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Desarrollo de un Ensayo Competitivo para la Detecciéon de Endotoxinas

La sepsis y el shock séptico son serias causas de muerte. Estas condiciones
pueden iniciarse por una liberacién masiva de lipopolisacarido (LPS) proveniente de la
pared celular de las bacterias Gram—negativas, el cual activa en forma inapropiada el
sistema inmune innato. Actualmente, el ensayo enzimatico del lisado de amebocitos del
Limulus Polyphemus (LAL) se utiliza ampliamente en la deteccién y cuantificacion de
endotoxinas en muestras clinicas y no clinicas. Sin embargo, este procedimiento posee
varias limitaciones.

El LPS esta organizado en tres dominios estructurales, un heteropolisacarido
que representa la superficie antigénica de la bacteria llamado antigeno O, una porcién
central constituido por un oligosacarido, denominado ntcleo sacarido y una porcion
lipidica llamada lipido A, responsable de la actividad endotoxica del LPS. Debido a las
propiedades quimicas del LPS, el estudio de sus rutas metabolicas, su interaccién con
moléculas de reconocimiento o superficies modificadas, se realiza empleando LPS
marcado. Por otra parte, dada su tendencia a formar agregados, su derivatizacién con
técnicas comunmente utilizadas en polisacaridos rinde resultados pobres y pérdida de su
actividad endotoéxica.

En el presente trabajo de tesis se estudiaron distintas estrategias para la
sintesis de conjugados de LPS de Sal/monella Minnesota. La derivatizaciéon de LPS se
llevé a cabo en la region polisacarida lejos del lipido A. Se han sintetizado conjugados
con diversas sondas incluyendo, dansilo, biotina, peroxidasa de rabano picante (HRP) vy
complejos electroactivos. Los conjugados con biotina y HRP se utilizaron en el
desarrollo de ensayos competitivos amperomeétricos para la deteccioén de endotoxinas.

La configuraciéon de los ensayos involucra una superficie de oro modificada con
un derivado del dextrano y como elemento de reconocimiento una proteina
recombinante, Endotoxin Neutralizing Protein (ENP), que reconoce especificamente la
region del lipido A del LPS. Para estos ensayos se ha estudiado la modificacién de la
superficie de oro con polimeros hidrofilicos con el objetivo de minimizar la interaccion
inespecifica de los componentes del ensayo con la superficie. La construccion de los
electrodos se evalu6 por medidas electroquimicas, elipsometria y espectroscopia
fotoelectrénica de rayos X (XPS). Con el sistema utilizando el conjugado de LPS-HRP

se alcanzo6 un limite de deteccion de 0,06 UE mL L.

Palabras clave: Lipopolisacaridos, endotoxinas, conjugacién, fluoroforo, enzima,

adsorcién, ensayo amperométrico, ensayo competitivo.
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Development of a Competitive Assay for the Detection of Endotoxins

Sepsis and septic shock are major causes of death. These conditions can be
initiated by the massive release of lipopolysaccharide (LPS) from the cell wall of Gram-
negative bacteria, which then inappropriately activates the innate immune system.
Currently, the enzymatic Limulus Polyphemus amebocyte lysate (LAL) assay is used
most widely to detect and quantify endotoxin in clinical and nonclinical samples.
However, there are several limitations to this procedure.

LPS is organized in three structural domains, a heteropolysaccharide which
represents the antigenic surface of the bacteria called O-antigen, a short
oligosaccharide, which is the core region and a fatty—acylated region called lipid A,
which is the active moiety of LPS. Because of the chemical properties of LPS, studies of
its biological pathways, its interactions with recognition molecules, and its interactions
with modified surfaces are carried out mainly using labeled LPS. In contrast, because its
ability to form aggregates, the modification of LPS using polysaccharides common
labeling protocols gives poor yields and endotoxic activity loss.

In this thesis work, different strategies were studied for the synthesis of
Salmonella Minnesota LPS conjugates. The LPS labeling were carried out in the
polysaccharide region, away from lipid A. We have synthesized conjugates with
different probes including, dansyl, biotin, horseradish peroxidase (HRP) and
electroactive complexes. The biotin and HRP derivatives were used in the development
of competitive electrochemical assays for the detection of endotoxins.

The assay configuration involves a dextran—derivative modified gold surface and
a recombinant protein, Endotoxin Neutralizing Protein (ENP), as the recognition
element, which specifically recognizes the LPS lipid A portion. For these assays, we
have studied the gold surface modification with hydrophilic polymers with the objective
of reducing the nonspecific interaction of the assay components with the surface. The
construction of the electrodes was evaluated by electrochemical and ellipsometric
measurements and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). The device using the LPS-
HRP conjugate was able to detect the presence of endotoxins in concentrations as low

as 0.06 EU mL ™",

Keywords: Lipopolysaccharides, endotoxins, labeling, fluorophore, enzyme, adsorption,

amperometric assay, competitive assay.
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1 - Introduccion

1.1 — Endotoxinas

Las bacterias Gram-negativas se hallan protegidas de su entorno por una
membrana externa asimétrica que encapsula su peptidoglicano. La seccidén externa de
esta membrana se compone principalmente de lipopolisacarido (LPS), un glicolipido que
constituye el mayor componente superficial de las bacterias Gram—-negativas, mientras
que la seccién interna se compone por fosfolipidos [1]. El LPS, también denominado
endotoxina estd organizado en tres dominios estructurales, antigeno O, nicleo sacéarido
(denominado en inglés core) v lipido A [2].

Una uanica célula de FEscherichia Coli contiene aproximadamente 3,5 x 10°
moléculas de LPS [3]. Estas moléculas estan ancladas en la membrana externa de la
ceélula, como puede observarse en la Figura 1.1, y son liberadas continuamente al medio
circundante de las células bacterianas en la etapa de replicaciéon y también cuando la
bacteria muere o se lisa. Son moléculas muy estables, resisten temperaturas extremas
(180-220 °C) y medios muy acidos 6 basicos (pH 3-12), en comparaciéon con proteinas.
Debido a su tamafio, pueden atravesar las membranas de los filtros de esterilizacion de

fluidos (0.1-0.22 um).

<«—nidad repetitiva

n n n

LPS <«—Heptosa
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Figura 1.1: Estructura esquematica de la cubierta de una célula de E. ColiK-12 [4].
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1.1.1 — Estructura quimica

El lipopolisacarido posee una region polisacdrida y una region lipidica. Su
estructura fue elucidada en la década del 80 por diferentes grupos de investigacion.
Consiste en tres regiones diferentes desde el punto de vista quimico. En la Figura 1.2 A
se presenta un esquema de la estructura quimica de un LPS completo (liso) v en la
Figura 1.2 B, la estructura quimica para el LPS de los distintos mutantes de Sa/monella
minnesota. Como ya se ha mencionado el LPS esta constituido por una porcién lipidica
no polar llamada lipido A, una porcion central constituida por un oligosacarido,
denominado ntcleo sacarido y un heteropolisacarido que representa la superficie
antigénica de la bacteria, llamado antigeno O.

A Nicleo Nicleo

externo interno
‘ I | Fosfato

Unidad .
repetitiva Glucosamina

Antigeno O Nucleo Lipido A
sacéarido
B
Quimiotipo !Ra 'Rb ERC iRdz iRe Lipido A
Cepa {(R60)  |(R345) I(R5) (R4 (R595)

-—

Antigeno O

._____________,

Figura 1.2: Estructura esquematica de LPS. A) LPS completo (liso). B) LPS

proveniente de mutantes de Sa/monella Minnesota [5].

