

Se llevaron a cabo sensibilizaciones pasivas de los 3 Ag obtenidos sobre 2 latex
de PS (S8 y S10) y 4 latex carboxilados (S8C1, S8C2, S10C1 y S10C2). Las mismas se
realizaron en buffer fosfato pH 6, cercano a los puntos isoeléctricos (plI) de las proteinas
recombinantes, empleando una concentracion inicial de proteina de 0,6 mg/mL. En el
pL, las proteinas tienen carga neta igual a cero. En estas condiciones se ven disminuidas
las repulsiones intermoleculares (entre moléculas de proteinas vecinas) e
intramoleculares (dentro de la misma molécula de proteina). Ademds de estos dos
efectos, también se ven disminuidas las repulsiones entre las proteinas y la superficie de

las particulas, lo cual favorece la adsorcion. La FI final en todos los casos fue de 2 mM.

Los ensayos consistieron en mezclar una determinada cantidad de latex (superficie
0,2 m?) con el buffer y las distintas proteinas, dejando el sistema en agitacion suave
durante 5 h a temperatura ambiente. Se realizé también un blanco de litex para restar
toda lectura de absorbancia (A) que no corresponda a la proteina que se desea detectar.

Los CLP obtenidos se centrifugaron durante 30 minutos a 10.000 rpm (7200xg) y 10 °C
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en una centrifuga refrigerada Neofuge 18R (Heal Force). Las concentraciones de
proteinas presentes en cada sobrenadante se determinaron mediante el método del 4cido
bicinconinico (BCA, Pierce). Los CLP se redispersaron en buffer borato (Anedra)
2 mM, pH 8, y 0,1 mg/mL de azida sédica (N3Na), para su almacenamiento y posterior

utilizacién en los ensayos de inmunoaglutinacién (IA).

La cantidad de proteina adsorbida se determind mediante un balance de masa, por
diferencia entre la cantidad de proteina adicionada y la determinada en el sobrenadante.
Luego, se calculd la proteina adsorbida por unidad de drea superficial teniendo en
cuenta el didmetro medio de los latex obtenidos por DLS a 90° y considerando que las

particulas son monodispersas.

La Fig. 4.1 muestra una representacion esquematica de los experimentos de AF y
en la Fig. 4.2 se presenta la cantidad de P35Ag y P22Ag adsorbida por unidad de area

superficial sobre los distintos latex estudiados (I'prot, mg/mZ).

Sensibilizacion

~ ..

Latex Proteina

O

o O
©

Complejo
Latex-Proteina

Figura 4.1. Representacion esquemadtica del proceso de sensibilizacion de particulas de latex

por adsorcién fisica.

En las condiciones ensayadas, y para los tamanos de particula, proteinas y
concentraciones analizadas, no se pudo observar un efecto significativo del tamaio de
las particulas sobre la cantidad de proteina adsorbida. En cambio, el tipo de latex (PS o
carboxilado) tuvo una clara influencia en el proceso de adsorcion. Para ambas proteinas
recombinantes, se observo el mismo comportamiento: la cantidad de proteina adsorbida
fue mayor sobre los latex de PS, y fue menor sobre los latex carboxilados con mayor

densidad de grupos funcionales superficiales. Estos resultados podrian estar indicando
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que la interaccién entre las proteinas y la superficie del latex estaria gobernada por

fuerzas hidrofobicas.

Prot2 [ ] P35Ag
(mg/m”) 4 1 === P22Ag
95%
1% 90% g o 2%
82% © P85% 86%
3 4
2 4
31%
1 1 18% 20%
12%
0

S8 S8C1 S8C2 S10 S10C1 S10C2

Figura 4.2. Adsorcion fisica de las proteinas recombinantes P35Ag y P22Ag sobre 2 latex de
poliestireno (S8 y S10) y 4 latex carboxilados (S8C1, S8C2, S10C1 y S10C2). Los porcentajes
en las barras indican la fraccién de proteina adsorbida respecto a la adicionada y las barras de

error indican la desviacion estdndar para n = 3.

También se observd que la proteina P35Ag se uni6 en mayor cantidad que la
P22Ag en todos los casos. Una posible explicaciéon a este comportamiento podria
encontrarse en la composicion aminoacidica de las proteinas: en P35Ag los aminoacidos
(AA) no polares o hidrofobos (alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina,
triptéfano y metionina) representan el 52,8 % del total de AA, mientras que en P22Ag la
fraccion hidréfoba corresponde al 39,9 %. De esta manera, la mayor hidrofobicidad de
la proteina recombinante P35Ag podria estar favoreciendo las interacciones con la

superficie de las particulas.

En la Fig. 4.3 se presentan los resultados de AF para las 2 proteinas
recombinantes y para el homogenato del 7. gondii sobre los latex de PS S8 y S10. Las
cantidades de proteina adsorbida en los experimentos realizados con el homogenato del
parasito fueron menores que aquellas observadas en los ensayos con proteinas

recombinantes, y esto podria estar relacionado a la composicién compleja del mismo,
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que corresponde a una mezcla de proteinas de diferentes tamafios, pl, composicion

aminoacidica y afinidades por la superficie de las particulas.

Dprot 510
(mg/m?) 4 7 === S8
95% 94%
85% 82%
3 4
529% 54%
2 4
1 4
0
P35Ag P22Ag Homogenato

Figura 4.3. Adsorcion fisica de las proteinas recombinantes P35Ag y P22Ag, y del homogenato
del T. gondii sobre 2 latex de poliestireno (S8 y S10). Los porcentajes sobre las barras indican la
fraccion de proteina adsorbida respecto a la adicionada y las barras de error indican la

desviacion estdndar para n = 3.

4.2.1.1. Efecto de la Presencia de Emulsificante sobre la Adsorcion Fisica

Se evalu6 el efecto de la presencia del emulsificante MA-80 en la AF de P35Ag
sobre las particulas del litex S10. Se realiz6 el mismo procedimiento descripto
anteriormente sobre una muestra del litex de PS S10 que fue lavada parcialmente,
conservando una fraccion de emulsificante. En la Fig. 4.4 se presentan los resultados de
AF de P35Ag sobre el latex S10, con y sin emulsificante. Como se esperaba, la
presencia de MA-80 provocd una disminucién en la cantidad de proteina adsorbida
sobre la superficie de la particula. Mientras que en el latex S10 sin MA-80 el porcentaje
de proteina unida respecto a la adicionada fue del 95 %, en el latex S10 en presencia
emulsificante este porcentaje disminuyo al 57 %. Evidentemente, las moléculas de

MA-80 compitieron con las de proteina por la superficie de las particulas.
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4
FPSSAgZ 95% B sin MA-80
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2 i —
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Figura 4.4. Adsorcién fisica de P35Ag sobre el latex S10, con y sin emulsificante MA-80. Los
porcentajes sobre las barras indican la fraccidn de proteina adsorbida respecto de la adicionada y

las barras de error indican la desviacién estdndar para n = 3.

4.2.2. Union Covalente sobre Particulas con Funcionalidad Carboxilo

Se realizaron experimentos tipo “batch” a temperatura ambiente, mezclando en
tubos eppendorf de 1,5 mL las particulas de latex con funcionalidad carboxilo
(superficie 0,2 m?), el activador de los grupos carboxilo N-N-(3-dimetilaminopropil)N’-
etilcarbodiimida (EDC), el buffer fosfato (FI final 2 mM) y cantidades crecientes de
proteina recombinante (C° = 0,3-0,9 mg/mL). Cuando se emple6 el homogenato del
parésito, la concentracion inicial de proteina fue fija (C° = 0,6 mg/mL). En el caso de
P35Ag, se realizaron ensayos a 3 pHs (5, 6 y 7), mientras que en el caso de P22Ag y del
homogenato, el buffer empleado fue de pH 6. Para cada experimento se prepar6 un tubo
blanco, el cual no contenia proteina. La solucién de EDC (15 mg/mL) se prepard justo
antes de emplearla, para evitar su descomposicion. La cantidad de EDC agregada fue
aproximadamente 100 veces mayor que la concentracion de grupos carboxilo, a fin de
asegurar una transformacion completa de los grupos carboxilo en acilurea. Dicha
cantidad se calcul6 para obtener una concentracién de 10 mg de EDC/m?* de litex en

cada tubo.
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Las muestras se agitaron suavemente durante 5 h y posteriormente se realizaron
centrifugaciones a 10.000 rpm (7200xg) y 10 °C durante 30 min. La proteina presente
en el sobrenadante se cuantificé por el método del BCA. La cantidad total de proteina
unida a la superficie de las particulas, que incluye tanto a la unida covalentemente como

a la adsorbida fisicamente, se determind mediante un balance de masa (Turkov4, 1999).

Para evitar los problemas asociados a la presencia de proteina adsorbida
fisicamente durante el inmunoensayo, los latex sensibilizados se trataron con un
emulsificante capaz de eliminar la proteina adsorbida (Kapmeyer y col., 1988; Peula y
col., 1995). Para ello, los CLP se redispersaron en Triton X-100 al 1 % y se
mantuvieron bajo agitacion durante 24 h. Luego de centrifugar, se determiné la cantidad
de proteina presente en el sobrenadante por el método del BCA, y los CLP se
redispersaron, con la ayuda de ultrasonido, en buffer borato pH 8 para su

almacenamiento.

La cantidad de proteina unida luego de la desorcién con Tritéon X-100 se calcul6
por diferencia entre la proteina total unida y la que permanece en el sobrenadante luego
de este proceso. Cabe destacar que el uso de un emulsificante débil como Tritén X—100
responde al objetivo de mantener inalterada la conformacion de las proteinas, ya que el
empleo de un emulsificante més fuerte podria causar desnaturalizaciones que alteren el
comportamiento del reactivo en los ensayos de IA. La Fig. 4.5 muestra un esquema del

proceso de sensibilizacion por UC de proteinas sobre particulas de latex carboxiladas.

R R’ o
] 1
oo CO-N-CO-NH i
L COOH L L
L= R-N=C=N-R’ h &~ B i

Latex Carboxilado Intermediario Complejo
Latex-Proteina

Figura 4.5. Esquema del proceso involucrado en la unién covalente de las proteinas con los

grupos carboxilo superficiales activados por una carbodiimida soluble.
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Los resultados de la UC del Ag recombinante P35Ag sobre los ltex carboxilados
S8C1, S8C2, S10C1 y S10C2 a diferentes pHs se muestran en las Figs. 4.6 y 4.7. Se
representa la cantidad de proteina unida sobre las particulas carboxiladas
(I'p3sag mg/mz) en funcién de la concentracion inicial de proteina (C°p3sag, mg/mL). Las
densidades de proteina total unida a la superficie de las particulas (barras oscuras) se
comparan con las de proteina unida luego del proceso de desorcion (I'p3sag, covs mg/m°)

con Tritén X-100 al 1 % (barras claras).

S8C1 S8C2
P35Ag2 pHS5 pHS
(mg/m?) | 92%
95%

3
2
1
0
5

P35Ag 97% pH 6 93%

(mg/m®) , |
3
2
1
0
pH7
88%
85%
0,3 0,6 0,9 0,3 0,6 0,9
C’p3sa, (mg/mL) Cp354g (mg/mL)

Figura 4.6. Acoplamiento quimico de P35Ag sobre los latex carboxilados S8C1 y S8C2 en
funcién de la cantidad de proteina inicial a pH 5, 6 y 7. La densidad de proteina unida total
(barras oscuras) es comparada con la unida luego de la etapa de desorcién con Tritén X-100
(barras claras). Los porcentajes sobre las barras indican la fraccién de proteina unida

covalentemente y las barras de error indican la desviacion estandar para n = 3.

- 127 -



CAPITULO 4: Obtencién de Complejos Latex-Proteina
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Figura 4.7. Acoplamiento quimico de P35Ag sobre los latex carboxilados S10C1 y S10C2 en

funcién de la cantidad de proteina inicial a pH 5, 6 y 7. La densidad de proteina unida total

(barras oscuras) es comparada con la unida luego de la etapa de desorcién con Tritén X-100

(barras claras). Los porcentajes sobre las barras indican la fraccién de proteina unida

covalentemente y las barras de error indican la desviacién estandar para n = 3.

En todos los casos, la cantidad de proteina total unida aument6 con la

concentracion de proteina adicionada, y la relacion entre ésta y la cantidad de proteina

inicial (ft) disminuy6 al aumentar Cs35ae. Por ejemplo, para el latex S8C1 a pH 6, estas

relaciones fueron 0,90 para C%ssae = 0,3 mg/mL, 0,75 para C%3s54¢ = 0,6 mg/mL, y 0,68

para C%ssa, = 0,9 mg/mL. También se observé el mismo comportamiento con la
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relacion entre la cantidad de proteina unida luego de la etapa de desorcion y la cantidad
de proteina inicial (f.). Como se muestra en la Fig. 4.8, se obtuvieron resultados
similares para los 4 latex analizados, indicando que la superficie de las particulas se va

saturando por la proteina P35Ag.

100 | a) 100 1 b)
£ (%) _ B f. (%) -
50 | 50 -
0 , , , , 0 , , , :
S8C1 S8C2 S10C1 S10C2 S8C1  S8C2 S10C1 S10C2

Figura 4.8. Porcentajes de P35Ag unida total (a) y P35Ag unida luego de la etapa de desorcién
con Tritén X-100 (b) respecto a la cantidad de proteina inicial, para los latex carboxilados
S8C1, S8C2, S10C1 y S10C2. Resultados de las sensibilizaciones realizadas a pH 6. Cssa, =
0,3 mg/mL (barras marrones), C°pssa, = 0,6 mg/mL (barras anaranjadas) y C°pssa, = 0,9 mg/mL

(barras verdes).