Todas las bacterias Gram-negativas, con la excepcion de algunas que producen
esfingolipidos en lugar de LPS, sintetizan el lipido A mediante caminos metabdlicos

similares al de Z. Col/ [4]. El lipido A es un anfifilo formado por un disacarido de
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glucosamina difosforilado, por lo tanto, hidrofilico y negativamente cargado, unido a un
dominio hidrofobico de 6-7 cadenas con 12-16 carbonos cada una, via un enlace amida
o éster [6-8]. La regién hidrofébica adopta una estructura hexagonal, resultando en
una estructura mas rigida comparada con el resto de la molécula. La Figura 1.3 muestra
la estructura quimica del lipido A para Salmonella y E. Coli. El lipido A actia como un
anclaje hidrofobico para el LPS y es el componente bioactivo de la molécula asociada

con el shock séptico generado por bacterias Gram—negativas [2, 9-11].

Figura 1.3: Estructura quimica de Kdos-lipido A de A) E. Coli y B) Salmonella.

La zona central de la molécula, el nucleo sacdrido, estd compuesta por hidratos
de carbono presentando una estructura poco variable entre las distintas especies. La
misma puede dividirse en dos regiones: una region interior y otra exterior. La region
interior, denominada nucleo interno (inner core) y vecina al lipido A, esta formada por
heptosas y acido 3-desoxi—-D—mano—2-octoulosénico (Kdo). Al igual que el lipido A, se
encuentra parcialmente fosforilada, por lo que las endotoxinas exhiben una carga neta
negativa en solucién a pH fisiolégico [12]. La regiéon exterior, denominada nicleo
externo (outer core), estd formada por hexosas y aminohexosas y presenta mayor

diversidad entre lipopolisacaridos de distintos origenes.



Desarrollo de un Ensayo Competitivo para la Deteccién de Endotoxinas

El antigeno O esta formado por una cadena de unidades repetitivas de un
oligosacarido (3 a 8 monosacaridos), especificos y determinantes de la identidad
serologica de la bacteria. Esta es la porcion mas variable entre distintas especies y aun
dentro de la misma especie. Puede cambiar el tipo de azucar de una especie a otra o de
un serotipo a otro y también puede cambiar el nimero de unidades repetidas dentro de
una misma especie y serotipo, por lo que las muestras son altamente heterogéneas. Una
descripcion detallada sobre la estructura y biosintesis del ntucleo sacarido y el antigeno
O puede encontrarse en las referencias [2, 13]. La masa molar de un monémero de
endotoxina es de alrededor de 10 kDa, aunque también se ha llegado a estimar entre

15-20 kDa, dependiendo de la variabilidad del antigeno O [12, 14].

1.1.2 — Estructura supramolecular

Las endotoxinas son moléculas anfifilicas, y por lo tanto tienden a formar
agregados multiméricos (Figura 1.4) por encima de una concentraciéon de agregacion
critica (CAC), también denominada concentracion micelar critica (CMC), que depende de
su hidrofobicidad. Por encima de esa concentracién, existe un equilibrio entre los
monoémeros libres y los agregados. La CMC es influenciada por la cantidad de aztcares
unidos a la porcion de lipido A, asi como por el numero y distribucién de las cargas. De
esta forma, la CMC es mayor para LPS liso que para LPS proveniente de cepas
mutantes, dada su elevada cantidad de aztcares en la region del antigeno O [15].

La estructura de los agregados formados por encima de la CMC puede ser tanto
nolamelar invertida (ctbica, Q, o hexagonal, Hy) o lamelar, dependiendo de la
conformacion de las moléculas que contribuyen al agregado [16]. Por otro lado, la
agregacion y la estructura que adopta el LPS se ve influenciada por la presencia de
contraiones divalentes [17], dada su influencia sobre las cadenas acilicas y la movilidad
de las cabezas hidrofilicas del LPS [18, 19]. En particular, el Ca*", Mg®" v en menor
magnitud el Ba®" modifican los parametros biofisicos tales como el orden de las cadenas
acilicas y la estructura de agregaciéon [20].

Los monomeros de LPS, pueden obtenerse por encima de la CMC mediante el
uso de tensioactivos tales como triton X-100 [21], acidos biliares o colicos como el
deoxicolato [22], quelantes como el EDTA [23] y también por sonicado.

Las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos en general, asumen 2 estados 6
fases principalmente, el gel (B) y el liquido cristalino (o). La transicién entre las

distintas fases esta acompafiada por cambios en la geometria de las moléculas
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involucradas y por lo tanto tiene también un impacto en la estructura del ensamblado
supramolecular [24]. El cambio reversible entre dichas fases puede inducirse con la
temperatura. Dicha temperatura, la temperatura de transicién o temperatura critica (T.),
depende del tipo de cabeza hidrofilica (tamafio y carga) y del ntumero, longitud y grado

de saturacion de las cadenas hidrocarbonadas hidrofobicas.

Hexagonal normal(Hi)

Lamelar (1)

Figura 1.4: Algunas de las estructuras supramoleculares del LPS. La region polar de la molécula

esta representada con una esfera roja y la region hidrofébica con un bastén azul.

Para el caso de LPS y lipido A, debe considerarse la variacién en la estructura
quimica primaria, por ejemplo variaciones en la conformacion y estado de carga de la
cabeza hidrofilica, en el patron de acilacion y en la longitud de la cadena de
carbohidratos, aun dentro de la misma preparacion, por lo tanto los valores
macroscopicos medidos corresponden a un promedio de una mezcla microscoépicamente
heterogénea. Esto representa el principal impedimento para el estudio de las
propiedades fisicoquimicas del LPS [22], pudiéndose encontrar resultados parcialmente
contradictorios en la literatura, tanto sobre estructura como sobre su comportamiento.
Para mas detalles acerca de parametros fisicoquimicos y estructura tridimensional de

LPS y Lipido A pueden consultarse las referencias [17, 25-29].
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El conocimiento del valor de la concentracién a partir de la cual el LPS comienza
a formar agregados es fundamental para el desarrollo de ensayos para su deteccion, asi
como para su caracterizacion y la de sus derivados. En varias publicaciones se han
presentado estudios que permitieron estimar el valor de CMC para LPS de distintas

cepas bacterianas [30-33], asi como la masa molecular de sus monémeros.

1.1.3 — Acci6n fisiolégica

Cuando un organismo reconoce a un potencial patdogeno como extrafio, un
eficiente sistema de alerta dispara la respuesta inmune. Este mecanismo es activado
para destruir al agente invasor, pero también puede, si es sobreestimulado iniciar una
cascada de eventos fisiopatoldégicos denominado shock séptico.

Cuando las endotoxinas se administran en forma intravenosa producen un efecto
similar al del inicio de la sepsis y por esta razon se han utilizado ampliamente como
modelo en humanos y animales para estudiar el mecanismo de la sepsis [34]. Los
esfuerzos actuales en su investigacion se deben a la predominancia de su ocurrencia y
la mortalidad asociada. Se estima que se producen, solo en los Estados Unidos,
alrededor de 500000 casos por afio, de los cuales el 35% de esos pacientes no se
recuperan [35].

La sepsis se ha definido como la “respuesta sistémica a la infeccion” [36], donde
la bacteremia, endotoxemia, fungemia, y viremia mdas especificamente representan la
presencia de bacterias viables, endotoxinas, hongos, y virus, respectivamente, en la
sangre. El shock séptico es el resultado final de la sepsis y se ha definido como “un
estado de perfusion tisular inadecuada inducida por productos microbianos y
caracterizada por baja presion sanguinea y sefiales bioquimicas asociadas al déficit de
oxigeno”[37]. La respuesta inflamatoria intravascular generalizada causa la reduccion
de oxigeno y de la capacidad de transporte de nutrientes a los organos vitales
resultando en vasodilatacién.

La introduccion de componentes bacterianos a la circulacion sanguinea es
causada por infecciones, frecuentemente infecciones hospitalarias, debido al uso
excesivo de catéteres y otros dispositivos invasivos. Esto ocurre generalmente en
pacientes inmunodeprimidos por quimioterapias, por transplantes, con enfermedades
inflamatorias como asi también en pacientes bajo tratamiento por quemaduras o traumas

Severos.
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La respuesta del organismo a la presencia de endotoxinas (Figura 1.5) en el
torrente sanguineo activa dos lineas de defensa del sistema inmune: una linea humoral
(comprendida por el complemento, anticuerpos y proteinas de fase aguda) y una linea

celular, en particular de células mononucleares (monocitos y macrofagos) y neutrofilos.

LPS-LBP

TRAF &
' OTAKI

"y IKKapy
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N
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SHOCK SEPTICO+ - - -\ \ - TFN et IL-1 /,NUC,LE{J

Figura 1.5: Cascada de eventos asociada con el shock séptico [38].

La respuesta sensible del sistema inmune al LPS requiere al menos de dos
elementos bioquimicos: una proteina que lo reconoce, proteina de uniéon a LPS (LBP, del
inglés LPS-binding protein) [8, 39-42] y un receptor celular conocido como CD14 [43,
441]. La proteina de uniéon a LPS se produce y secreta por el higado y se acumula en
plasma en concentraciones 100 veces mayores que lo normal al iniciarse la respuesta
inmune inducida por la presencia de LPS. Otro componente de la membrana celular, el
TLR2, acttia como co-receptor e inductor de la produccion de citoquinas. La activaciéon
generalizada de células del sistema inmune en respuesta a LPS resulta en la liberacion
desmedida de mediadores de la respuesta inflamatoria: citoquinas (TNF-a, IL-1 e IL-
6), prostaglandinas, interleuquinas y especies oxigenadas reactivas. Estos compuestos
inducen vasodilatacién y sobreregulacion de moléculas de adhesién, resultando en la

liberacién desmesurada de neutrédfilos y monocitos y en la activaciéon de linfocitos,
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leucocitos y células del endotelio. Las citoquinas son los mediadores primarios de la
cascada de eventos que ocurren luego de la endotoxemia. Mediadores secundarios,
tales como prostaglandinas y leucotrienos liberados por los neutrofilos y 6xido nitrico
producido en grandes cantidades por monocitos y macrofagos, juegan también un
importante rol debido a su potente accién local sobre la microvasculatura. Algunos
vasos sanguineos se contraen mientras que otros se dilatan resultando en una anormal
distribuciéon del flujo sanguineo. Ademdas de la estimulacion de la coagulacién por
citoquinas, el LPS interacciona directamente con el sistema de coagulacion activando la
cascada de complemento y modificando varias etapas del sistema de coagulacion. El
cuadro clinico resultante se denomina Coagulacion Intravascular Diseminada (DIC).

La produccién desmedida de citoquinas induce alteraciones metabolicas,
hormonales y neuroendocrinoldgicas, que sumado a la anormal distribucion del flujo
sanguineo, produce la disfuncion de las células y la falla progresiva de distintos 6rganos
importantes tales como el cerebro, corazén, rifion, higado y pulmoéon dando lugar a
cuadros clinicos severos como el Sindrome de Falla Multiorganico (MOSF) y el

Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (ARDS).

1.1.4 — Unidad de endotoxina estandar

Debido a que igual masa de cualesquiera dos endotoxinas provenientes de
distintas bacterias o cepas, o aun de diferentes métodos de extraccién, no
necesariamente poseen igual potencia en cuanto a su actividad biologica se refiere, es
necesario establecer una endotoxina estandar de referencia cuya potencia sea conocida
en relacion a sus efectos en humanos. Se establece entonces la UE (unidad de
endotoxina), como la actividad de una endotoxina especifica (EC-2) [45], definida como
la quinta parte de la cantidad de endotoxina de E. Coli (EC-2) requerida para generar
una respuesta pirogénica cuando es inyectada en humanos y conejos, sobre la base de
su peso expresado en kg. La UE establecida y definida como 0,2 ng de EC-2 expresa la
actividad bioldgica de cualquier solucién en términos de su similitud con la potencia

pirogena de E. Coli.

1.1.5 — Ensayo de endotoxinas bacterianas. Ensayo LAL

La utilizaciéon del LAL (Lisado de Amebocitos del Limulus Polyphemus) para la

deteccién de endotoxinas surgié de los estudios de Bang [46], al observar un cuadro de
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coagulacién intravascular fatal en el cangrejo herradura, Limulus Polyphemus, bajo la
infeccion por bacterias Gram-negativas. Luego, Levin y Bang [47, 48] demostraron que
la coagulacién era el resultado de la reaccion entre la endotoxina y una proteina
coagulable en los amebocitos del ZLimulus. Seguido del desarrollo de un agente
anticoagulante para la sangre del Limulus, Levin y Bang [49] prepararon un lisado a
partir de amebocitos que presentaba una elevada sensibilidad frente a la presencia de
endotoxinas. Solum [50, 511, Young, Levin y Prendergast [52] demostraron que la
reaccién involucrada entre la endotoxina y la proteina coagulable era enzimadtica. La
endotoxina cataliza la activacion de una proenzima en el lisado de los amebocitos del
Limulus. La enzima activada (coagulasa) hidroliza enlaces especificos dentro de la
proteina coagulable (coagulégeno) presente en el lisado. Una vez hidrolizada, la
resultante coagulina se asocia y da lugar a un gel. Este hecho dio origen al método de

determinacion LAL de gel en tubo v el ensayo LAL turbidimétrico (Figura 1.6) [53, 54].

Endotoxinas (LPS)

ﬂ Factor C

Factor C Activado B(1-3)-Glucanas
”l Factor B Factor G ﬂ
Factor B > -
Activado Activado Factor G
Enzima Enzima
Procoagulante Coagulable
Sustrato
Cromogénico
OD 545 nm

Figura 1.6: Reaccion de coagulacion en cascada en el lisado de amebocitos del cangrejo
herradura. El Factor C, Factor B, Factor G y la Enzima Coagulable son componentes del lisado de

amebocitos.

Basado en este mismo principio se desarrolld6 un método cromogénico [55]
donde se agrega un sustrato peptidico cromogénico incoloro que reacciona con el
coagulogeno durante la cascada de coagulacién del lisado en presencia de LPS. El
sustrato cromogénico, en su reaccion con el coaguldégeno libera p—nitroanilina de color

amarillo, pudiéndose medir su absorbancia a 405 nm. Tanto el método turbidimétrico
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como el cromogénico permiten estimaciones cuantitativas, mientras que el método de
gel en tubo se emplea como ensayo limite o semicuantitativo.

El método tiene una importante variabilidad, requiere ensayos de confirmacion
de sensibilidad del lisado y de inhibicion o intensificacion. Por otra parte es costoso, no
solo por el requerimiento de personal entrenado para la realizaciéon del ensayo, sino
también debido a los pasos que se requieren para la preparacion del reactivo, que
involucra desde la captura del cangrejo hasta la purificacion del lisado.

La principal ventaja del método es su alta sensibilidad y bajo limite de deteccion.
Los proveedores aseguran que valores tan bajos como 0,03, 0,005 y 0,001 UE mL !
pueden detectarse con el método de gel en tubo, el cromogénico y el turbidimétrico,
respectivamente, aunque no recomiendan el uso de concentraciones menores a 0,01 UE
mL ™! en la curva de calibracion [56-58].

El ensayo LAL esta aprobado por la Federal Drug Administration (FDA) para la
determinacién de endotoxinas en bafios de didlisis, inyectables, sueros y dispositivos
médicos. Sin embargo, dada su variabilidad, recomienda ante resultados dudosos, la
realizaciéon del ensayo en conejos, donde la administraciéon de endotoxinas en sangre da

lugar a un cuadro febril [59].