En general, para una determinada C°p3s5, la mayor cantidad de proteina unida se
obtuvo a pH 6, cerca del pI de P35Ag (pl experimental = 6,33). Por ejemplo, para el
latex S8C2, I'p3sag, cov = 4,4 mg/m2 para C°p3sae = 0,9 mg/mL (Fig. 4.6). A este pH, la
repulsion entre la superficie de la particula y la proteina es minima, al igual que la
repulsiéon entre las moléculas vecinas de proteina (repulsiones intermoleculares) y
dentro de la misma biomolécula (repulsiones intramoleculares). Cuando hay repulsion
intramolecular, las moléculas proteicas se distienden y cambian de conformacion; por lo
tanto ocupan una mayor superficie por molécula de proteina y la cantidad de proteina
unida es menor. A pH 5 la superficie del latex tiene una carga neta negativa, mientras
que la proteina recombinante tiene una carga neta positiva. En estas condiciones, la
convergencia de las proteinas hacia la superficie de la particula se ve favorecida por
interacciones electrostaticas atractivas. Sin embargo, hay un efecto de repulsion entre
las moléculas de proteina adyacentes, debido a que tienen la misma carga eléctrica, y
otro efecto debido a las repulsiones intramoleculares. A pH 7 la proteina estd cargada

negativamente, la repulsion entre las moléculas vecinas se mantiene, al igual que las
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repulsiones intramoleculares, pero se afiade la repulsion electrostitica entre las
moléculas de proteina y la superficie de la particula, que también presenta carga
negativa. En general, la menor cantidad de proteina unida se observé a pH 7.
Continuando con el ejemplo anterior del ldtex de S8C2, para C°pssay=0,9 mg/mL,

I'p35ag, cov= 3,6 mg/m2 apH 5y I';sag cov=3,3 mg/m2 apH 7 (Fig. 4.6).

En cuanto al efecto de la densidad superficial de grupos funcionales sobre la
cantidad de proteina unida, se observaron mayores valores de I'p3sag, cov €n l0s casos de
los latex S8C2 y S10C1, que corresponden a las particulas con mayor densidad de
grupos carboxilos superficiales (Tabla 2.6) disponibles para reaccionar con los grupos

amino de las proteinas.

Las altas fracciones de proteina unida luego de la etapa de desorcién con Tritén
X-100 hacen innecesaria esta operacion final. Ademds, trabajando con proteinas
antigénicas del Trypanosoma cruzi, Garcia y col. (2013) evaluaron la influencia del tipo
de emulsificante sobre el proceso de desorcion, empleando el emulsionante anionico
dodecil sulfato de sodio (SDS) en lugar del no i6nico Tritén X—100. En dicho trabajo, se

obtuvieron similares resultados con ambos emulsificantes.

Los experimentos de acoplamiento covalente del antigeno P22Ag sobre la
superficie de los latex carboxilados se realizaron a pH 6 y a C°pxna, crecientes
(0,3-0,9 mg/mL). Los resultados se muestran en las Figs. 4.9 y 4.10. Se alcanzaron
mayores valores de proteina acoplada cuando se sensibilizaron los ldtex de menor
tamafio SIOCI y S10C2. Cuando C°na¢ = 0,9 mg/mL los valores de I'" observados
fueron Tpyag.cov = 4,26 mg/m* (S10C1) y Tpazageov = 4,09 mg/m* (S10C2). En el caso de
los latex de mayor tamafio S8C1 y S8C2, se observé un aumento inicial en la cantidad
de P22Ag unida respecto a la cantidad de proteina afiadida hasta alcanzar un plateau.
Sin embargo, en el caso de los ldtex de menor tamafio S1I0C1 y S10C2 los valores de I"
aumentan a medida que aumenta C° sin llegar al plateau observado anteriormente. Una
posible explicacién a este comportamiento es que las proteinas podrian distribuirse
mejor sobre las particulas de menor tamafio (menor impedimento estérico). A su vez,
este efecto fue mds pronunciado en P22Ag que en P35Ag, posiblemente debido a su
mayor PM (35,2 kDa). Sin embargo, este comportamiento no se observd en los
experimentos de AF, probablemente debido a la menor cantidad de proteina adsorbida

en aquel caso (Fig. 4.2). Finalmente, en el latex de mayor tamafio S13C1, la cantidad de
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P22Ag acoplada también fue menor para la misma cantidad de C®p2ya, lo cual refuerza
la hipétesis del aumento del impedimento estérico cuando aumenta el tamafio de

particula.

Al igual que en las sensibilizaciones con P35Ag, se observo una saturacion de la
superficie de las particulas con P22Ag y un elevado porcentaje de proteina que

permanece unida luego de la desorcién con Tritén X-100 (Fig. 4.11).

T 5
P22Ag S8C1 S8C2
2
(mg/m’) , |
97 % 88%
3 85% 88% 1
2 07% 1 98%
1 4 4
0
5
Tpyng S10C1 96% S10C2 05%
(mg/m®) 4 | <
3 ] 93% | 92%
2] | 81%
83%
1 4 4
0
0,3 0,6 0,9 0,3 0,6 0,9
C%n . (mg/mL) C%oa . (mg/mL)

Figura 4.9. Acoplamiento quimico de P22Ag sobre los latex carboxilados S8C1, S8C2, S10C1
y S10C2 en funcién de la cantidad de proteina inicial a pH 6. La densidad de proteina unida
total (barras oscuras) es comparada con la unida luego de la etapa de desorcién con Tritén X-
100 (barras claras). Los porcentajes sobre las barras indican la fraccion de proteina unida

covalentemente y las barras de error indican la desviacion estandar para n = 3.

Por las dificultades experimentales que conlleva la obtencién del homogenato del
T. gondii, s6lo se realizaron sensibilizaciones a pH y concentracién inicial de proteina
fijos (pH 6, C°yom = 0,6 mg/mL). Los resultados del acoplamiento covalente del
homogenato del parasito sobre los latex carboxilados se muestran en la Fig. 4.12. La

fraccion de proteina unida luego de la etapa de desorcion es relativamente baja
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(comparada con las proteinas recombinantes). Esto puede deberse a un impedimento
estérico de las proteinas de mayor tamafio que pueden ocluir grupos reactivos de la
superficie de la particula y/o a las distintas reactividades de las proteinas en funcién de

su estructura en solucion.

3
P22Ag
(mg/m’)
27 84%
_T
82%
1 .
0 . :
03 0,5
C%,, Ag (mg/mL)

Figura 4.10. Acoplamiento quimico de P22Ag sobre el latex carboxilado S13C1 en funcién de
la cantidad de proteina inicial a pH 6. La densidad de proteina unida total (barras oscuras) es
comparada con la unida luego de la etapa de desorcién con Tritén X-100 (barras claras). Los
porcentajes sobre las barras indican la fraccién de proteina unida covalentemente y las barras de

error indican la desviacion estdndar para n = 3.

100 - a) 100 b)
£y (%) f, (%)
50 4 50 |
0 0

S8C1 S8C2 S10C1 S10C2 S13C1 S8C1 S8C2 S10C1 S10C2 S13C1

Figura 4.11. Porcentajes de P22Ag unida total (a) y P22Ag unida luego de la etapa de
desorcion con Triton X-100 (b) respecto a la cantidad de proteina inicial, para los latex
carboxilados S8CI, S8C2, S10C1, S10C2 y S13C1. C%na, = 0,3 mg/mL (barras marrones),
C®a¢ = 0,6 mg/mL (barras anaranjadas) y Cpx»a, = 0,9 mg/mL (barras verdes).
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3
FHnm
(mg/m’)
27 62%
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Figura 4.12. Acoplamiento quimico del homogenato de T. gondii sobre los latex carboxilados
S8C1, S8C2, S10C1 y S10C2 a pH 6 y concentracién de proteina inicial de 0,6 mg/mL. La
densidad de proteina unida total (barras oscuras) es comparada con la unida luego de la etapa de
desorcién con Tritén X-100 (barras claras). Los porcentajes sobre las barras indican la fraccién

de proteina unida covalentemente y las barras de error indican la desviacion estdndar para n = 3.

4.2.3. Union Covalente de P22Ag sobre Particulas con Funcionalidad Epoxi

A efectos de evaluar las condiciones experimentales que optimicen el
acoplamiento quimico de las proteinas sobre las particulas con funcionalidad epoxi
S8E1 y S8E2, se trabajé primero con albimina sérica bovina (BSA) como proteina
modelo. Para ello, se realizaron experimentos tipo “batch” a temperatura ambiente y se
evalué el efecto de la FI del medio y del tiempo de incubacion sobre la cantidad de

proteina unida por unidad de area superficial.

Los experimentos se llevaron a cabo mezclando en tubos eppendorf de 1,5 mL las
particulas de latex con funcionalidad epoxi (0,1 m? de superficie en cada caso) con
buffer fosfato de pH 7 (FI final 2 mM y 12 mM) y una solucién de BSA de 1 mg/mL.
Con fines comparativos, se realizé el mismo procedimiento sobre el litex de PS S8.
Para cada ensayo se prepard un blanco sin proteina. Segin Dorman y Mani (1980) la

reaccion entre una proteina y los grupos epoxi ocurre a pH entre 7 y 9. Teniendo en
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cuenta esto, se decidié trabajar a pH 7 que es el valor mds cercano al pl de la BSA

(pIgsa =4,7).

Las muestras se agitaron suavemente durante 1 y 6 dias, y posteriormente se
realizaron centrifugaciones a 10.000 rpm durante 30 min. La proteina presente en el
sobrenadante se cuantificé por espectrofotometria, midiendo la A a 280 nm. La cantidad
total de proteina unida a la superficie de las particulas se determind por balance de
masas como se describid en el apartado 4.2.2. A continuacion, los CLP se redispersaron
en Tritébn X-100 al 1 % y se mantuvieron bajo agitacién durante 24 h. Luego de
centrifugar, se determind la cantidad de proteina presente en el sobrenadante por el
método del BCA debido a que la presencia de emulsificante interfiere en la
cuantificacion de la proteina mediante espectrofotometria, y los CLP se redispersaron
en buffer borato pH 8 para su almacenamiento. Los principales resultados se muestran

en la Fig. 4.13.

En las condiciones experimentales ensayadas, la etapa de desorcion con Tritén X-
100 no logré desplazar la totalidad de la proteina adsorbida fisicamente, lo cual se
evidenci6 en la permanencia de BSA unida al latex de PS S8 (Fig. 4.13), donde no
existe posibilidad de wuniones covalentes. En este caso, las posibles fuerzas
intervinientes en la adsorcién son las interacciones hidrofébicas, de Van der Waals y/o
puentes hidrégeno. Por otro lado, luego de la etapa de desorcion con emulsificante, la
cantidad de proteina unida sobre los latex con funcionalidad epoxi fue mayor que la
observada sobre el latex de PS. Estos resultados podrian explicarse por la presencia de
las interacciones antes descriptas como asi también por la posible interaccién covalente
entre proteinas y superficie. Ademds, el acoplamiento fue favorecido por el tiempo de

incubacion y por la FI (Fig. 4.13d).

Por otra parte, para disminuir los tiempos de la sensibilizacidn, se podria recurrir a
un aumento en la temperatura de incubacién, pero esto podria resultar en
desnaturalizaciones de las biomoléculas que alteren su funcionalidad bioldgica. Por
ejemplo, Shimizu y col. (2000), con el objetivo de proporcionar grupos amino (NH») a
la superficie de latex epoxidados, realizaron la unién covalente de NH4OH sobre las
particulas durante 24 h a 70 °C. Esta temperatura de reaccion es inviable en el caso de
biomoléculas cuando se pretende que las mismas mantengan su conformacién
estructural y su funcionalidad. Respecto a la FI, aunque su efecto no fue muy

significativo, se observd mayor cantidad de proteina unida a mayor FI. Este
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comportamiento coincide con lo reportado por Mateo y col. (2002), y podria explicarse
analizando el mecanismo de reaccion entre las proteinas y los grupos epoxi. La unién
covalente ocurre en 2 pasos: el primero de ellos consiste en la AF de las proteinas a la
superficie de las particulas; y el segundo paso involucra la formacién de los enlaces
covalentes entre la biomolécula y el grupo funcional (Fig. 1.14). Segin Mateo y col.
(2002), a mayor FI se estarian favoreciendo las interacciones hidrofébicas involucradas

en el primer paso de este mecanismo.

BSA Baja FI

(mg/m?) 3 |

6 4

1 dia

88%

52%

S8 S8E1

87 %

a)

Baja FI

1 6 dias

58%

S8E2

S8

90% 93%

b)

S8E1 SS8E2

Alta FI

©)

Alta FI

d)

11 dia 1 6 dias

86% 89% 1%

85%

54% 58%

S8 SSE1 SS8E2 S8 SSE1 SSE2

Figura 4.13. Acoplamiento de BSA sobre los latex S8, S8E1 y S8E2 a pH 7 y concentracién de
proteina inicial de 1 mg/mL a baja (a, b) y alta (c, d) FI del medio. Efecto del tiempo de
incubacidn: 1 dia (a, ¢) y 6 dias (b, d). Las barras oscuras indican la proteina unida total y las
barras claras indican la proteina unida luego de la desorcién con Tritén X-100 por 24 h. Los
porcentajes en las barras indican la relacién entre la proteina remanente luego de la desorcién

respecto a la proteina unida total.

Posteriormente, se realizaron los experimentos de sensibilizacion de las particulas
epoxidadas S8E1 y S8E2 con el Ag recombinante P22Ag. Para ello, se mezclaron en
tubos eppendorf de 1,5 mL las particulas de litex S8E1 y S8E2 (superficie 0,2 m?) con
buffer fosfato pH 7 (FI final 12 mM) y C°pp4, creciente (0,3-0,5 mg/mL). Las muestras
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se agitaron suavemente durante 6 dias y luego de este tiempo se procedié como se
describi6 para el caso de la unién de BSA. Para cada ensayo se prepar6é un blanco sin

proteina. Los resultados obtenidos se presentan en la Fig. 4.14.

Se observa que la unién de P22Ag fue similar en ambos latex, por lo que la
diferencia en la densidad de grupos epoxi entre ambos no fue suficiente para influir en
el proceso de acoplamiento. Ademds, para similar C°px4,, la cantidad de proteina unida
a los latex epoxidados fue menor que la unida a los latex con grupos carboxilo
superficiales (Fig. 4.9), lo que podria deberse a la menor densidad de grupos

funcionales de los latex S8E1 y S8E2 respecto de los carboxilados (Tablas 2.5 y 2.6).

r 3
P22Ag2 SSE1 SSE2
(mg/m”)

90% ] 89%

99 %
93%

0 |ﬂ
0,3 0,5 0,3 0,5

C’p2aq (mg/mL) C%2sq (mg/mL)

Figura 4.14. Acoplamiento de P22Ag sobre los latex S8E1 y S8E2 a pH 7 y concentracién
creciente de proteina inicial (0,3-0,5 mg/mL). Las barras oscuras indican la proteina unida total
y las barras claras indican la proteina unida luego de la desorcién con Tritén X-100 por 24 h.
Los porcentajes en las barras indican la relacién entre la proteina remanente luego de la

desorcién respecto a la proteina unida total.

4.2.4. Caracterizacion de los Complejos Latex-Proteina

Los CLP fueron caracterizados midiendo los didmetros medios por DLS (Dp;s) a
90° y por MDLS entre 50° y 120°. La estabilidad coloidal se analiz6 mediante la
determinaciéon de la c.c.c., medida por el método visual y por DLS, y a través de
mediciones de e y €. En las Tablas 4.1 a 4.5 se presentan las principales caracteristicas

de los CLP.
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Tabla 4.1 Principales caracteristicas de los complejos latex-proteina obtenidos por adsorcién

fisica sobre los l4tex de PS S8 y S10.

P35A¢g P22Ag Homogenato
Latex S10 S8 S10 S8 S10 S8
I’ (mg/m?) 3,4 33 3,0 2,9 2,2 2,3
Dpsa®°@m) 218 330 32 463 388 460
-pe x10% (m*/V.5)* 2,7 33 2,6 3,1 2,3 3,2
-£ (mV)* 376 462 36,5 42 29,2 43,5
€.C.Cuyis (MM KBr)* 300 600 400 500 400 500
c.c.c.prs (mM KBr)* 100 200 100 200 200 400

* Determinado a pH 8

Tabla 4.2 Principales caracteristicas de los complejos latex-proteina (CLP) obtenidos por unién

covalente de P35Ag sobre 4 latex carboxilados a pH 6 y C° en aumento. Resultados de los CLP

obtenidos luego de la desorcién con Tritén X-100.

S8C1-P35Ag S8C2-P35Ag S10C1-P35Ag S10C2-P35Ag
Tpisag (mg/m’) 1,9 30 41 19 34 44 1,7 34 45 12 27 37
% UC 100 97 97 99 98 93 82 98 95 87 93 94
Dpsad0(m) 370 413 420 410 425 454 257 M9 367 223 26 310
-t x10% (m*/V.s)* 2,8 24 23 264 24 208 252 19 1,87 25 21 1,6
-§ (mV)* 39,1 334 31,9 1372 338 293 355 27,6 263 347 30,1 25,1
c.c.C.yis((mM KBr)* 600 600 400 >1000>1000 1000 >1000>1000>1000 400 200 200
c.c.c.prs(mM KBr)* 200 200 100 i>1000 900 700 >1000>1000>1000 100 O 0

* Determinado a pH 8
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Tabla 4.3 Principales caracteristicas de los complejos latex-proteina (CLP) obtenidos por unién
covalente de P22Ag sobre 5 latex carboxilados a pH 6 y C° en aumento. Resultados de los CLP

obtenidos luego de la desorcién con Tritén X-100.

S8C1-P22Ag S8C2-P22Ag S10C1-P22Ag S10C2-P22Ag S13C1-P22Ag
I'pazag 5 24 26 16 29 29 1,1 27 42 13 26 4,1 1,1 1,6
% UC 97 85 88 98 97 88 83 93 96 81 92 95 82 84

Dprsa90° 538 534 606 401 421 485 280 329 425 199 311 322 1185 1226

pex108% 40 37 35 37 32 33 41 33 26 42 37 29 23 21

N 50,1 485 45 46,5 43 427 50,8 46 32,8 53,8 48,2 36,8 30,0 283
c.c.c.,is* 300 300 300 >1000 1000 1000:1000 800 800 500 200 500 300 300

c.ccps™ 0 100 200 200 >1000 800 700 600 600 400 400 100 400 100 100

Unidades: I'pya, (mg/mz), Dpys (nm), -1, x 10 (mZ/V.s), -§(mV), c.c.c. (mM KBr.)* Determinado a pH 8

Tabla 4.4. Principales caracteristicas de los complejos latex-proteina (CLP) obtenidos por unién
covalente de P22Ag sobre los latex epoxidados a pH 7 y C° en aumento. Resultados de los CLP

obtenidos luego de la desorcién con Tritén X-100.

SSE1-P22Ag SSE2-P22Ag
Ipaag (mg/m’) 0,7 1,6 1,1 1,6
% UC 93 90 86 89
Dosad0em | w6 517 | 539 ser
-pte x10% (m*/V.s)* 2,7 2,5 2,6 2.4
- (mV)* 34,6 31,8 33,4 31,3
€.C.C.yis (MM KBr)* 300 400 400 500
c.c.c.prs (mM KBr)* 200 300 300 400

* Determinado a pH 8
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Tabla 4.5. Principales caracteristicas de los complejos latex-proteina (CLP) obtenidos por unién
covalente del homogenato de T gondii sobre 4 litex carboxilados a pH 6 y C° = 0,6 mg/m”.

Resultados de los CLP obtenidos luego de la desorcién con Tritén X-100.

S8C1-Hom  S8C2-Hom S10C1-Hom S10C2-Hom

T Homogenato (Mg/m’) 1,3 1,3 1,6 1,2

% UC 58 57 62 72
Dosa % @m 6 w42 o1

-pe x10% (M*/V.5)* 2,6 2,4 2.4 2,6

- (mV)* 36 32,7 32 35,5

€.C.Cuyis (MM KBr)* 700 >1000 >1000 500

c.c.c.p s (mM KBr)* 500 >1000 >1000 300

* Determinado a pH 8

4.2.4.1. Andlisis de los Complejos Latex-Proteina mediante DLS

Las mediciones de DLS a simple angulo se realizaron a 90° y a una temperatura
de 30 °C. En todos los casos, los didmetros medios de los CLP fueron mayores que el
diametro del latex correspondiente y en general aumentaron con la cantidad de proteina
unida. Este incremento en Dp; g se debe no sélo a la unién de proteina a la superficie de
las particulas, sino también a cierto aumento en la polidispersidad del sistema en

relacion a los latex sin sensibilizar.

Las mediciones del didmetro medio de los complejos por MDLS se llevaron a
cabo a 30 °C, y a los siguientes dngulos de deteccion: 50°, 60°, 70°, 80°, 90°, 100°,
110° y 120°. La concentracion de las particulas se ajusté a cada dngulo de medicién
hasta obtener alrededor de 2x10° cuentas/s para asegurar dispersion de luz simple; y los
tiempos de medicion variaron entre 100 y 200 segundos (Gugliotta y col., 2010). En la
Fig. 4.15 se representan los didmetros promedio a cada dngulo de deteccién del latex

S8C2 y de los 3 CLP S8C2-P35Ag a pH 6 para diferentes cantidades de proteina unida.
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Figura 4.15. Diametros medios medidos por MDLS (50°-120°) para el latex S8C2 y los 3 CLP
obtenidos con diferente cantidad de P35Ag a pH 6.

Se observo cierta correspondencia entre la variacion del Dprs del latex sin
sensibilizar y los CLP, lo que indicaria la ausencia de importantes aglomeraciones de
particulas durante la sensibilizacién. Sin embargo, también se observd que cuanto
mayor fue la cantidad de proteina unida, mayor fue el cambio en el didmetro a los
diferentes dngulos, y mds ancha la distribucion de tamafios de particula (PSD, del inglés
“Particle Size Distribution”). En la Fig. 4.16 se muestran las distribuciones, basadas en
la intensidad de luz dispersada (PLID, del inglés “Particle Light Intensity Distribution”),
obtenidas por DLS a 90° para el latex S8C2 y los 3 CLP S8C2-P35Ag, con cantidades
variables de proteina unida. Se determiné que existe un ensanchamiento en la PLID a
medida que aumentd la cantidad de proteina unida, posiblemente debido a que la
distribucion de las biomoléculas no fue homogénea en todas las particulas. Aun cuando

no se lo muestra, este comportamiento fue observado para todos los CLP estudiados.
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Figura 4.16. Comparacién de las PLIDs del latex S8C2 y de 3 CLP con cantidades crecientes
de P35Ag acoplada.

4.2.4.2. Determinacion de la Concentracion Critica de Coagulacion de los

Complejos Latex-Proteina

Se utilizé el procedimiento descripto previamente en el Capitulo 2, apartado
2.2.3.5a, para la determinacion de la c.c.c. de los CLP a pH 8, utilizando tanto el
método visual como DLS a 90°. Como en el Capitulo 2, la c.c.c. determinada por DLS a
90° fue la concentraciéon de KBr a la cual el didmetro de particula resulté un 10 %
mayor al obtenido en medio acuoso (a FI cero). En la Fig. 4.17 se representa el didmetro
de particula obtenido por DLS a 90° frente a la concentracion de KBr para el complejo

S8CI1-P35Ag (T'p3sag = 3,43 mg/m®).

En los CLP obtenidos por la AF de los diferentes Ag sobre los latex de PS S8 y
S10 (Tabla 4.1) y en los CLP obtenidos por la UC de P22Ag sobre los latex epoxidados
S8E1 y S8E2 (Tabla 4.4), se observo que los valores de c.c.c. aumentaron respecto a los
obtenidos para los latex sin sensibilizar (Tablas 2.5 y 2.7). A pH 8, las proteinas se
encuentran con carga neta negativa, por lo tanto los CLP estdn mas cargados que los
latex de PS y los epoxidados, 1o que posiblemente explique el aumento en los valores de

c.c.c. observados. De manera similar, Ortega-Vinuesa y Bastos-Gonzédlez (2000)

- 141 -



CAPITULO 4: Obtencién de Complejos Latex-Proteina

reportaron un caso donde se determind la c.c.c. a distintos pHs para CLP obtenidos por
adsorcion de BSA sobre particulas con funcionalidad sulfonato. A pH 4.8,
correspondiente al punto isoelétrico de la BSA, la c.c.c. disminuyé al aumentar la
cantidad de BSA adsorbida. Sin embargo, a pH 7, donde la proteina se encuentra
cargada negativamente, la c.c.c. aumentd al aumentar la cantidad de BSA adsorbida
sobre la superficie de las particulas, debido al aporte de las cargas de la proteina a este
pH. Por otro lado, en los CLP aqui obtenidos a partir de los latex carboxilados
(Tabla 2.6), los valores de c.c.c en general fueron menores que en los latex sin
sensibilizar. En estos casos, la carga eléctrica de los complejos podria ser menor luego
del acoplamiento de las proteinas debido a que los grupos carboxilos, que eran los
principales responsables de la carga eléctrica de los latex, disminuyeron al reaccionar

covalentemente con las proteinas.

Ademads, la estabilidad coloidal de los CLP fue fuertemente afectada por las
caracteristicas previas de los latex sin sensibilizar. Por ejemplo, los CLP obtenidos de
los latex carboxilados S8C2 y S10C1 (que presentaron mayor dcoon Y 4) a partir de los

3 Ag estudiados, mostraron los mayores valores de c.c.c. (Tablas 4.2 y 4.3).

En general, los resultados de c.c.c. indican que los complejos se mantendrian

estables en las condiciones en que tendrd lugar el ensayo de IA.
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Figura 4.17. Determinacion de la c.c.c. por DLS a 90° y a pH 8. Didmetro medio de particula

del complejo S8C1-P35Ag (I" = 3,43 mg/m’) frente al agregado de KBr.
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4.2.4.3. Determinacion de la Movilidad Electroforética y del Potencial Zeta de los

Complejos Latex-Proteina

En la Fig. 4.18 se muestran los resultados de L. para 4 de los latex carboxilados
antes y después de ser sensibilizados con la proteina recombinante P35Ag. Se observa
una caida dréstica de la p., y por lo tanto de la estabilidad electrocinética del sistema,
por el acoplamiento de proteina a las particulas. También se observa que a mayor
cantidad de proteina unida, menor fue L., y este comportamiento se observé en todos los
CLP obtenidos (Tablas 4.2-4.4). Estos resultados son consistentes con los reportados
por Ortega-Vinuesa y col. (1996), donde se compararon las p. de latex carboxilados sin
sensibilizar y sensibilizados con IgG mediante AF y UC. Estos autores sefalaron que
cuando una superficie lisa de polimero se cubre por macromoléculas, la misma se hace
mas estriada e irregular, alejando el plano de deslizamiento de la superficie y causando

una disminucién de . y C.

4.2.5. Antigenicidad de las Proteinas Unidas a las Particulas Sintetizadas.

Se realizaron ensayos de ELISA con los distintos CLP obtenidos, con el propdsito
de evaluar la antigenicidad de las proteinas ancladas a la superficie de las particulas de
latex; es decir analizar si P35Ag, P22Ag y el homogenato del 7. gondii conservaron la
capacidad de ser reconocidas por Ac especificos luego del proceso de acoplamiento a

los latex.

El procedimiento llevado a cabo para los ensayos de ELISA consistid6 en
sensibilizar microplacas de poliestireno con 500 ng / pocillo de proteina pura (P35Ag,
P22Ag u homogenato del 7. gondii) en buffer carbonato de pH 9,6; y aproximadamente
20 pg / pocillo de cada uno de los CLP redispersados en buffer borato de pH 8. El
protocolo continué como se describid previamente en el Capitulo 3, apartado 3.2.5. En
las Figs. 4.19 a 4.21 se presentan los resultados obtenidos cuando cada Ag purificado y
6 CLP se enfrentaron a los sueros controles. Las densidades 6pticas (DO) obtenidas se

indican como DOy, DO,; y DO, cuando los sueros empleados fueron “negativo”,
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“agudo” y “crénico”, respectivamente. Se determinaron también las relaciones entre las

DO obtenidas para los diferentes sueros.
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5 .
v
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Figura 4.18. Movilidad electroforética de los latex carboxilados S8C1 y S8C2 (a); y S10C1 y
S10C2 (b) junto a sus respectivos CLP obtenidos por unién covalente de P35Ag apH 6y a

I'p3sa, creciente. La determinacion de p. fue realizada a pH 8.
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Figura 4.19. Resultados de ELISA obtenidos usando P35Ag y 6 CLP producidos por adsorcién

. .. .. 2 L,
fisica y unién covalente (con similar I'p3sp, = 3,0-3,7 mg/m”). Los nimeros sobre las barras

indican la relaciéon DO,, /DO,., (negrita) y la relaciéon DO,, /DO, (normal). Las barras de error

representan el rango entre muestras duplicadas.
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Figura 4.20. Resultados de ELISA obtenidos usando P22Ag y 6 CLP producidos por adsorcion

L, . ., . . 2 /
fisica y unién covalente (con similar I'pya, = 2,4-3,0 mg/m”). Los nimeros sobre las barras

indican la relacién DO,, /DO,., (negrita) y la relaciéon DO,, /DO, (normal). Las barras de error

representan el rango entre muestras duplicadas.
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Figura 4.21. Resultados de ELISA obtenidos usando homogenato de 7. gondii y 6 CLP
producidos por adsorcién fisica y unién covalente (con similar I'yo, = 1,2-2,3 mg/mz). Los
nimeros sobre las barras indican la relacion DO,, /DOy, (negrita) y la relacion DO,, /DO,

(normal). Las barras de error representan el rango entre muestras duplicadas.