1.1.6 — Moléculas de unién a LPS

Al ingresar al torrente sanguineo, el LPS puede causar shock séptico, dando
lugar al dafio de los 6rganos principales, v en el 60% de los casos llevando a la muerte.
Por lo tanto, el desarrollo de procedimientos para su detoxificacion es de suma
importancia y urgencia. Los avances recientes en el descubrimiento de moléculas
capaces de neutralizar endotoxinas se ha centrado en péptidos con la propiedad de
unirse al LPS y neutralizar sus efectos toxicos. Estos péptidos son la polimixina B [3,
60-66] y sus péptidos sintéticos derivados [67, 68], y también fragmentos de proteinas
capaces de unirse al LPS, entre las que podemos citar, LBP [&, 69], LALF [41, 69],
TALF [70], BPI [69, 71] y CAP37 [72] entre otros. Otras moléculas, como los
anticuerpos antiendotoxinas [65, 73, 74], también han demostrado tener estas
propiedades.

El uso de estos agentes no se limita solo al desarrollo de procedimientos para la
detoxificacion o remocién de endotoxinas, sino que también encuentran su aplicacion en
procedimientos preventivos, en sistemas capaces de detectar muy bajas

concentraciones de endotoxinas.

12



1 - Introduccion

1.1.6.1 — Anticuerpos antiendotoxinas

Dado que el lipido A es un elemento estructural comun a todas las endotoxinas,
presenta baja variabilidad y representa su centro endotdéxicamente activo, este
segmento del LPS fue considerado el objetivo ideal para la generacion de anticuerpos
que puedan reaccionar con muchos LPS serologicamente distintos. Si bien, estos
anticuerpos anti-lipido A reaccionaron con una extensa variedad de lipidos A
provenientes de bacterias de distinto origen, mostraron muy baja afinidad con LPS, o
sea con lipido A conteniendo la porcién polisacarida [65, 74], ademéas de unirse
inespecificamente a un amplio rango de ligandos hidrofobicos como por ejemplo
lipoproteinas [3, 121].

En la actualidad, el desarrollo de vacunas para bacterias Gram-negativas y de
sistemas de detoxificacion de LPS basados en anticuerpos se centra en la utilizacion de
la regién sacarida del LPS [75-81]. En este caso, la probleméatica surge en la alta
variabilidad que existe en la regiéon del antigeno O entre distintas bacterias e incluso
distintos serotipos de una misma bacteria. Si bien, esto limita su aplicacién a una
bacteria o LPS especifico [12, 65] permite obtener anticuerpos con una elevada
afinidad por un patégeno determinado.

Otras estrategias inmunoterapéuticas incluyen el bloqueo de la uni6on del LPS al

CD14 con anticuerpos anti—-CD14 o anti—-LBP [82-86].

1.1.6.2 — Proteinas de granulocitos de unién a LPS

En el curso de una infeccion por bacterias Gram—-negativas, el exceso de LPS
generado es responsable de causar shock y falla organica multiple. A la fecha, las
terapias aplicadas para neutralizar efectivamente su toxicidad han sido limitadas. Las
proteinas de union a LPS derivadas del sistema inmune del hospedador pueden
funcionar correctamente como moduladores de la actividad biologica del LPS. Tales
proteinas se encuentran en una variedad de fuentes, incluyendo el suero, la membrana
celular de las células del hospedador, amebocitos, y en insectos. Esta seccién se
centrard en aquellas proteinas de unién a LPS presentes en los granulocitos
lisosomales: BPI (proteina que aumenta la permeabilidad bactericida), CAP57, CAP37 vy
CAP18 (proteinas antimicrobianas cationicas), LZM (lisozima), LF (lactoferrina) y

catepsina G.
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1.1.6.2.1 — Proteina que aumenta la permeabilidad bactericida (BPI)

BPI es una proteina catidénica de masa molecular 55 kDa que estd localizada en
los granulocitos de los neutréfilos [39]. La proteina se une a la superficie de las
bacterias Gram-negativas, alterando la permeabilidad de la membrana y causando la
muerte celular [87]. Las caracteristicas moleculares determinantes de su actividad
especifica estan presentes dentro del fragmento N-terminal de unos 25 kDa. Esta
porcion aislada de BPI es un potente neutralizador de endotoxinas con indicacion
terapéutica en sepsis por meningococos. La potencia de neutralizacién de este
fragmento, asi como la de la proteina completa es similar para LPS liso y LPS de
distintos mutantes (carentes de la regién antigeno O). Este fragmento N-terminal
exhibe dos caracteristicas estructurales: a) Un elevado contenido de residuos basicos
esta concentrados en esta region (La carga neta es +17), b) Hidrofobicidad. La primera
posibilita una fuerte atraccidén electrostatica con los sitios anionicos en la regiéon del
lipido A y el nucleo sacarido del LPS y la ultima facilita la interaccion hidrofébica con la

regién del lipido A [88, 89].

1.1.6.2.2 — Proteinas antimicrobianas catiénicas (CAP)

Estas proteinas difieren sustancialmente en su masa molecular (57 kDa, 37 kDa
y 18 kDa), composiciéon de aminoacidos y actividad antimicrobiana. Las caracteristicas
de la proteina de mayor masa molecular son similares a la BPI humana [39].

El mecanismo de accion de CAP57 [90, 91] es similar al mecanismo de la
polimixina B (seccién 1.1.6.3.4). CAP37 ademas de poseer propiedades antimicrobianas,
posee actividad de quimioatraccién especifica de monocitos [92, 93]. La homologia
entre CAP37 con la elastasa y catepsina G sugiere un mecanismo de accién analogo vy
una fuerte interacciéon con el LPS.

CAP18 es una proteina aislada originalmente de granulocitos de conejo y
recientemente identificada en humanos. Estd formada por 142 residuos y tiene un peso
molecular aproximado de 18 kDa. La proteina estd compuesta por dos dominios: una
porciéon N-terminal cuya funcién no se conoce y un fragmento C-terminal que presenta
propiedades de unién a LPS. Este fragmento presenta también actividad bactericida

contra bacterias Gram—negativas y Gram-positivas.
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1.1.6.2.3 — Lisozima (LZM)

La lisozima es una enzima cati6énica de baja masa molecular con propiedades
bacterioliticas mediadas por la hidrolisis del peptidoglicano de la pared celular
bacteriana. En el ser humano se halla presente en altas concentraciones en las lagrimas
y en menor cantidad en la saliva y el plasma y solo en trazas en la orina. En los tejidos,
se halla principalmente en los pulmones, rifiones y en la sangre. También, se ha hallado
que la LZM se une al LPS y neutraliza su endotoxicidad y su actividad
inmunofarmacologica [94-97]. La unién del LPS a la LZM no esta caracterizada por un
solo sitio de unidn, sino multiples sitios de uniéon con distintas afinidades. De esta forma,
la union a la enzima depende tanto del tiempo como de la temperatura. El mecanismo de
union también se ve afectado por el pH, viéndose favorecido a pH acido. Sin embargo,
una vez formado el complejo molecular, tanto los cambios de pH como los de fuerza
i6nica no afectan su integridad. Esto sugiere que la interaccion inicial estd mediada por
interaccion iénica y luego la estabilizacion del complejo se logra bajo interacciones de

tipo hidrofobicas. Este tipo de mecanismo es analogo al descripto para BPI.