Para las proteinas recombinantes de fase aguda, P35Ag y P22Ag, la DO,, fue
mayor que DOy, y DO, en gran parte de los casos, lo que indica que los Ac generados
en la primera etapa de la enfermedad fueron reconocidos de manera diferenciada. La
mejor discriminacion entre los sueros agudos, cronicos y negativos se observo con los
complejos obtenidos a partir de P35Ag: S10-P35Ag (DO,e/DOyee = 6,76 y DO,o/DO,, =
2,67) y S8C1-P35Ag (DO,/DOpe; = 5,00 y DO, /DO = 2,57). Con P22Ag, la
discriminacién del suero agudo fue menor que con P35Ag; en este caso los complejos
que mejor discriminaron fueron S10-P22Ag (DOge/DOyes = 2,07 y DO,o/DO; = 1,49) y
S8C2-P22Ag (DO,e/DOyeg = 2,18 y DO,o/DO,, = 1,66).

Teniendo en cuenta que durante la sensibilizacién del latex, las proteinas pueden
sufrir desnaturalizacién parcial u otros cambios no deseados que afecten sus
caracteristicas como reactivos de IA, los ensayos confirmaron que tanto P35Ag como
P22Ag no se vieron afectadas durante este proceso, y en consecuencia los CLP
producidos serian capaces de reconocer Ac especificos de fase aguda en los ensayos de

IA.
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Finalmente, en el caso de los complejos obtenidos a partir del homogenato del
pardsito, tampoco se observaron diferencias luego del acoplamiento a la superficie de
las particulas; y como era de esperar, no permitieron discriminar de modo diferencial
los sueros agudos respecto de los crénicos, aunque si se observé que la DOy, fue menor

que las DO, y DO, en todos los casos.

4.3. CONCLUSIONES

Los antigenos obtenidos en el Capitulo 3 fueron empleados para sensibilizar los
latex sintetizados y caracterizados en el Capitulo 2. Se estudiaron distintas variables y
condiciones experimentales de 2 tipos de acoplamientos: adsorcién fisica y unién
covalente. Los CLP fueron caracterizados y se evalud si las proteinas ancladas a la

superficie de las particulas conservaron su antigenicidad.

Los ensayos de adsorcion fisica permitieron determinar lo siguiente:

e Las fuerzas intervinientes en el proceso de AF de las proteinas recombinantes
P35Ag y P22Ag sobre la superficie de las particulas de latex serian fundamentalmente
de naturaleza hidrofébica, ya que se observd que a medida que aumentd la
hidrofobicidad de la superficie de las particulas, también aumentd la cantidad de

proteina unida.

e Cuando se analizaron los resultados de AF de los diferentes antigenos (P35Ag,
P22Ag y el homogenato del 7. gondii) se observo una mayor cantidad de proteina unida
por unidad de 4rea superficial cuando se trabajé con las proteinas recombinantes; esto
podria deberse a la composicion indefinida del homogenato del parésito, que incluye
una mezcla de proteinas con diferentes tamaifios, puntos isoeléctricos, y afinidad por la

superficie de los latex.

¢ No se encontraron diferencias significativas en la cantidad de proteina adsorbida

en funcion del tamafio de particula, en el rango de didmetros analizado (130 — 300 nm).
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Los ensayos de union covalente sobre los latex carboxilados permitieron

comprobar lo siguiente:

e E] acoplamiento fue mayor cuando la sensibilizacion se realiz6 a un pH cercano
al punto isoeléctrico de las proteinas, ya que en estas condiciones se minimizan las
repulsiones inter- e intramoleculares, y también es minima la repulsién entre la

superficie de las particulas y las biomoléculas.

e Los litex carboxilados con mayores densidades de grupos funcionales
permitieron un mayor acoplamiento covalente de proteinas. Por este motivo, los
complejos originados a partir de los latex S8C2 y S10C1 presentaron mayores valores

de I' que los producidos con S8C1 y S10C2, respectivamente.

e En los ensayos realizados con las proteinas recombinantes se observé una
elevada fraccion de proteina unida (respecto a la unida total) luego del proceso de
desorcién con Tritén X-100, lo cual podria hacer innecesaria la etapa de desorcién con
emulsificante. En los ensayos realizados con el homogenato del 7. gondii, la fraccién de
proteina unida fue menor (<70 %). Esto ultimo podria deberse a un impedimento
estérico de las proteinas de mayor tamafio, que pueden ocluir grupos reactivos de la
superficie de la particula y/o a las distintas reactividades de las proteinas en funcién de

su estructura en solucion.

En los experimentos de acoplamiento de P22Ag sobre los latex con funcionalidad

epoxi se observo lo siguiente:

e Del estudio previo con la proteina modelo BSA se pudo concluir que las
condiciones Optimas para realizar el acoplamiento quimico sobre los grupos epoxi son

de alta FI 'y 6 dias de incubacion.

e La diferencia en la densidad de grupos epoxi de los latex S8E1 y S8E2 no fue

suficiente para influir en la cantidad de P22Ag unida.

e Para similar concentracion de proteina inicial, C°ag, la cantidad de proteina
unida a los latex epoxidados fue menor que la unida a los liatex carboxilados, lo que
podria deberse a la menor densidad de grupos funcionales de los latex S8E1 y S8E2

respecto de los carboxilados.
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En la caracterizacion de los complejos latex-proteina se observo lo siguiente:

e [.os CLP obtenidos a partir de los latex carboxilados S8C2 y S10C1 mostraron
mayores valores de c.c.c. que los demds CLP. Esto se debe a que esos latex son los que
presentaron las mayores densidades de carga y de grupos funcionales superficiales, que
influyen en la estabilidad de los complejos frente al cambio de la fuerza idnica del

medio.

e Para los CLP obtenidos a partir de los l4tex de PS y de los latex epoxidados, los
valores de c.c.c. a pH 8 fueron ligeramente mayores en los CLP que en los latex sin
sensibilizar, posiblemente debido a que a este pH las proteinas se encuentran con carga
neta negativa, aportando un nuevo elemento a la estabilidad del sistema. En cambio, los
latex carboxilados presentaron, en general, mayores valores de c.c.c. que sus CLP,
probablemente debido a que los grupos carboxilo, que eran los responsables de la

estabilidad de estos latex, disminuyeron al reaccionar con las biomoléculas.

e Durante el andlisis por MDLS, se observd cierta correspondencia entre la
variacion del Dpy g del latex sin sensibilizar y de los CLP, lo que indicaria la ausencia de
importantes aglomeraciones de particulas durante la sensibilizacién. Sin embargo,
mediante el andlisis de las PLIDs, se pudo determinar que existi6 un ensanchamiento en
la PSD a medida que aument6 la cantidad de proteina unida, posiblemente debido a que

la distribucién de las biomoléculas no fue homogénea en todas las particulas.

Finalmente, se evalud la antigenicidad de las proteinas acopladas a los latex y se
observo que el proceso de sensibilizaciéon no alterd la funcionalidad bioldgica de las
proteinas y que los CLP serian capaces de reconocer anticuerpos especificos en los

ensayos de IA.
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Aplicacion de los Complejos Latex-Proteina

en Ensayos de Inmunoaglutinacion

5.1. INTRODUCCION

En el campo del diagnéstico de enfermedades, la tendencia hacia el desarrollo de
nuevos métodos con prestaciones mejoradas es permanente. Entre los principales
objetivos que se persiguen se encuentra el hecho de contar con métodos diagndsticos

mas confiables, econdmicos y que no requieran mano de obra altamente calificada.

Desde el punto de vista clinico, la Toxoplasmosis es una enfermedad de dificil
manejo, ya que la informaciéon que el profesional médico necesita para decidir su
accionar no es facil de obtener. En otro tipo de enfermedades, la presencia o ausencia de
anticuerpos (Ac) especificos es suficiente para diagnosticar la patologia; sin embargo,
en el caso de la Toxoplasmosis, no se trata s6lo de saber si el paciente tiene o no la
infeccion, sino que lo fundamental es saber en qué momento se contrajo la enfermedad.
Como se menciond en los Capitulos anteriores, si una mujer contrae la enfermedad
durante el periodo de gestacion, las consecuencias sobre el feto pueden ser muy graves.
Por otro lado, el tratamiento de la infeccion requiere de la administracion de farmacos
cuya toxicidad es inevitable y el balance riesgo/beneficio debe ser cuidadosamente
evaluado. Por este motivo, el médico debe tener a disposicion herramientas que le
permitan diagnosticar con total seguridad si se trata o no de una infeccién por

Toxoplasmosis aguda, antes de decidir iniciar el tratamiento.

Los principales métodos diagndsticos seroldgicos para Toxoplasmosis son:
reaccion de  Sabin-Feldman (SF), inmunofluorescencia indirecta  (IFI),
enzimoinmunoensayo (ELISA, del inglés “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”),
prueba de inmunoabsorciéon y aglutinacion (ISAGA, del inglés “Immunosorbent

Agglutination Assay”), prueba de avidez de Ac, aglutinaciéon directa (AD) y
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hemaglutinaciéon indirecta (HAI). Algunas de estas técnicas, como ELISA e IFI,
presentan alta sensibilidad (S) y especificidad (E), pero tienen ciertas desventajas: i) el
tiempo necesario para la realizaciéon de los ensayos; ii) la IFI requiere de un
microscopio especial, consta de varias fases, la interpretacién es subjetiva y no se
recomienda su utilizacién para el andlisis de un gran nimero de nuestras; y iii) la prueba

de ELISA consta de varias etapas y requiere de kits relativamente caros.

Para discriminar entre el estado agudo y el crénico de la Toxoplasmosis, es
necesario aplicar varias de estas técnicas, aumentando tanto el costo econémico como el

de recursos humanos necesarios.

Dentro de las técnicas de aglutinacion, la AD utiliza el pardsito entero para
amplificar la reaccion antigeno-anticuerpo (Ag-Ac), mientras que en HAI se utilizan
glébulos rojos para la fijacién de Ag. Otro método de deteccion disponible, es el ensayo
de inmunoaglutinacién (IA), donde se utilizan particulas de latex como soporte para la
fijacion de Ag, de manera tal de amplificar la reaccion Ag-Ac que se produce en el
inmunoensayo (Cambiaso y col., 1992; Quesada y col., 1996; Molina-Bolivar y col.,
1998; Borque y col., 2000; Kawaguchi, 2000; Gibanel y col., 2001; Peula y col., 2002;
Slomkowski y col., 2002; Gonzalez y col., 2008b, 2010; Garcia y col., 2013, 2014).
Este método resulta rdpido, es de sencilla realizacién e interpretacién, y es
especialmente util en aquellos laboratorios con escaso personal y equipamiento. Sin
embargo, los reactivos de IA actualmente disponibles no brindan informacién sobre el
momento en que se produjo la infeccién. Una representacion esquematica del proceso

de TA se muestra en la Fig. 5.1.

Si bien se puede emplear el método visual para la deteccion y seguimiento de la
reaccion de aglutinaciéon (Quast y col.,, 1978; Okubo y col., 1987; Basinska y
Slomkowski, 1993; Peula y col., 1994), los métodos basados en técnicas instrumentales
como turbidimetria (Litchfield y col., 1984; Peula y col., 1995; Ortega-Vinuesa y col.,
1996), nefelometria (Kapmeyer y col., 1988; Montagne y col., 1992; Sarobe y col.,
1996) y dispersién de luz (Cohen y Benedek, 1975) permiten en general una mayor
objetividad, S y E, aunque éstas varian en funcién del método utilizado para detectar la

aglutinacion.
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Figura 5.1. Esquema del proceso de inmunoaglutinacion.

En esta Tesis, la reaccion de IA se detecté por turbidimetria, es decir, midiendo
los cambios de absorbancia (AA) en un espectrofotometro convencional. Esta técnica

permite la automatizacion del ensayo y elimina la subjetividad del operador.

El tipo de Ag, el tipo de unién a la superficie de las particulas, el medio de
reaccion del inmunoensayo y las caracteristicas particulares de cada suero, tienen gran
importancia en este tipo de ensayos. La discriminacién entre los diferentes grupos
evaluados, asi como la S y la E de la técnica, son parametros claves de los test

diagnésticos que se ven influenciados por dichas variables.

El Ag empleado es decisivo para obtener buena E, ya que la afinidad de los Ac
especificos hacia el Ag es lo que determina la utilidad o no del reactivo de IA. El
empleo de Ag recombinantes en la sensibilizacion de las particulas mejora notablemente
la E de la técnica. La S es otra caracteristica esencial para un inmunoensayo y depende
de la capacidad de discriminar entre la sefial del blanco y de la muestra a baja
concentracion de analito. En cuanto a las caracteristicas del suero, éste puede presentar

interferentes para el biorreconocimiento, afectando tanto la E como la S del ensayo.

El propésito de este trabajo es desarrollar una herramienta de diagndstico que sea
util en estudios de tamizajes, donde son analizadas gran cantidad de muestras. Luego,
los sueros detectados como positivos por IA, deberian ser testeados con técnicas de

referencia para confirmar o descartar el diagndstico.
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En ese marco, el objetivo final de esta Tesis es la obtencion de particulas de latex
sensibilizadas con Ag del 7. gondii, que puedan actuar como reactivos de IA para
detectar Toxoplasmosis y discriminar si la infeccion fue recientemente adquirida o se
trata de una infeccion pasada. En primer lugar, se analizaron los distintos complejos
latex-proteina (CLP) previamente obtenidos, que incluyen particulas de diferentes
tamafios y con distintas densidades de grupos funcionales superficiales, para determinar
cudles presentan mejores niveles de discriminacion entre sueros controles clasificados,
por técnicas de referencia, como “negativos”, “agudos” y “cronicos”. Posteriormente, se
analiz6 un panel de sueros y se evalud la capacidad de los CLP seleccionados para
detectar Ac de fase aguda contra el 7. gondii. Se construyeron curvas ROC (del inglés
“Receiver Operating Characteristic”) para determinar si existié buena discriminacion de
los sueros agudos, respecto de los cronicos y negativos. Se analizé el drea bajo la curva

(AUC, del inglés “Area Under the Curve”), y se evalué la S y la E del ensayo para

determinados valores de corte o “cut-off”".

5.2. TRABAJO EXPERIMENTAL

Los ensayos de IA se realizaron sobre la base de todos los CLP sintetizados en el
Capitulo 4. En primer lugar, se trabajo con los CLP obtenidos a partir de los latex
carboxilados S8C1 y S8C2 para estudiar las condiciones 6ptimas del ensayo de IA.
Posteriormente, se evaluaron todos los CLP obtenidos frente a sueros controles y se

seleccionaron algunos para enfrentarlos frente a un panel de sueros.

5.2.1. Estudio de la Influencia de las Condiciones de Reaccion Utilizando Sueros

Controles

El objetivo de este estudio fue determinar las condiciones de reaccién que
permiten una mayor discriminacion entre las distintas muestras de suero. El ensayo de

IA consistié en mezclar 950 pL de la suspension del CLP a una concentracion conocida,
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con 50 puL de suero que puede contener Ac anti-7. gondii de fase aguda (suero agudo),
Ac anti-T. gondii de fase crénica (suero crénico), o no poseerlos (suero negativo). La
reaccion de IA se detect6 por turbidimetria, midiendo los AA después de 5 minutos de
reaccion a una longitud de onda de 570 nm, en un espectrofotometro (Perkin Elmer
Lambda 25 UV/vis Spectrometer). El AA se determind restando al correspondiente
valor de absorbancia (A) medido, el valor de A de un blanco, que consisti6 en el CLP
investigado sin la adiciéon de suero. Las mediciones de A del blanco deben ser
constantes a lo largo del tiempo, lo que es indicativo de la estabilidad del complejo
latex-antigeno en el medio en el que se realiza el inmunoensayo. Esta condicién es

requerida para que un complejo se considere apto para ser utilizado en ensayos de IA.

Se trabajé con sueros controles, previamente clasificados por técnicas de
referencia en “negativos”, “agudos” y “crénicos”. Los sueros, cedidos por el
Laboratorio Central de la Provincia de Santa Fe, fueron centrifugados durante 10
minutos a 10.000 rpm antes de su uso, a fin de eliminar interferencias propias del

mismo.

5.2.1.a. Influencia del Tiempo de Reaccion

El tiempo de reaccion (t) se define como el transcurrido entre la mezcla del suero
con el CLP y la lectura de la A. En primer lugar, y en base a la bibliografia existente, se
decidi6 establecer un tiempo de reaccion de 5 minutos, analizandose la evolucién de A
en funcién de t. Como queda reflejado en la Fig. 5.2, donde se utilizé el complejo
S8C1-P35Ag con 3,04 mg/m” de proteina unida luego del proceso de desorcién, la
respuesta del suero agudo se diferencia claramente de la correspondiente a los sueros
negativo y cronico desde el comienzo de la reaccion (t=0). A continuacion, se calcul6 el
cociente entre el AA correspondiente al suero agudo y el AA para el suero negativo
(AA4/AAsep); y el cociente entre el AA correspondiente al suero agudo y el AA para el
suero croénico (AA,/AA.). En la Fig. 5.3 se presenta la evolucion de estos cocientes en

funcion del tiempo de reaccion.
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Figura 5.2. Influencia del tiempo de reacciéon durante el ensayo de IA utilizando sueros
controles. Evolucién de la absorbancia a 570 nm del complejo S8C1-P35Ag (I'pssa, =

3,04 mg/m®) en ausencia del suero y después de mezclarlo con sueros negativo, agudo y

crénico.
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Figura 5.3. Evolucién del cociente entre el AA correspondiente al suero agudo y el AA para el
suero negativo (AA,/AA,.,); y del cociente entre el AA correspondiente al suero agudo y el AA

para el suero crénico (AA,/AA,) en funcién del tiempo de reaccion.

Se puede observar que AA,/AA,e, disminuye en funcion del tiempo, indicando
que el aumento de A registrado por el suero negativo es mayor que el aumento de A

registrado por el suero agudo; es decir que, a medida que transcurre el tiempo, se
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estarian produciendo aglutinaciones inespecificas en presencia del suero negativo. Por
tal motivo, la reaccién de aglutinaciéon no deberia extenderse a mds de 5 minutos
(Garcia, 2011). Por otro lado, el cociente AA,,/AA.; aumenta en los primeros segundos
de reaccién y luego se estabiliza, indicando que la reaccién de aglutinacién podria
evaluarse a un tiempo menor a los 5 minutos propuestos en la literatura. Sin embargo,
para unificar criterios de comparacién, en lo sucesivo los resultados de los

inmunoensayos se realizardn tomando como tiempo de reaccién 5 minutos.

5.2.1.b. Influencia de la Fuerza I6nica del Medio y de la Presencia de Aditivos

Para el estudio de las condiciones del buffer de reaccion, se trabajé con el
complejo S8C2-P35Ag con 3,43 mg/m2 de proteina unida luego del proceso de
desorcion. Este complejo fue diluido en una solucion salina de BSA pH 8, sobre la cual
se realizaron distintos agregados hasta encontrar las condiciones 6ptimas del medio que
permitan la mayor discriminacién del suero agudo respecto del crénico y del negativo

durante el inmunoensayo.

La solucién salina de BSA contiene 0,5 mg/mL de BSA y 0,1 % en peso de azida
sodica (N3Na), en un medio a pH 8 con un tampén borato 10 mM. La BSA es una
proteina inerte que se adiciona con el fin de que se adsorba sobre los sitios hidrofébicos
de la superficie de las particulas para disminuir las reacciones inespecificas; y la azida

sddica es un agente antimicrobiano.

En las Figs. 5.4 a 5.6 se muestra el AA por la adicion de sueros controles después
de 5 minutos de reaccion para el complejo S8C2-P35Ag (I'p3sa, = 3,43 mg/mz) en dos
condiciones de fuerza idnica (FI): a) baja FI (20 mM) y b) alta FI (150 mM). Los
resultados de la Fig. 5.5 muestran el efecto del agregado de glicina (0,1 M) sobre el
buffer de reaccién, y los de la Fig. 5.6 muestran el efecto del agregado de glicina

(0,1 M) y polietilenglicol (PEG) 8000 al 3% m/v sobre el buffer de reaccion.
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Figura 5.4. Variacién de absorbancia por la adiciéon de sueros controles negativo, agudo y
crénico sobre el complejo S8C2-P35Ag (I'pzsa, = 3,43 mg/mz) después de 5 minutos de reaccién
a: a) baja fuerza i6nica (20 mM); y b) alta fuerza i6nica (150 mM). Los nimeros sobre las

barras indican las relaciones AA,/AA,, (negrita) y AA,/AA,;.
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1,27
1,27
0,2 1
1,40
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Figura 5.5. Variacién de absorbancia por la adiciéon de sueros controles negativo, agudo y
crénico sobre el complejo S8C2-P35Ag (I'pzsa, = 3,43 mg/mz) después de 5 minutos de reaccién
a: a) baja fuerza iénica (20 mM) y en presencia de glicina (0,1 M); y b) alta fuerza i6nica (150
mM) y en presencia de glicina (0,1 M). Los nimeros sobre las barras indican las relaciones

AA/AA, (negrita) y AA/AA,.

Del andlisis de las condiciones del medio de reaccion probadas, se pudo concluir
que la presencia de glicina y de PEG 8000 al buffer de baja FI es la mejor opcién a la
hora de formular el medio de reaccion para llevar a cabo los ensayos de IA, ya que

permitié la mayor discriminacién del suero agudo, respecto del cronico y del negativo.
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Cuando la FI del medio es baja, las cadenas poliméricas que estin unidas
covalentemente al Ag estdn extendidas hacia la solucién, y por lo tanto los Ag se
encuentran mas expuestos para interactuar con los Ac presentes en el suero. Por el
contrario, a alta FI, las cadenas poliméricas se encontrarian més cercanas a la superficie
de la particula y esto podria obstruir el acceso de los Ac por impedimento estérico u

oclusién (Garcia y col., 2014).

AA 5

= pegativo = pegativo b)

04 | === agudo | === agudo
>" | ===3 cronico 1,84 E== crénico

1,46 1,01

0,96
0,2
0,0 ‘
S8C2-P35A¢g S8C2-P35A¢g

Figura 5.6. Variacién de absorbancia por la adiciéon de sueros controles negativo, agudo y
crénico sobre el complejo S8C2-P35Ag (I'pssa, = 3,43 mg/m?) después de 5 minutos de reaccién
a: a) baja fuerza iénica (20 mM) y en presencia de glicina (0,1 M) y PEG 8000 (3%); y b) alta
fuerza iénica (150 mM) y en presencia de glicina (0,1 M) y PEG 8000 (3%). Los nimeros sobre
las barras indican las relaciones AA,/AA,c, (negrita) y AA,/AA;.

La glicina actia como agente bloqueante de los grupos funcionales superficiales
que quedaron libres de Ag. Ademds, seglin Miraballes-Martinez y col. (1997), el PEG
aumenta la concentracion efectiva de los reactivos en la solucién. En este caso, el PEG
promueve la aglutinacidn, ya que desplaza moléculas de agua en la interfase particula-
medio de reaccidon, permitiendo una mejor exposicion de los epitopes del Ag y
favoreciendo asi la formacion de la red de aglutinacién formada por la presencia de los
Ac especificos. Finalmente, en todos los CLP estudiados, la A del blanco (CLP en
ausencia de suero) permanecié constante durante el tiempo del inmunoensayo, por lo

que se pueden considerar coloidalmente estables en las condiciones estudiadas.
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5.2.2. Comparacion de Diferentes Complejos Latex-Proteina Utilizando Sueros

Controles

Se estudiaron diferentes CLP en ensayos de IA bajo las siguientes condiciones de
reaccion: baja FI (20 mM), en presencia de glicina (0,1 M) y PEG 8000 (3 %). Los CLP
analizados fueron seleccionados por poseer similar cantidad de proteina unida a su
superficie y se resumen en la Tabla 5.1. En las Figs. 5.7 a 5.10 se muestran los AA para
cada CLP luego de 5 minutos de la adicién de los sueros controles negativo, agudo o

crénico.

Tabla 5.1. Complejos latex-proteina evaluados en ensayos de inmunoaglutinacién.

Complejo Latex-Proteina  Latex Funcionalidad  Antigeno  I' (mg/m?)  Tipo de Unién
S8-Hom S8 - Homogenato 2,26 Adsorcion Fisica
S8-P35Ag S8 - P35Ag 2,70 Adsorcién Fisica
S8-P22Ag S8 - P22Ag 2,93 Adsorcién Fisica
S10-Hom S10 - Homogenato 2,16 Adsorcion Fisica
S10-P35Ag S10 - P35Ag 2,67 Adsorcién Fisica
S10-P22Ag S10 - P22Ag 3,02 Adsorcién Fisica
S8C1-Hom S8Cl1 Carboxilo Homogenato 1,28 Unidén Covalente
S8CI1-P35A¢g S8Cl1 Carboxilo P35Ag 3,04 Unién Covalente
S8C1-P22Ag S8C1 Carboxilo P22Ag 2,59 Uni6n Covalente
S8C2- Hom S8C2 Carboxilo Homogenato 1,29 Unidén Covalente
S8C2-P35A¢g S8C2 Carboxilo P35Ag 3,43 Unién Covalente
S8C2-P22Ag S8C2 Carboxilo P22Ag 2,93 Uni6n Covalente
S10C1- Hom S10C1 Carboxilo Homogenato 1,64 Unidén Covalente
S10C1-P35Ag S10C1 Carboxilo P35Ag 3,36 Unién Covalente
S10C1-P22Ag S10C1 Carboxilo P22Ag 2,75 Unién Covalente
S10C2- Hom S10C2 Carboxilo Homogenato 1,24 Unién Covalente
S10C2-P35Ag S10C2 Carboxilo P35Ag 2,77 Unién Covalente
S10C2-P22Ag S10C2 Carboxilo P22Ag 2,65 Unién Covalente
S13C1-P22Ag S13C1 Carboxilo P22Ag 1,64 Uni6n Covalente
S8E1-P22Ag S8EI Epoxi P22Ag 1,56 Unién Covalente
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Figura 5.7. Resultados del ensayo de inmunoaglutinacién con sueros controles para 6 CLP
obtenidos por UC y AF de P35Ag (con similar I'pssa, = 2,67-3,43 mg/m’). Se representa el
cambio de absorbancia (AA) observado a los 5 minutos de mezclar el CLP con los sueros
negativo, agudo o crénico. Los nimeros sobre las barras indican las relaciones AA,,/AA,,
(negrita) y AA,/AA.. Complejos S8C1-P35Ag (a), S8C2-P35Ag (b), S10C1-P35Ag (c),
S10C2-P35Ag (d), S8-P35Ag (e) y S10-P35A¢g (f).
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Figura 5.8. Resultados del ensayo de inmunoaglutinacién con sueros controles para 6 CLP
obtenidos por UC y AF de P22Ag (con similar I'pya, = 2,59-3,02 mg/mz). Se representa el
cambio de absorbancia (AA) observado a los 5 minutos de mezclar el CLP con los sueros
negativo, agudo o crénico. Los nimeros sobre las barras indican las relaciones AA,/AA,
(negrita) y AA,/AA.. Complejos S8C1-P22Ag (a), S8C2-P22Ag (b), S10C1-P22Ag (c),
S10C2-P22Ag (d), S13C1-P22Ag (e) y S8-P22Ag y S10-P22Ag ().
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Figura 5.9. Resultados del ensayo de inmunoaglutinacién con sueros controles para 2 CLP
obtenidos por UC de P22Ag sobre los latex epoxidados S8E1 y S8E2 (con similar I'pys, =
1,56 mg/m®). Se representa el cambio de absorbancia (AA) observado a los 5 minutos de
mezclar el CLP con los sueros negativo, agudo o crénico. Los niimeros sobre las barras indican

las relaciones AA,/AA,, (negrita) y AA,/AA... Complejos SSE1-P22Ag (a) y SSE2-P22Ag (b).