1.1.6.2.4 — Lactoferrina (LF)

La lactoferrina es una glicoproteina monomérica no hémica de unién a hierro de
80 kDa presente en granulocitos de neutrofilos, asi como en leche, lagrimas, y suero. El
efecto bacteriostatico relativo a la inhibicion de la multiplicacién bacteriana, esta
relacionado a su habilidad de captar Fe?* que es esencial para el crecimiento y
expresion de virulencia de algunos agentes patégenos [98-100]. El efecto bactericida
radica en la capacidad de la lactoferrina de interaccionar con cationes divalentes como
el Ca® que contribuyen a estabilizar la superficie bacteriana y con componentes
bacterianos con carga negativa como el lipopolisacarido. Dicha interaccion desorganiza
y desestabiliza la superficie celular causando la pérdida de la permeabilidad y

finalmente la muerte celular [100, 101].
1.1.6.2.5 — Catepsina G
La catepsina G es una proteasa tipo quimiotripsina que posee actividad

antimicrobiana tanto para bacterias Gram-negativas como Gram-positivas y hongos. El

punto isoeléctrico de la catepsina G es mayor a 12,5, y esta propiedad fisicoquimica es
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importante para la actividad antimicrobiana de la proteina asi como para su fuerte

interaccién con el LPS [102].

1.1.6.3 — Otras moléculas de unién a LPS

En el marco del disefio de nuevas estrategias preventivas y terapéuticas se
incluye el desarrollo o descubrimiento de una serie de moléculas que presentan una

fuerte capacidad e uni6én a LPS provenientes de distintas fuentes u organismos.

1.1.6.3.1 - Proteina de unién a LPS (LBP)

En circulacion, el LPS se une a la LBP, glicoproteina miembro de la superfamilia
de proteinas que unen y transfieren fosfolipidos. La LBP circula en plasma de
mamiferos asociada a las lipoproteinas de alta densidad (high-density lipoproteins,
HDL) vy su concentracion incrementa 100 veces en plasma durante la respuesta de fase
aguda. Esta proteina presenta un sitio de uniéon para el lipido A y participa en la
respuesta celular del LPS, mediando la desagregacion de agregados supramoleculares
de LPS para formar el complejo LPS-LBP. De esta manera participa en la presentacion
del LPS a los receptores CD14m (Figura 1.5) asociados a membrana, presentes en
células mieloides incluyendo monocitos y neutroéfilos, inicidndose asi la activacion
celular con la subsiguiente liberacién de citoquinas (IL-1, [L-6 y TNF-a).

Por otro lado, el complejo LPS-LBP se une a las lipoproteinas plasmaticas
resultando en la detoxificacién del LPS [103, 104]. Se ha demostrado que la LBP
incrementa la incorporacion a las HDL de monomeros de LPS, ya sea desde su forma
micelar o de complejos LPS-CD14s por un proceso en el cual las moléculas de LPS son

intercambiadas por fosfolipidos.

1.1.6.3.2 — Factor Limulus anti—-LPS (LALF o ENP)

En 1982, fue identificado en los amebocitos de la hemolinfa del Zimulus, un
anticoagulante que inhibe la cascada de coagulacion mediada por LPS. Debido a este
efecto, se lo llamo6 Factor Limulus anti-LPS (LALF). Resultados experimentales i vivo
e in vitro indican que LALF se une y neutraliza LPS de numerosas y diferentes cepas de

bacterias Gram-negativas [105]. Este factor fue aislado y caracterizado. Es una
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proteina de punto isoeléctrico 10,2 y pequefia que consta de una unica cadena
polipeptidica de 101 aminoacidos, con una masa molecular de aproximadamente 12 kDa.

La proteina exhibe un tnico dominio que consiste de 3 a-hélices empaquetadas
frente a una lamina plegada B formada por 4 hebras (Figura 1.7). Las hebras 2 y 3 de la
lamina plegada recorren el largo de la proteina formando un lazo anfifilico en forma de
cufia. Estas hebras estian unidas por un puente disulfuro que cierra el ciclo (entre la

cisteina 31 v 52) [41, 106]. Este lazo involucra el sitio de unién al LPS.

Figura 1.7: Representacion esquematica de LALF con los extremos de la estructura
secundaria numerados. Las hélices se muestran como tirabuzones, las hebras como
flechas y los enlaces disulfuros como cuerdas amarillas. Los distintos tonos en rojo
(aminoacidos 2-30, 92-101 y 72) indican la superficie negativamente cargada de la
estructura del LALF. Los distintos tonos en azul (aminoacidos 31-91) indican la superficie

positivamente cargada. El lazo anfifilico incluye a los aminoacidos 32-50 [106].
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La secuencia de aminodacidos para el LALF fue dilucidada y usada como base
para la sintesis del gen clonado en £ Coli v luego expresado como su forma
recombinante (tfENP o rLALF) en Saccharomyces y Pichia pastoris obteniéndose una
proteina de 12.2 kDa con un punto isoeléctrico de 8.5 que neutraliza la actividad
biologica de LPS. Esta proteina contiene 105 aminoacidos, puesto que adiciona,
respecto de la proteina natural, la secuencia de aminodacidos Glu—-Ala-Glu-Ala a su
porcién N-terminal [107].

La distribucion de la carga superficial del LALF es bipartita (Figura 1.7) [106]:
la superficie izquierda inferior contiene los 6 grupos acidos y ningun grupo bdasico. La
superficie derecha superior contiene solo grupos basicos. Por lo tanto, a pH neutro, la
molécula actiia como un dipolo. Los residuos cargados positivamente apuntan hacia el
mismo lado favoreciendo el acercamiento del LPS por fuerzas electrostaticas entre sus
grupos fosfato y los grupos aminos de los aminodcidos. Por otro lado, los residuos
hidrofobicos quedan contenidos en el interior de la proteina, siendo los responsables de

estabilizar el complejo por fuerzas de van der Waals con las cadenas arilicas del LPS.

1.1.6.3.3 — Factor C

El Factor C activa la cascada de coagulacion del lisado de amebocitos del
Limulus. Puede existir como cadena simple con una masa molecular estimada de 123
kDa o como doble cadena. Contiene una serie de dominios estructurales, 3 de los
cuales, localizados en la porciéon N-terminal, exhiben una alta afinidad por el LPS. Estos
dominios son Sushi 1, Sushi 2 y Sushi 3. Se unen al LPS cooperativamente, con

constantes de disociacién del orden de 1072 M [108].

1.1.6.3.4 — Polimixina B (PmB)

Las investigaciones de las interacciones entre el LPS (o lipido A) y oligopéptidos
fueron motivadas a partir del hallazgo que la polimixina B (PmB), un antibiotico
peptidico cationico ciclico, se une al lipido A [109] con una constante aparente de
disociaciéon en el intervalo del micromolar [110] neutralizando su patogenisidad. La
accion del antibiotico puede atribuirse a su capacidad de alterar la membrana celular de
la bacteria [111]. La polimixina E (PmE) difiere en solo un aminoacido en la posiciéon 6
y posee funciones biologicas similares. Desafortunadamente, PmB es toxico y no puede

ser empleado para terapia. Sin embargo, se la utilizada ampliamente en la industria
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biotecnologica como ligando en columnas de afinidad [14] y se comercializa para uso
clinico en cartuchos de hemoperfusion extracorporal (“Toraymyxin”, Toray Industries
Inc., Tokio).

A partir de los estudios sobre la estructura y funcién bioldégica de la PmB, se han
sintetizado péptidos que imitan su estructura primaria y secundaria y poseen la
capacidad de unirse y detoxificar al LPS o lipido A [68]. Varios factores son
responsables de la capacidad de union del péptido al lipido A, incluyendo la naturaleza
anfifilica y cati6énica de la estructura primaria, el tamafio de la estructura, y la
conformacion del péptido. La estructura de la polimixina B ha sido determinada en su
forma libre y unida a lipido A [63]. En el complejo lipido A—PmB los grupos carbonilo
forman una superficie polar sobre una cara de la porcion ciclica del péptido, la cual se
encuentra sobre la estructura glicosidica hidrofilica del lipido A, y la parte lineal
conteniendo la cadena hidrocarbonada del péptido, se ubica paralela a las cadenas
acilicas del Lipido A, lo cual constituye la base de la interaccion hidrofobica entre el
péptido y el LPS. Los grupos y—NH, de los residuos Dab (a,y-acido diaminobutirico)
apareados (Dab3/Dab4 y Dab7/Dab8) forman una unién i6nica bidentada con los grupos

fosfato del lipido A.

1.2 — Selectividad quimica y reconocimiento molecular

El término reconocimiento molecular es un término adoptado de la quimica
biologica, en algunos casos utilizado en el area de sensores para describir procesos
quimicos de transducciéon basados en selectividad. La selectividad es un término
bastante mas amplio que el reconocimiento molecular y puede alcanzarse en procesos
quimicos no relacionados con procesos biolégicos. En un sentido bioquimico, el
reconocimiento molecular pertenece a una interaccion altamente especifica que implica
la formacion de enlaces por complementaridad y funciones biolégicas [112]. La
complementaridad estructural es el resultado de multiples enlaces débiles, por ejemplo,
union puente de hidrogeno, i6nico, y van der Waals, los cuales en conjunto dan lugar a
una evidente interaccién global fuerte. De esta forma, el analito se une fuertemente al
sitio activo de una enzima, un antigeno se une fuertemente a una regién apropiada de un
anticuerpo complementario o un receptor celular da origen a su funcion biologica a
partir del reconocimiento molecular de una sustancia quimica especifica, tal como la

apertura de un canal i6nico, exocitosis, o transmision neuronal.
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Para el disefio de muchos biosensores, el reconocimiento molecular bioldégico se
utiliza en el paso de transduccion quimica. Las moléculas biologicas inmovilizadas, por
ejemplo, enzimas, anticuerpos, células, y tejidos, exhiben en esos dispositivos su
funcién biologica producto de la interaccion molecular a través de uniones especificas.
En otros sensores, particularmente en aquellos donde la transduccién quimica esta
basada en la selectividad de moléculas no bioldgicas, el reconocimiento molecular no
necesariamente forma parte de la selectividad del dispositivo. La unién metal-ligando,
particiébn entre fases, y exclusién por tamafio o carga, son algunos ejemplos de

mecanismos de selectividad no basados en reconocimiento molecular.

1.2.1 — Inmunoensayos [113]

Los inmunoensayos son una técnica analitica que utiliza anticuerpos en la etapa
de reconocimiento especifico de un analito. Las principales caracteristicas que se le
atribuyen a este tipo de ensayos son su sensibilidad, selectividad, sencillez, rapidez y
bajo costo. Estas caracteristicas hicieron que los inmunoensayos se conviertan en una
de las contribuciones tecnologicas méas productivas a la medicina y la investigacién en
ciencias de la salud.

Las caracteristicas unicas de los inmunoensayos provienen de tres propiedades
importantes que poseen los anticuerpos: 1) Su habilidad de unirse a una gran variedad
de analitos quimicos naturales y sintéticos, biomoléculas, células y virus. 2)
Especificidad excepcional por la sustancia a la cual cada anticuerpo se une. Esto
permite determinar la presencia de una molécula especifica en presencia de otras
similares y en concentraciones muy bajas (107* M). 3) La fuerza de union entre el
anticuerpo y su analito especifico. Este tipo de interaccion prevalece durante los pasos
de procesamiento y medicién.

La fuerza de union primaria entre el anticuerpo y el antigeno es i6nica
(interaccién de largo alcance), operando sobre distancias del orden de los 10 nm. Luego
la exclusiéon del agua de hidratacion permite la formacion de enlaces hidrégeno y a una
distancia de 0,5-0,15 nm, las fuerzas de van der Waals (interaccién de corto alcance)
entre dipolos sobre atomos adyacentes se vuelven mas importantes y fortalecen la
union. La fuerza de unién entre las dos especies puede ser descripta por su constante
de equilibrio, K¢,. Valores de K., tipicamente se encuentran en el intervalo de 10% - 102

M*l
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La cantidad de configuraciones que puede adoptar un Iinmunoensayo es
clertamente enorme, incluso una vez elegido el tipo de inmunoensayo es posible elegir
entre varios formatos, cada uno de los cuales con sus propias caracteristicas de
rapidez, sencillez y sensibilidad. Algunas de las configuraciones relacionadas con este

trabajo de tesis se describirdn mas adelante.

1.2.1.1 — Ensayo inmunométrico [113]

El inmunoensayo méas simple de entender es el disefio inmunométrico. El
anticuerpo inmovilizado sobre una superficie de plastico (tal como poliestireno) captura
al analito de la muestra, y un anticuerpo diferente, especifico de alguna otra parte de la
molécula de analito se utiliza como base para la generacion de la sefial. Este ultimo
anticuerpo estd marcado, por ejemplo, con un isotopo radioactivo. Luego de la
incubacién para permitir que los anticuerpos se enlacen al analito, se lava el anticuerpo
marcado no unido. La etapa final del ensayo involucra la medicién de la seifial
correspondiente, siendo en este ejemplo una medida de radioactividad. La sefial sera en
consecuencia proporcional a la concentracion de analito en la muestra.

El componente marcado del ensayo se denomina marcador. Al analito al cual el
anticuerpo se une especificamente se lo denomina antigeno. La remocion eficiente del
marcador no unido es una parte critica del ensayo, conocida como separacion. El
material sobre el cual el anticuerpo se une de forma irreversible es la fase sdélida. Dado
que los anticuerpos forman un sandwich alrededor del analito, los ensayos
inmunomeétricos son también denominados ensayos tipo sdndwich (Figura 1.8).

El ensayo puede utilizar distintos tipos de marcadores, por ejemplo una enzima
en lugar de un isétopo radioactivo. Las enzimas, con su sustrato apropiado, pueden
utilizarse para generar color o crear productos fluorescencia o quimioluminiscentes.
Cada molécula de enzima puede convertir muchas moléculas de sustrato, lo que provee
un sistema de generacion de sefial muy sensible. Esta configuracion de ensayo se
conoce como ELISA (Del inglés Enzyme-linked Immunosorbent Assay).

Las enzimas empleadas en inmunoensayos deben cumplir una serie de
requisitos, entre los cuales se destaca: 1) Poseer una elevada actividad especifica. 2)
Ser compatible con un amplio intervalo de medios de reaccion y condiciones de ensayo
(pH, fuerza io6nica, etc.). 3) Ser facilmente conjugable. 4) Poseer una baja union

inespecifica al anticuerpo y a la fase solida. Existe un gran numero de enzimas que
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cumplen estos requisitos. Algunos ejemplos son la peroxidasa de rabano picante (HRP)

y la fosfatasa alcalina (AP).

Sustrato

0 . LJProducto
{> Enzima
< > / 4 >
Lavado

— o

0 Sustrato
#Anticuerpo inmovilizado 4Anticuerpo marcado 0 Antigeno

Figura 1.8: Esquema de un ensayo inmunométrico.
1.2.1.2 — Ensayo competitivo

En el ensayo inmunométrico, el analito tiene que ser suficientemente grande
como para poder unirse simultaneamente a 2 anticuerpos, ademas de poseer 2 sitios de

reconocimiento distintos, lo cual no es siempre posible.

0 Sustrato
‘: t ‘ > oL,vProducto
Lavado Sustrato
—> —>
‘ > ‘)\ _
[ Enzima <> {>
ﬁ/&micuerpo marcado {> Antigeno {>“> Antigeno marcado

Figura 1.9: Esquema de un inmunoensayo competitivo.