Seis CLP obtenidos con el antigeno P35Ag se evaluaron para determinar la
influencia del tamafio y de la densidad de carga sobre su comportamiento como reactivo
de IA (Fig. 5.7). Cuando se compararon los CLP obtenidos por la UC de la proteina
sobre los latex carboxilados S8C1 y S8C2, se observod que el mayor valor de AA
correspondié al CLP S8C2-P35Ag cuando se enfrenté con el suero control agudo
(Fig. 5.7b). Notese que en este caso, los valores de las relaciones entre los diferentes
sueros fueron AA o /AAne, = 7,25 y AAu/AA, = 1,82. Esto demuestra una buena
discriminacion de los sueros agudos, respecto a los crénicos y negativos, indicando que
los Ac generados en la fase aguda fueron reconocidos de manera diferencial. Para los
CLP de menor tamafio de particula (SI0C1-P35Ag y S10C2-P35Ag) la mayor
discriminacion se observo en el caso del CLP S10CI-P35Ag, resultando AA,o/AAes =
2,13 y AA/AA = 1,51 (Fig. 5.7¢). Se debe observar que en ambos casos, los mejores
resultados se obtuvieron con los CLP producidos a partir de los latex que exhibieron
mayores valores de c.c.c. y densidades de carga superficial, lo que indica que las
propiedades del latex base tienen gran influencia en el comportamiento de los CLP
como reactivos de IA. En los latex con menores densidades de carga superficial (S8C1 y
S10C2) el cambio de A frente a los sueros negativos fue mayor, posiblemente debido al

caricter mas hidrofébico y a los menores valores de c.c.c. de los CLP obtenidos a partir
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de estos latex, lo que podria aumentar la posibilidad de interacciones inespecificas con

los distintos componentes del suero.

Ademais, cuando se compararon los tamafios de particula de los CLP, se observé
que el mejor rendimiento, en las condiciones experimentales ensayadas en esta Tesis, lo
exhibié el de didmetro medio de particula del orden de 350 nm (S8C2-P35Ag). Se debe
notar que las condiciones del medio optimizadas para el CLP S8C2-P35Ag podrian no
ser las mdas adecuadas para todos los casos evaluados, por lo tanto es de esperar que los
CLP obtenidos a partir de otros latex requieran que ciertas variables se optimicen para
cada caso en particular, como por ejemplo las condiciones del medio, concentracién de

CLP, concentracion de suero y longitud de onda de la determinacion.

Cuando se estudiaron los CLP obtenidos por la AF de la proteina sobre los latex
de PS S8 y S10, se obtuvo un comportamiento aceptable en el caso del S8-P35Ag
(AAo/AAyes = 1,97 y AA/AA = 1,93; Fig. 5.7¢). Sin embargo, el comportamiento fue

en general mejor con los complejos obtenidos por UC.

En algunos casos, como por ejemplo los CLP S10C2-P35Ag y S10-P35Ag, los
valores de AA registrados frente al suero negativo fueron muy elevados, indicando que
estos CLP no serfan utiles, bajo las condiciones experimentales estudiadas, como
reactivos de IA. Estos resultados podrian explicarse observando la estabilidad de estos
CLP, cuyos valores de c.c.c. fueron muy bajos (Tablas 4.1 y 4.2). Ademas, se debe tener
en cuenta que cuando el CLP se mezcla con una muestra de suero, cuya composicion es

muy compleja, podrian ocurrir aglutinaciones inespecificas que invalidan el ensayo.

Cuando se analizaron los resultados obtenidos con los CLP sintetizados a partir de
la proteina recombinante P22Ag, se observaron consistencias con el caso anterior de
P35Ag, en el sentido que los mayores valores de AA,o/AApneg Yy AA/AA; los exhibieron
los complejos obtenidos a partir de los latex S8C2 y SI10CI1. Dichas relaciones
resultaron AA,o/AApeg = 6,62 y AA o/AAc = 1,71 para el CLP S8C2-P22Ag (Fig. 5.8b) y
AAof/AAjes = 1,63 y AA o/ AA = 3,69 para el CLP S10C1-P22Ag (Fig. 5.8c). Ademas,
como se observd previamente, el CLP de tamafo de particula cercano a 350 nm
presenté mejores resultados que el de menor tamaifio. Nétese que el CLP S10C1-P22Ag
exhibié buena discriminacién entre el suero agudo y el cronico, aunque ante el suero
negativo mostré un elevado AA que podria deberse a aglutinaciones inéspecificas. Por

otro lado, con el CLP obtenido a partir del latex de mayor tamafio de particula, S13C1
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(Fig. 5.8e), se observaron valores muy bajos de AA para todos los sueros. Esto podria
deberse a la menor cantidad de proteina unida en comparacion a los deméds CLP y a que
las condiciones experimentales ensayadas no sean las mas adecuadas para este tamafio
de particula. Segiin Molina-Bolivar y Galisteo-Gonzdlez (2005), en turbidimetria se
requiere mayor nimero de particulas que en otras técnicas de dispersion de luz, como
por ejemplo nefelometria. En nuestro caso, para alcanzar el mismo valor de A inicial
con el CLP S13C1-P22Ag que con los demas CLP, el niimero de particulas empleado
fue mucho menor, lo que podria haber influido en las bajas sefiales detectadas. Ademds,
cuando el didmetro de particula supera los 400 nm, se sugiere emplear longitudes de
onda de la region infrarroja del espectro electromagnético, es decir mayores a los

750 nm (Sorin y col., 1989).

Respecto de los CLP obtenidos a partir de los liatex epoxidados, s6lo el S8E1-
P22Ag logr6 discriminar, aunque levemente, el suero agudo respecto del suero negativo

y del crénico.

Se observé que algunos complejos no serian aptos como reactivos de IA, debido
al gran valor de AA que mostraron frente al suero negativo (S8C1-P22Ag, S8E2-P22Ag
y S10C2-P22Ag). Nuevamente, este hecho podria explicarse observando los valores de
c.c.c. de dichos complejos (Tabla 4.3) y/o deberse a las posibles interferencias del

Suero.

Si se comparan los valores de las c.c.c. de los CLP S8C1-P35Ag y S8C1-P22Ag,
se observa que en el primer caso el valor de c.c.c. determinado por el método visual fue
de 600 mM de BrK frente a 300 mM de BrK en el segundo caso. Como se menciond
previamente, el primer CLP presentd6 buen comportamiento en el ensayo de IA
(Fig. 5.7a) mientras que el segundo no seria util como reactivo de IA (Fig. 5.8a),
demostrando la influencia de la estabilidad de los CLP en su comportamiento en los

ensayos de IA.

Finalmente, a partir de los resultados de la Fig. 5.10 se observa que el
comportamiento de los CLP obtenidos a partir del homogenato del 7. gondii fue pobre.
En algunos casos la variacion de A frente al suero agudo fue superior que frente al suero
negativo y frente al suero crénico (S8C1-Hom, S8C2-Hom y S10-Hom), sin embargo
este comportamiento no estd relacionado con la especificidad del Ag empleado. El

homogenato, al ser un lisado total del parasito, incluye Ag que no son especificos de la
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fase aguda de la enfermedad, por lo que los CLP obtenidos en este trabajo no resultan

reactivos adecuados para ensayos de IA de acuerdo a los propodsitos aqui planteados.
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Figura 5.10. Resultados del ensayo de inmunoaglutinacién con sueros controles para 6 CLP
obtenidos por UC y AF del homogenato del T. gondii (T'yom = 1,24-2,26 mg/m?®). Se representa
el cambio de absorbancia (AA) observado a los 5 minutos de mezclar el CLP con los sueros
negativo, agudo o crénico. Los nimeros sobre las barras indican las relaciones AA,,/AA;e,
(negrita) y AA,./AA... Complejos S8C1-Hom (a), S8C2-Hom (b), S10CI-Hom (c), SI0OC2-Hom
(d), S8-Hom (e) y S10-Hom (f).
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Se debe tener en cuenta que en ELISA se produce una interaccioén primaria entre
el Ag y el Ac, mientras que en el ensayo de IA se necesita de una interaccion secundaria
(Abbas y col., 1997). En el proceso de aglutinacion, el Ac (que debe ser bivalente)
interacciona en primer lugar con un Ag anclado a una particula de litex y luego debe
interaccionar con otro Ag de una segunda particula. Posteriormente, un segundo Ac
debe interaccionar con un Ag anclado a una de las particulas anteriores y al mismo
tiempo con un Ag de una tercera particula (Fig. 5.1). La propagacion de estas
interacciones da lugar a la formacién de la red de aglutinacién. Para que ello ocurra, las
particulas sensibilizadas con Ag, y los Ac deben estar presentes en concentraciones
Optimas, en lo que se denomina zona de equivalencia. Tanto con un exceso de Ac, como
de Ag, la aglutinacion no ocurre. La compleja composicion del homogenato del pardsito
dificulta la reaccion de aglutinacion ya que la probabilidad de que un Ac se una a Ag
ubicados en particulas diferentes es menor en este caso, mientras que cuando los Ag
unidos a las particulas son iguales, como en el caso de las proteinas recombinantes, esta
probabilidad es mayor. Por otro lado, la variabilidad en diferentes lotes de produccion
podria dar lugar a interacciones inespecificas, lo que podria impedir la formacion de la

red de aglutinacién en las condiciones ensayadas en este trabajo.

5.2.3. Ensayos de Inmunoaglutinacion Frente a un Panel de Sueros

Los CLP que presentaron mejores resultados frente a los sueros controles para
discriminar el suero control agudo respecto del cronico y del negativo fueron evaluados
frente a un panel de sueros, constituido por 15 sueros negativos, 10 sueros agudos y 15
sueros cronicos. Los CLP estudiados fueron: a) S8C2-P35Ag, S8C2-P22Ag y S8C2-
Hom, los tres obtenidos a partir del latex con funcionalidad carboxilo S8C2 y b) S8E1-
P22Ag, obtenido a partir del latex con funcionalidad epoxi S8E1, para comparar tanto el
efecto de la proteina antigénica unida, como del tipo de grupo funcional, sobre el
comportamiento del reactivo de IA. Se debe notar en este punto que el panel de sueros
empleado, con los sueros correctamente clasificados, en volumen suficiente y en
condiciones para ser utilizados en los ensayos de 1A, resulté dificil de obtener, lo que

justifica el nimero limitado de sueros empleados.
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La habilidad de los CLP para discriminar los sueros agudos se analizé mediante
curvas ROC. Debido a que el objetivo del presente trabajo es el diagndstico de la
Toxoplasmosis recientemente adquirida, en la construcciéon de las curvas ROC se
tomaron los siguientes grupos: i) sueros agudos (n=10) y ii) sueros cronicos + negativos

(n=30).

Ademads, como el propdsito del kit de IA es su empleo en estudios de tamizajes, el
valor de corte o “cut-off” fue seleccionado tal que la S del test fuera del 100 %. Esto
implica que no existirian resultados falsos negativos, es decir que ningln suero agudo
seria clasificado como negativo o como crénico. En una etapa posterior, todos los
sueros clasificados como positivos por IA deberian evaluarse con técnicas de referencia
como IFI, ELISA IgM, y avidez de IgG para confirmar si se trata o no de una infeccion

aguda.

En las Figs. 5.11 a 5.13 se muestran las distribuciones de AA y las respectivas
curvas ROC para 3 CLP (obtenidos a partir de los latex carboxilados) evaluados frente

al panel de sueros.

Uno de los parametros mds importantes de una curva ROC en el estudio de test
diagndsticos es el AUC, que brinda informaciéon sobre la discriminacion entre las
poblaciones analizadas de manera independiente del valor de corte seleccionado. Este
area varia entre 0,5 y 1. Si AUC = 1, la discriminacién es perfecta; mientras que si AUC
= 0,5, la discriminacion es totalmente aleatoria. Segun la clasificacién propuesta por
Swets y Pickett (1982), si el valor de AUC se encuentra entre 0,5 y 0,7, la
discriminacién diagndstica del test es mala; si el valor de AUC se encuentra entre 0,7 y
0,9, el test podria ser ttil en algunos casos; mientras que valores mayores a 0,9 indican

un buen desempefio diagndstico.

Cuando se evalu6 el CLP S8C2-P35Ag, se obtuvo AUC = 0,9564, indicando que
la discriminacién entre los grupos analizados fue muy buena. Cuando se evalu6 el CLP
S8C2-P22Ag, resulté AUC = 0,9259, lo que es indicio que este complejo también seria
buen reactivo de IA para detectar Toxoplasmosis recientemente adquirida. Sin embargo,
y como era de esperarse, cuando se evalué el CLP S8C2-Hom se observé AUC =

0,7733, lo cual confirma que este Ag no cumple con los objetivos del presente trabajo.
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Figura 5.11. Resultados del ensayo de inmunoaglutinacién cuando se evalu6 el CLP S8C2-
P35Ag frente a un panel de sueros negativos, agudos y crénicos. a) Distribucién de AA.
b) Curva ROC construida entre los siguientes grupos: i) sueros agudos (n=10) y ii) sueros

negativos + crénicos (n=30).

Ambas proteinas recombinantes mostraron ser buenos Ag para discriminar los
sueros agudos respecto a los negativos y cronicos. Cuando se analizaron las curvas
ROC de los CLP S8C2-P35Ag (Fig. 5.11b) y S8C2-P22Ag (Fig. 5.12b) se encontr6é que
ambos reactivos exhibieron resultados similares. Asi, cuando se considerd un valor de
cut-off > 0,1389 para el CLP S8C2-P35Ag y un valor de cut-off > 0,1632 para el CLP
S8C2-P22Ag, 1a E de los ensayos fue de 76,67 % y 73,33 %, respectivamente.
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Figura 5.12. Resultados del ensayo de inmunoaglutinaciéon cuando se evalu6é el CLP S8C2-
P22Ag frente a un panel de sueros negativos, agudos y crénicos. a) Distribucién de AA.
b) Curva ROC construida entre los siguientes grupos: i) sueros agudos (n=10) y ii) sueros

negativos + crénicos (n=30).