Un disefio distinto puede implementarse donde solo se requiere un anticuerpo y
el marcador correspondiente, que no es un segundo anticuerpo sino que es el analito
marcado con una especie fluorescente, radioactiva o una enzima, al cual se lo denomina
conjugado. Este tipo de disefio de inmunoensayo se denomina Iinmunoensayo

competitivo (Figura 1.9). El conjugado, que es el que produce el proceso medible, debe
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conservar la capacidad de interaccion con la biomolécula de reconocimiento. Los
ensayos competitivos estan ampliamente desarrollados en la bibliografia como un tipo
especial de inmunoensayos [113].

En este ensayo, el anticuerpo inmovilizado se pone en contacto simultdneamente
con el conjugado y el analito, los cuales compiten por los sitios de unién de los
anticuerpos. Luego de una etapa de lavado, se mide la sefial generada por el conjugado.
Para altas concentraciones de analito se logra unir poco conjugado y la sefial es muy
baja, mientras que para muy bajas concentraciones de analito, una gran cantidad de
conjugado esta unido y la sefial es maxima. La cantidad de conjugado que se une al
anticuerpo inmovilizado, y por ende la sefial, es inversamente proporcional a la

concentracion de analito en la muestra.

1.2.2 — Ensayos de reconocimiento no inmunolégicos

En los inmunoensayos, la caracteristica fundamental es la bioafinidad, esto es, la
union del analito con el ligando, sin importar la naturaleza del ligando. Esto hace posible
el reemplazo de los anticuerpos por otras moléculas con alta afinidad por el analito. En
algunos casos, estos ensayos surgen debido a la necesidad de ensayos para
multiespecies, que no pueden llevarse a cabo con anticuerpos debido a la ausencia de
sitios antigénicos comunes para distintas especies no relacionadas, y por lo tanto
emplean receptores especificos no inmunologicos. A estos ensayos se los conoce como
ELSA (Del inglés Enzyme-linked Sorbent Assay). La sefial se genera de la misma forma
va descripta para la configuracion del ELISA.

Otra de las moléculas que se pueden aplicar a este tipo de configuraciones son
ciertos oligonucleottidos con afinidad por una molécula en particular denominados
aptameros. Estas moléculas tienden a reemplazar a los anticuerpos, tanto en técnicas
separativas como de diagndéstico. Los aptameros son oligonucleétidos (ADN 6 ARN) con
la capacidad de unirse con alta afinidad y especificidad a un extenso ntumero de analitos
tales como drogas, proteinas u otras moléculas organicas e inorganicas con constantes
de afinidad comparables a la unién antigeno-anticuerpo (10° - 10™"* M) [114, 115].

Estos mismos conceptos también pueden aplicarse al desarrollo de sistemas de

deteccion de analitos especificos basados en ensayos competitivos.
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1.3 — Transduccién electroquimica

La palabra, transductor, proviene de la palabra en latin {ransducere, que
significa “llevar o guiar a través’. La funcién analitica de un transductor es guiar a
través de la informacién quimica sobre el analito de modo que ésta pueda ser procesada
como una seflal eléctrica para la adquisiciéon de informacién e interpretacion. Por
ejemplo, un fototubo transduce la luz en una sefial eléctrica que puede ser tomada por
un registrador o una computadora. Esto representa un proceso de transduccién de
energia tipico de cualquier método instrumental. Otro tipo de procesos, como la
transduccion quimica involucran la conversion de informacion del dominio quimico al
dominio eléctrico. Dentro de los tipos de transduccién quimica se incluyen el monitoreo
ion-selectivo, reacciones catalizadas enzimaticamente, uniéon inmunoquimica, y la union
complementaria de oligonucleotidos.

Como se ha introducido anteriormente, en inmunoensayos se utilizan marcadores
de forma tal de poder detectar la reacciéon entre el ligando y el receptor. Esos
marcadores pueden ser radioisotopos, enzimas, fluoroforos, etc. El uso de enzimas
como marcadores provee un sistema de generacién de sefial muy sensible dado que
cada molécula de enzima puede convertir muchas moléculas de sustrato. Si durante el
proceso de la reaccion enzimdtica se generan o consumen especies electroquimicas
como electrones, iones o compuestos con estados de oxidacién variables, puede
realizarse una deteccién de tipo electroquimica, ya sea conductimétrica, potenciométrica
o amperométrica. La deteccion amperométrica involucra mantener el potencial del
electrodo de trabajo, que representa tanto el transductor para la deteccidon enzimadtica
como el soporte donde se inmoviliza el receptor biologico, y determinar la corriente que
circula. Generalmente se mide la respuesta de la oxidacion o reducciéon del producto o
sustrato de la enzima. La mayor parte de los electrodos utilizados en ensayos de
reconocimiento molecular estan basados en el uso de enzimas oxidoreductasas como
marcadores. Estas enzimas contienen centros redox que cambian durante la reaccion
bioquimica. Las oxidasas y las deshidrogenasas son enzimas de este tipo. Las enzimas
redox pueden ser clasificadas segun la naturaleza del grupo prostético asociado; flavina,
quinona, hemo o cobre. Dentro de las oxidasas, la peroxidasa de rabano picante (HRP)
es de particular interés en el marco de esta tesis.

Salvo algunas excepciones [116], la transferencia directa de electrones desde
el electrodo a las oxidoreductasas es un proceso ineficiente. La dificultad se debe a la

localizacion del centro electroactivo muy inmerso en la estructura de la enzima o debido

24



1 - Introduccion

al efecto superficial relacionado a la adsorcién y orientacion de la macromolécula. Este
inconveniente se puede superar utilizando un cosustrato intermediario, denominado
mediador. Los mediadores difusionales son moléculas que pueden transportar y
transferir los electrones producidos o consumidos por la accidén enzimdtica, entre el
electrodo y el centro redox de la enzima. De esta forma se puede determinar la
actividad de la enzima a través de la sefial del mediador.

El mediador también juega un rol importante respecto de la eliminacién del
efecto de deplecién de oxigeno sobre la seflal de los sistemas basados en
oxidoreductasas convirtiéndose en el cosustrato sustituto para las oxidasas.

Un mediador apropiadamente elegido llegard simultaneamente al equilibrio entre
ambos, el biocomponente y el electrodo. La transferencia de electrones ocurrird al
potencial del mediador sin el requisito de un elevado sobrepotencial para el
biocomponente.

Varios de los mediadores méas utilizados en dispositivos enzimaticos
amperométricos corresponden a complejos metalicos de hierro, osmio y rutenio. Otros
también ampliamente utilizados son quinonas, hidroquinona y 1,4-benzoquinona por

ejemplo.

Figura 1.10: Estructura de los mediadores solubles empleados en

esta tesis. A) [Os(bpy)zpyCl]". B) [Os(bpy):Cl(pyCOOH)T".

El uso de mediadores, para superar la incapacidad de la enzima de transferir
electrones en forma directa a la superficie del electrodo, presenta varias alternativas; la
inmovilizacién del mediador sobre la superficie del electrodo, la inmovilizacién conjunta
del mediador y la enzima en la superficie del electrodo, o incluso la unién covalente del

mediador a la enzima [117-121].
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En este trabajo de tesis se utilizo el mediador redox soluble [Os(bpy),pyCl]". En
el desarrollo de un ensayo competitivo utilizando LPS-biotina [122] se implementd un

mediador rédox similar; [Os(bpy),Cl(pyCOOH)1" (Figura 1.10).

1.4 — Peroxidasa de rabano picante isoenzima C (HRP-C)

Las peroxidasas son hemoenzimas extracelulares que pueden encontrarse en
plantas, participan en la regulaciéon del crecimiento y la diferenciacion celular, la
polimerizacion de componentes de la pared celular y la oxidacién de metabolitos
secundarios esenciales importantes en las reacciones de defensa. De todas las
peroxidasas, la mas estudiada es la peroxidasa de rabano picante (HRP). Alrededor de
40 isoenzimas han sido detectadas a partir de preparaciones comerciales impuras. En
términos practicos, la mayor parte de los trabajos experimentales se centran en solo
tres isoenzimas: isoenzima A (4cida); isoenzima C (neutra o ligeramente bdsica), y una
HRP fuertemente basica [123]. Esta isoenzima ha sido denominada cianoperoxidasa
dado que se aisla de plantas como un complejo ciano—férrico [124]. De estas tres
isoenzimas, la mas estudiada es la isoenzima C y justamente es la isoenzima que se
utiliza en esta tesis. De aqui en adelante la descripcion se centrarda en HRP-C.