En la Fig. 5.14 se muestran las distribuciones de AA/cut-off para los 3 CLP
evaluados previamente. Se puede observar que los CLP obtenidos a partir del
homogenato del 7. gondii presentaron valores de AA,, y AA. similares, sin lograr su
diferenciacion. Esto se debe a que el Ag no presenta especificidad hacia los sueros
agudos, debido a su composicion indefinida. Con respecto a los CLP obtenidos a partir

de las proteinas recombinantes, se observaron menores valores de AA. y mayores
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valores de AA,,, logrdndose mejorar la discriminacion de los sueros agudos, respecto de
los crénicos y negativos. Cuando se comparan los 2 Ag recombinantes, P35Ag y
P22Ag, se observa que para el CLP S8C2-P35Ag, si bien mdas sueros negativos
presentaron sefiales superiores al “cut-off”’ comparado con los otros CLP, la
discriminacién de los sueros agudos respecto de los crénicos y negativos fue mayor.
Esto es debido a que el valor medio de AA,; fue mayor, y el valor medio de AA,;, fue

menor, que para el CLP S8C2-P22Ag.
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Figura 5.13. Resultados del ensayo de inmunoaglutinacién cuando se evalu6 el CLP S8C2-
Hom frente a un panel de sueros negativos, agudos y crénicos. a) Distribucién de AA. b) Curva
ROC construida entre los siguientes grupos: i) sueros agudos (n=10) y ii) sueros negativos +

cronicos (n=30).
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Figura 5.14. Comparacién entre las distribuciones relativas (AA/cut-off) obtenidas cuando se
evaluaron los 3 CLP seleccionados (S8C2-P35Ag, S8C2-P22Ag y S8C2-Hom) frente a un panel

de sueros. La linea de puntos indica AA/cut-off = 1.

Para comparar la influencia del tipo de funcionalidad quimica presente en la
superficie de las particulas se evaluo, frente al mismo panel de sueros, un CLP obtenido
a partir del latex epoxidado S8E1 y de la proteina recombinante P22Ag. En la Fig. 5.15
se presenta la distribucion de AA y la respectiva curva ROC para el CLP SSE1-P22Ag.

El rendimiento de este CLP fue menos satisfactorio que el del CLP obtenido a
partir del latex carboxilado S8C2 y de la misma proteina antigénica (Fig. 5.12). De la
comparacion entre ambos reactivos se observo que con S8E1-P22Ag se obtuvo AUC =
0,8667, que es menor que el obtenido a partir del S8C2-P22Ag (AUC = 0,9259).
Ademids, la E del ensayo también fue menor para el complejo resultante del latex

epoxidado e igual al 60%, para el valor de cut-off > 0,1863.

Finalmente, en la Fig. 5.16 se muestran las distribuciones de AA/cut-off para los
CLP S8C2-P22Ag y S8E1-P22Ag. Se puede observar que el CLP obtenido a partir del
latex epoxidado present6 un valor medio de AA,, menor, y un valor medio de AA,

mayor (y superior al valor de “cut-off”’), que el CLP obtenido a partir del latex
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carboxilado, lo que influy6 en el menor valor de AUC y E obtenidos para el CLP S8E1-
P22Ag.

El menor rendimiento de SSE1-P22Ag podria deberse a la menor cantidad de Ag
unido a la superficie de las particulas (I'pxoag = 1,56 mg/mz), comparado con el CLP
S8C2-P22Ag (I'pxoae = 2,93 mg/mz). Por lo tanto, se deberian obtener CLP a partir del
latex S8E1 con mayor cantidad de P22Ag acoplado a su superficie, a fin de poder

realizar esta comparacién empleando CLPs que presenten similares valores de I.
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Figura 5.15. Resultados del ensayo de inmunoaglutinacién cuando se evalué el CLP S8EI1-
P22Ag frente a un panel de sueros negativos, agudos y crénicos. a) Distribucién de AA.
b) Curva ROC construida entre los siguientes grupos: i) sueros agudos (n=10) y ii) sueros

negativos + crénicos (n=30).
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Figura 5.16. Comparacion entre las distribuciones relativas (AA/cut-off) obtenidas cuando se
evaluaron los CLP S8C2-P22Ag y SS8E1-P22Ag frente a un panel de sueros. La linea de puntos
indica AA/cut-off =1.

5.3. CONCLUSIONES

En este Capitulo se evaluaron los CLP previamente sintetizados como reactivos
de IA para detectar Ac especificos de la fase aguda de la Toxoplasmosis. En primer
lugar se estudiaron las condiciones del inmunoensayo frente a sueros controles,

observéandose lo siguiente:

e La mayor discriminacion del suero control agudo, respecto del crénico y del
negativo se obtuvo trabajando a baja fuerza idnica, en presencia de glicina y PEG 8000

en el buffer de reaccidn.

e [L.os CLP obtenidos a partir de los latex carboxilados de mayores densidades de

grupos carboxilos (S8C2 y SI10CI) presentaron mejores resultados en los

inmunoensayos que los de menores densidades de grupos funcionales (S8C1 y S10C2).

e Los CLP sintetizados a partir de los latex de didmetro cercano a 350 nm
mostraron una mayor capacidad de discriminacién del suero agudo con respecto al

cronico y al negativo. En el caso de los CLP obtenidos a partir de los latex de tamafios

174 -



CAPITULO 5: Aplicacién de los Complejos Litex-Proteina en Ensayos de Inmunoaglutinacién

de particula mayores (S13C1) y menores (S10C1 y S10C2) deberian optimizarse las
condiciones experimentales de la reaccion de IA para cada caso, antes de poder realizar
una comparacion adecuada que permita concluir sobre el efecto del tamafio de las

particulas.

e Los complejos obtenidos en los experimentos de UC permitieron obtener
mejores resultados que los complejos obtenidos por AF. Estos dltimos serian mas
sensibles a los cambios en el medio de reaccion (pH y fuerza idnica), y las proteinas
adsorbidas podrian sufrir desorciones y/o modificaciones en su estructura, alterando su

capacidad antigénica.

Una vez establecidas las condiciones del buffer de reaccion, se evaluaron los CLP
sintetizados por UC de los 3 Ag estudiados al latex S8C2, y de P22Ag sobre el latex
S8E1, frente a un panel de 15 sueros negativos, 10 sueros agudos y 15 sueros crénicos,

observandose lo siguiente:

e De las distribuciones de AA y del analisis de las curvas ROC obtenidas, se
destaca que las 2 proteinas recombinantes fueron mads reactivas frente a los sueros
agudos, con altos valores de AUC (>0,9), indicando que los CLP S8C2-P35Ag y S8C2-
P22Ag serian capaces de discriminar los sueros agudos respecto de los crénicos y
negativos; y que podrian ser de utilidad como reactivos de IA para detectar sueros con
Toxoplasmosis aguda, principalmente en estudios de tamizajes. En cambio, con el
homogenato del parasito las distribuciones de AA para los sueros agudos y cronicos

fueron similares, evidencidndose su incapacidad para discriminar entre estos grupos.

e El CLP obtenido a partir del latex carboxilado S8C2 y de la proteina P22Ag
present6 un rendimiento mayor que el CLP obtenido a partir del latex epoxidado S8EI,
siendo los valores de AUC y E superiores para el CLP S8C2-P22Ag. Esto podria
deberse a la mayor cantidad de Ag unido a la superficie de las particulas en el CLP
S8C2-P22Ag (I'paoag = 2,93 mg/mz) que en el CLP S8E1-P22Ag (I'paoae = 1,56 mg/mz).
Por lo tanto, se deberia obtener un CLP a partir del latex S8E1 con mayor cantidad de
P22Ag acoplado a su superficie, a fin de poder realizar esta comparacién empleando

CLPs que presenten similares valores de I

Finalmente, los resultados aqui presentados deberian ser validados ante un panel

de sueros mas amplio.
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Conclusiones y Propuestas para Trabajos Futuros

6.1. INTRODUCCION

La sintesis controlada de particulas poliméricas despierta un gran interés ya que se
pueden obtener latex con caracteristicas bien definidas, como distribucion de tamafios
de particula, tipo y densidad de grupos superficiales. Se las puede aplicar en el campo
de la biomedicina como soportes de biomoléculas (proteinas, enzimas, etc.). En este
campo, se incluyen los latex para inmunoensayos, y en particular, los utilizados en los
test de inmunoaglutinaciéon (IA), que permiten amplificar la reaccién antigeno-

anticuerpo (Ag-Ac), siendo herramientas diagndsticas simples, rapidas y economicas.

El objetivo del presente trabajo de Tesis Doctoral fue disefiar complejos latex-
proteina (CLP) que puedan ser aplicados en ensayos de IA para detectar Toxoplasmosis
recientemente adquirida. Para ello se consideraron cuatro etapas. La primera de ellas,
implico la sintesis controlada y la caracterizacion de particulas de latex de diferentes
tamafos y con densidades de carga superficial variable. La segunda etapa consistio en la
obtenciéon de las proteinas antigénicas; para lo cual, por un lado se expresaron y
purificaron 2 Ag recombinantes de fase aguda del Toxoplasma gondii; y por otro se
obtuvo el homogenato del parédsito. La tercera etapa consistidé en la obtencion y
caracterizacion de los CLP, mediante la interaccién fisica y/o quimica entre los Ag y la
superficie de las particulas. La cuarta y dltima etapa consistié en la aplicacion de los
distintos CLP en ensayos de IA frente a un panel de sueros, para analizar su capacidad

para detectar Ac especificos de la fase aguda de la enfermedad.

A continuacién, se resaltan los resultados mds importantes obtenidos, y se

sugieren posibles tareas futuras de investigacion.
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6.1.1. Sintesis de las Particulas Poliméricas

Se realiz6 la sintesis de particulas “cuasi-monodispersas” de latex de poliestireno
(PS) de tamafio variable utilizando distintas metodologias. Mediante polimerizacién en
emulsion se obtuvieron particulas en el rango 85-300 nm, empleando concentraciones
crecientes de emulsificante para obtener latex con didmetros de particula decreciente.
Mediante polimerizacion en dispersion se obtuvieron particulas con didmetros

superiores a 1000 nm.

Luego, se realiz6 la sintesis de particulas tipo “core-shell” con funcionalidad
carboxilo mediante un proceso de copolimerizacion en emulsion de estireno (St) y dcido
metacrilico (MAA) sobre siembras de PS de diferentes tamafos sintetizadas
previamente. Se modificé la relacion MAA/St para obtener particulas con densidades de
carga y de grupos superficiales variables. En un caso, se realiz6 un agregado
impulsional de iniciador para aumentar la concentracion de radicales libres en la fase
acuosa, logrando aumentar la conversion y la densidad de carga superficial del litex,

comparado con los obtenidos por via “batch” convencional.

Ademéds, se realizé la sintesis de latex con funcionalidad epoxi mediante un
proceso de copolimerizacion en emulsion de St y glicidil metacrilato (GMA) sobre una
de las siembras de PS previamente sintetizadas. Se modificé la relacion GMA/St,
obteniéndose dos latex con distinta densidad de carga y de grupos funcionales
superficiales. En ambos casos se realizé un pulso intermedio de iniciador, con el objeto
de aumentar la conversion y densidad de carga superficial. Ademds, en una de las
reacciones se realiz6 un agregado de mondmeros, con el propdsito de incorporar mayor

cantidad de grupos epoxi a la superficie de las particulas.

Para el futuro, se sugiere continuar en el estudio de la funcionalizacién de
particulas con grupos epoxi, a partir de siembras de PS de diferentes tamafios. Ademas,
se sugiere estudiar politicas de operacion alternativas que permitan maximizar, para una
dada receta de mondémero de funcionalizacién, la conversion, la densidad de grupos

funcionales, y la estabilidad de las particulas.
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6.1.2. Caracterizacion de los Sistemas Coloidales

Luego de sintetizados los latex, se procedié a su limpieza y caracterizacion.

Se midieron los didmetros medios mediante dispersion de luz dindmica y la
polidispersidad de la distribucién de tamafios de particula por microscopia electronica.
En general la polidispersidad fue baja y los latex aptos para su empleo como reactivos

de IA.

Las particulas de liatex presentaron distinta funcionalidad quimica superficial,
proveniente de los grupos aportados por el iniciador y/o por los monémeros funcionales.
Se determiné la densidad de carga, la naturaleza y densidad de grupos funcionales
superficiales, y la estabilidad coloidal del sistema mediante la concentracion critica de

coagulacidn (c.c.c.), la movilidad electroforética (1..) y el potencial Zeta (C).

La estabilidad coloidal determinada a través de la c.c.c., mostr6 una dependencia
con el pH en el caso de los latex carboxilados. En general, la c.c.c. aument6 con la
densidad de carga superficial y con la densidad de grupos carboxilo. Los altos valores
de c.c.c. registrados en algunos casos suponen que la estabilidad coloidal en estos
sistemas es fruto de una estabilizacion electroestérica. El efecto electrostatico se debe a
las cargas superficiales y el efecto estérico a las cadenas de polimero hidrofilico
ancladas sobre la superficie de las particulas. La p. y el £ aumentaron con el pH y
disminuyeron con la densidad de grupos superficiales. A pH mas altos la carga eléctrica
de las particulas aumenta debido a que los grupos funcionales estdn mds ionizados,
aumentando .. Cuanto mayor fue la densidad de grupos superficiales, mayor fue el
espesor de la “hairy layer”, alejando el plano de deslizamiento de la superficie de las
particulas y disminuyendo el . Ademds, los lidtex con mayor densidad de carga
presentaron menores valores de L., posiblemente debido a que podria existir una
condensacion de iones en la superficie de las particulas producto de la gran carga que

poseen.

En el futuro se sugiere validar la cuantificacién de los grupos epoxi con técnicas
alternativas a la valoracion potenciométrica, basada en la reaccién redox entre el grupo

epoxi y el tiosulfato de sodio, empleada en esta Tesis.
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6.1.3. Obtencion de Antigenos del Toxoplasma gondii

Se trabajé con el homogenato del parisito, como asi también con 2 proteinas
recombinantes de fase aguda. Para la obtencién de las proteinas recombinantes,
denominadas P35Ag y P22Ag, se utilizaron células de Escherichia coli transformadas
con un vector de expresion ligado a las secuencias de ADN de interés. Se indujo la
expresion de las proteinas mediante el agregado de IPTG a un cultivo de las células
transformadas, y se realiz6 su purificaciéon en una columna de pseudoafinidad a Ni,
obteniéndose proteinas antigénicas del 7. gondii con un alto grado de pureza y con una
adecuada concentracion, para su uso en la etapa de sensibilizacion de las particulas de

latex.

Se sugiere profundizar en la caracterizaciéon de la estructura en solucién de las
proteinas recombinantes, mediante la aplicacién de calorimetria diferencial de barrido,

dicroismo circular, fluorescencia o resonancia magnética nuclear.

6.1.4. Sintesis y Caracterizacion de los Complejos Latex-Proteina. Evaluacion de la

Antigenicidad de las Proteinas Unidas a las Particulas.

Se considerd la adsorcion fisica y la unién covalente de las distintas proteinas
antigénicas sobre particulas de PS y sobre particulas con grupos funcionales carboxilo y

epoxi superficiales.

En los experimentos de adsorcidn fisica de las proteinas recombinantes P35Ag y
P22Ag sobre las diferentes particulas de latex se observé que las fuerzas predominantes
en este proceso son fundamentalmente de naturaleza hidrofébica, ya que a medida que
aument6 la hidrofobicidad de la superficie de las particulas se increment6 la cantidad de

proteina unida.

Cuando se compararon los resultados entre los diferentes antigenos (P35Ag,
P22Ag y el homogenato del 7. gondii) se observé una mayor cantidad de proteina unida
por unidad de drea superficial cuando se trabajé con las proteinas recombinantes; la

menor cantidad de proteina unida cuando se emple6 el homogenato del pardsito podria
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deberse a su composicion indefinida, que incluye una mezcla de proteinas con

diferentes tamaiios, puntos isoeléctricos, y afinidad por la superficie de los latex.

En los experimentos de unién covalente de las proteinas recombinantes sobre los
latex carboxilados, se observé que al aumentar la concentracién de proteina adicionada,
aumento tanto la proteina total unida, como la acoplada luego del proceso de desorcion
con emulsificante (Tritén X-100). Por otro lado, la relacién entre la proteina unida luego
del proceso de desorcion y la proteina adicionada, disminuy6 al aumentar esta dltima,
debido a la saturacién de los grupos carboxilos superficiales. Ademds, cuanto mayor fue

la densidad de grupos carboxilos superficiales, mayor fue la cantidad de proteina unida.

Cuando se evaluo el efecto del pH sobre la cantidad de P35Ag unida a los latex
carboxilados se observé que el méaximo acoplamiento se produjo cerca del pl de la
proteina, debido a que en esta condicién se minimizan las repulsiones inter- e
intramoleculares, y también es minima la repulsion entre la superficie de las particulas y

las biomoléculas.

Con ambos Ag recombinantes (P35Ag y P22Ag) se observé que los latex
carboxilados con mayores densidades de grupos funcionales permitieron un mayor
acoplamiento covalente de proteinas. Con el homogenato del pardsito se observaron
menores valores de proteina unida, debido a su composicién indefinida. Al incluir
proteinas de diferentes tamafios, podria existir un impedimento estérico de las proteinas
de mayor tamafo que pueden ocluir grupos reactivos de la superficie de la particula.
Ademads, las diferentes proteinas presentan distintas reactividades en funcién de su

estructura en solucidn.

En la unién covalente de P22Ag sobre los liatex con funcionalidad epoxi, la
cantidad de proteina unida fue menor que la ligada a los latex carboxilados, lo que

podria deberse a la menor densidad de grupos funcionales de los latex epoxidados.

En cuanto a la caracterizaciéon de los CLP, se observo que la estabilidad de los
mismos estd muy influenciada por las caracteristicas de los latex sin sensibilizar. En
general, la mayoria de los CLP mostraron ser estables en las condiciones en que se

deben realizar los ensayos de IA.

Para los CLP obtenidos a partir de los latex de PS y de los latex epoxidados, los
valores de c.c.c. a pH 8 fueron ligeramente mayores que para los litex sin sensibilizar,

posiblemente debido a que a este pH las proteinas se encuentran con carga neta
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negativa, aportando un nuevo elemento a la estabilidad del sistema. En cambio, en
general, los latex carboxilados presentaron mayores valores de c.c.c. que sus CLP,
probablemente debido a que buena parte de los grupos carboxilo (responsables de la

estabilidad de los latex) reaccionaron con las biomoléculas.

En la evaluaciéon de la antigenicidad de las proteinas acopladas a los litex, se
observé que el proceso de sensibilizaciéon no modificé la funcionalidad biolégica de las

proteinas y que los CLP serian capaces de reconocer Ac especificos en ensayos de TA.

A futuro, se podria estudiar la conformacién de las proteinas unidas a la superficie
de las particulas y profundizar en el estudio de la sensibilizacién de las particulas con

funcionalidad epoxi.

6.1.5. Aplicacion de los Complejos Latex-Proteina en Ensayos de

Inmunoaglutinacion

Se evaluaron los CLP previamente sintetizados como reactivos de IA para
detectar Ac especificos de la fase aguda de la Toxoplasmosis. La reaccién de
aglutinacion se siguid por turbidimetria, midiéndose la absorbancia (A) a una longitud

de onda de 570 nm.

Del andlisis del comportamiento de los CLP frente a sueros controles negativos,
agudos y crénicos se determind que la mayor discriminacién del suero control agudo,
respecto del créonico y del negativo se obtuvo trabajando a baja fuerza idnica, en

presencia de glicina y polietilenglicol 8000 en el buffer de reaccion.

Se observo ademds que los CLP sintetizados a partir de los latex de didmetro
cercano a 350 nm mostraron una mayor capacidad de discriminacién del suero agudo
con respecto al crénico y al negativo. En el caso de los CLP obtenidos a partir de los
latex de tamafios de particula mayores y menores, deberian optimizarse las condiciones
experimentales de la reaccion de IA para cada caso, antes de determinar el efecto real

del tamafio de las particulas.

Cuando se evaluaron los CLP frente a un panel de 15 sueros negativos, 10 sueros

agudos y 15 sueros cronicos, las 2 proteinas recombinantes fueron mas reactivas frente
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a los sueros agudos, indicando que estos Ag podrian ser marcadores ttiles de Ac de fase
aguda de Toxoplasmosis. En cambio, con el homogenato del parésito las distribuciones
de la variacion de A para los sueros agudos y crénicos fueron similares, evidencidndose
su incapacidad para discriminar entre estos grupos. El panel de sueros empleado, con
los sueros correctamente clasificados, en volumen suficiente y en condiciones para ser
utilizados en los ensayos de IA, resulté dificil de obtener, lo que justifica el nimero

limitado de sueros empleados

Respecto a la funcionalidad quimica de las particulas de latex, se observd que el
rendimiento del CLP obtenido a partir de uno de los latex carboxilados result6 superior
que el del CLP obtenido a partir de uno de los latex epoxidados. El menor rendimiento
del latex epoxidado podria deberse a su menor densidad de carga y de grupos

funcionales.

Como conclusién general se logré obtener particulas de latex sensibilizadas con
antigenos del T. gondii, que fueron evaluadas en ensayos de IA frente a un reducido
panel de sueros. Los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales
ensayadas, indican que los mismos podrian resultar adecuados como reactivos de IA

para detectar la fase aguda de la Toxoplasmosis.

Como trabajo a futuro, se deberian estudiar las condiciones Optimas para llevar a
cabo los ensayos de IA para los distintos tamafos de particula de los CLP considerados;
y los resultados obtenidos en esta Tesis deberian ser validados frente a un panel de

sueros mds amplio.
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ABREVIATURAS

A: Absorbancia

AA: Amino4cidos

Ac: Anticuerpo

AD: Aglutinacion directa

ADN: Acido desoxirribonucleico

AF: Adsorcion fisica

Ag: Antigeno

Ag-Ac: Antigeno-anticuerpo

AIBN: 2,2'-azo-bis-isobutirilnitrilo

AUC: Area bajo la curva, del inglés: “Area Under the Curve”
BCA: Acido bicinconinico.

BPO: Peroxido de benzoilo

BSA: Albumina sérica bovina.

C: Conductividad

c.c.c.: Concentracion critica de coagulacion.
CI: Complejos inmunes

CLP: Complejos latex-proteina.
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ABREVIATURAS

CMC: Concentracién micelar critica.

DDI: Ultrapura destilada y deionizada

Dprs: Didmetro promedio obtenido por dispersién de luz dindmica

DLS: Dispersion de luz dindmica, del inglés “Dynamic Light Scattering”
DO: Densidad 6ptica

DSM: Método de hinchazén dindmica de monomero, del inglés “Dynamic Monomer

Swelling Method”

E: Especificidad

El, E2, E3 y E4: Soluciones para la purificaciéon en columna de Ni**
EDC: N-N-(3-dimetilaminopropil) N’-etilcarbodiimida.

ELISA: Ensayo inmunoenzimdtico ligado a enzimas, del inglés “Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay”

Em: Emulsificante

FI: Fuerza i6nica

HAI: Hemoaglutinacién indirecta
His: Histidina

IA: Inmunoaglutinacion

IFI: Inmunofluorescencia indireta
Ig: Inmunoglobulina

IgA: Inmunoglobulina isotipo A

IgE: Inmunoglobulina isotipo E
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ABREVIATURAS

IgG: Inmunoglobulina isotipo G
IgM: Inmunoglobulina isotipo M

IMAC: Cromatografia de afinidad de ion metdlico inmovilizado, del inglés

“Immobilized-Metal Affinity Chromatography”
IPTG: Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido

ISAGA: Prueba de inmunoabsorcion y aglutinacion, del inglés “Immunosorbent

Agglutination Assay”

kDa: kiloDalton

LB: Caldo Luria-Bertani

MA-80: Dihexil sulfosuccinato de sodio

MAA: Acido metacrilico

MDLS: Dispersion de luz dindmica a maltiples dngulos de medicion.
ME: Microscopia electrénica.

mM: Milimolar

PBS: Buffer fosfato salino, del inglés “Phosphate-Buffered Saline”
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, del inglés “Polymerase Chain Reaction”
PEG: Polietilenglicol

pL: Punto isoeléctrico.

PLID: Distribucion de intensidad de luz dispersada, del inglés “Particle Light Intensity

Distribution

PM: Peso molecular
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ABREVIATURAS

PS: Poliestireno.

PSD: Distribucion de tamafios de particulas, del inglés “Particle Size Distribution”.
PVP: Poli(vinil pirrolidona)

ROC: del inglés “Receiver Operating Charecteristics”

S: Sensibilidad

SDS: Dodecil sulfato de sodio.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
SEM: Microscopia electronica de barrido

SF: Reaccion de Sabin-Feldmann

St: Estireno.

T. gonddii: Toxoplasma gondii

T: turbidimetria.

TEM: Microscopia electronica de transmision

TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina

TS: Tension Superficial

UC: Uniodn covalente
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NOMENCLATURA

C°4om: Concentracion inicial de homogenato

C®j3saq: Concentracion inicial de P35Ag

C®4,: Concentraciodn inicial de P22Ag

D: Didmetro de particula.

DO: Densidad 6ptica.

DOy, : Densidad dptica obtenida frente al suero negativo.
DO, : Densidad éptica obtenida frente al suero agudo.
DO, : Densidad 6ptica obtenida frente al suero crénico.

DO,e/DOy¢s : Cociente entre la densidad Optica obtenida frente al suero agudo y la

densidad Optica obtenida frente al suero negativo.

DO, /DO, : Cociente entre la densidad Optica obtenida frente al suero agudo y la

densidad 6ptica obtenida frente al suero crénico.

dr: Coeficiente de difusion traslacional.
GO(OZ)G : Linea de base de la funcién de autocorrelacién de la intensidad de luz dispersada.
»Yr

Iy, I: Intensidades de los haces incidente y emergente.
kg: Constante de Boltzmann.
m (A;): Relacién de indices de refraccion de las particulas y del medio.

Mps: Niimero total de canales del correlador o puntos de la funcién de autocorrelacion.
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NOMENCLATURA

My: Numero de puntos del espectro de turbidez.

n,,: Indice de refraccién del medio.

n,: Indice de refraccion de las particulas.

N,: Densidad numérica o concentracién en nimero de las particulas.
N, : Numero total de muestras.

q: Vector de onda.

0., : Eficiencia de extincion de la particula.
t: Tiempo.

To: Temperatura absoluta.

x: Conversién global.

x(D,A ;) : Tamafio relativo de las particulas.

Simbolos Griegos

6, : Angulo de deteccion.

Itom: Cantidad de FRA unida por unidad de drea de particulas.
I'p2oag: Cantidad de P22Ag unida por unidad de drea de particulas.
I'p3sag: Cantidad de P35Ag unida por unidad de drea de particulas.

THom, cov: Cantidad de FRA unida por unidad de area de particulas, luego del proceso de

desorcion con Trirén X-100.

I'p2ag, cov: Cantidad de P22Ag unida por unidad de drea de particulas luego del proceso de

desorcion con Trirén X-100.

I'p3sag, cov: Cantidad de P35Ag unida por unidad de drea de particulas luego del proceso de

desorcién con Trirén X-100.
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NOMENCLATURA

I : Constante de decaimiento caracteristica de las particulas.

Gy, - Intensidad de luz dispersada al dngulo 0, .

A ; + Longitud de onda de la luz incidente en el medio.

ApLs : Longitud de onda en el vacio de la luz ldser incidente.
7; : Tiempo de decaimiento discreto.

[ : constante “instrumental”.

o : Densidad de carga superficial.

dcoon: Densidad de grupos COOH superficiales.
dsos4=: Densidad de grupos SO,~ superficiales.
dcamso: Densidad de grupos C,H;0 superficiales.
p : Densidad del polimero.

1M : Viscosidad del medio.

AA: Incremento en la absorbancia 6ptica
AA/cut-off: Distribucién de la AA relativa.

AAJAA,s: cocientes entre la AA correspondiente al suero agudo y la AA para el suero

negativo.

AA,/AA: cocientes entre la AA correspondiente al suero agudo y la AA para el suero crénico.
Ue: Movilidad electroforética.

C: Potencial Zeta.
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