La HRP-C consiste en 308 residuos de aminoacidos. El extremo N-terminal esta
bloqueado por un residuo de pirrolidin carboxilico. El extremo C-terminal corresponde
a un residuo de serina. El grupo prostético hemo (hierro-porfirina) esta unido a través
de la posicion de coordinacion 5 del Fe (III) a la cadena lateral de imidazol de la
histidina 70. Ambos, la histidina proxima y un residuo histidina distante situado dentro
del entorno del enlace puente de H del ligando H;O cumplen un rol fundamental en la
actividad catalitica. Existen ocho cadenas laterales neutras de carbohidratos unidas a
través de residuos de Asn 13, 57, 158, 186, 198, 214, 250 y 268, y hay cuatro puentes
disulfuros entre los residuos de Cys 11-91, 44-49, 97-301 y 177-209. La enzima
posee dos iones Ca® por molécula. La estabilidad térmica de la enzima disminuye al
remover el Ca®". Los iones Ca* contribuyen a la estabilidad estructural en la regiéon del
sitio activo [125]. Si bien no participan en el mecanismo catalitico, su remocién causa
una perturbacion en la vecindad del hemo, lo cual produce una disminucién de la
actividad enzimatica. Los residuos de aminoacidos poseen una masa de 33890 Da, el
grupo hemo 550,5 Da, y los dos iones Ca®" 80 Da, resultando en una masa molecular de
34520 Da. La regién oligosacaridade corresponde al 18 % de la enzima, resultando en

una masa molecular total para la HRP-C de 42100 Da [126].
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El espectro de absorcion de la enzima en agua se caracteriza por una banda de
absorcién intensa a 403 nm, correspondiente a la banda Soret del grupo hemo, con un
coeficiente de absorcion molar de 102000 M'em™ [127]. La enzima es estable a
temperatura ambiente en un intervalo de pH entre 5 y 10.

Las peroxidasas catalizan la oxidacion de un extenso numero de sustratos

organicos por peroxido de hidroégeno y por peroxidos organicos.
1.4.1 — Actividad catalitica

El ciclo catalitico de la HRP se muestra en la Figura 1.11. E;ox v E2ox son los
estados oxidados de la ferriperoxidasa nativa (£), usualmente denominados compuestos
I y II, respectivamente. & es el sustrato reductor y P es la contraparte oxidada. El
primer paso corresponde a una transferencia répida de oxigeno del peroxido de
hidrégeno a la porfirina férrica (Fe™ de 1a HRP (formalmente una oxidacion de 2e”) para
formar el intermediario cation T radical hemo oxiferril ([Fe'"=01"") Eox (estado de
oxidacion formal del hierro: +V) y agua. En el segundo paso, el cation radical de la
porfirina del compuesto I se reduce por @ (proceso de le ) para dar el intermediario
oxiferril Esox (estado de oxidacion formal del hierro: +1V) y el producto P. En el tltimo
paso, la enzima vuelve a su forma nativa (£) mediante un proceso que involucra le y
2H". Esoy se reduce por una segunda molécula @ para dar un segundo equivalente de P
y agua. Un esquema del ciclo catalitico de la enzima mas detallado y una discusion mas

completa pueden encontrarse en [128].

_ P
e\/ k, E .
\>Q oY

e P Egox ki
\ K, H,0
Q Ejox
O O
E: —Fe*— Eijoxi— FUe = Eooxi— Pl‘le —
Hlis Hlis Hlis

Figura 1.11: Esquema simplificado del ciclo catalitico de la HRP. H2O2 es el sustrato
de la enzima, Q es el cosustrato y P el producto. Abajo del ciclo se indican la

estructura del centro redox de la enzima en sus distintos estados de oxidacion.

27



Desarrollo de un Ensayo Competitivo para la Deteccién de Endotoxinas

La respuesta electroquimica permite sensar la concentracion de HyOs en
solucion. Se puede obtener una alta sensibilidad a potenciales donde la directa
reduccion del perdxido es despreciable, dado que la respuesta electroquimica se ve
incrementada por las propiedades cataliticas de la enzima. Alternativamente, se puede
utilizar la misma respuesta como una medida de la presencia de la enzima, de nuevo
haciendo uso de la ventaja que proveen las propiedades cataliticas de la misma. Este
comportamiento propulsa el uso de la enzima en el desarrollo de microelectrodos
basado en HRP [129-131], dispositivos amperométricos multienzimaticos [132, 1331,

inmunoensayos [134, 135], etc.

1.5 — Antecedentes

1.5.1 — Sistemas de deteccion de endotoxinas

La sepsis severa es una frecuente y compleja amenaza vital, que compromete
mas de 18 millones de personas al afio a nivel mundial, lo que equivale
aproximadamente a 1.400 personas fallecidas por dia, cifra equivalente a la poblacion
total de Dinamarca, Finlandia, Irlanda y Noruega sumadas.

Por su causa, cada afio mueren més de 135000 pacientes en Europa y 215000
pacientes en Estados Unidos [136], cifra similar a la asociada al infarto agudo de
miocardio, siendo la sepsis severa la causa mas frecuente de muerte en unidades de
terapia intensiva no coronaria. Esta incidencia puede ser aun mas elevada, si
consideramos que las muertes son atribuidas frecuentemente a complicaciones del
cancer o la neumonia, v no especificamente a la sepsis. Todos estos datos muestran
que la mortalidad global de los pacientes sépticos oscila entre el 28 y el 50 % dentro
del primer mes del diagnoéstico, siendo comparable a la tasa de mortalidad hospitalaria a
30 dias que en 1960 presentaban los pacientes internados por infarto agudo de
miocardio. Otro dato no menos preocupante es que el numero de sepsis severas crece
anualmente a una tasa de 1,5 % por afio, lo que suma un millon adicional de casos
anuales s6lo en Estados Unidos para el afio 2020.

Frente a estos datos queda claro que la sepsis es un sindrome complejo, dificil
de definir, diagnosticar y tratar. Se caracteriza por un abanico de condiciones clinicas
causadas por la respuesta sistémica del organismo frente a una infeccién, que de llegar

a sepsis severa se acompaifia de disfuncién y falla orgédnica de uno o varios sistemas
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llevando a la muerte en la mitad de los casos. La falta de claras definiciones hace del
diagnostico y manejo de la sepsis un desafio clinico.

La sepsis puede iniciarse por una liberacion masiva de lipopolisacarido
proveniente de la pared celular de bacterias Gram-negativas, el cual activa en forma
inapropiada el sistema inmune innato [137]. Actualmente, el ensayo enzimatico del
lisado de amebocitos del Limulus Polyphemus (ILAL) se utiliza ampliamente en la
deteccion y cuantificacion de endotoxinas en muestras clinicas y no clinicas. La forma
mas sencilla de ensayo LAL es el ensayo en gel [53, 54]. También existen dos técnicas
adicionales: el ensayo LAL turbidimétrico y el ensayo LAL cromogénico [55], siendo
ambas técnicas cinéticas. Si bien, estas dos ultimas versiones del test LAL son mas
sensibles y precisas que su predecesor también presentan ciertas limitaciones.

La mayor debilidad del ensayo en gel es su baja precisién (la concentracién de
endotoxinas entre dos diluciones consecutivas usualmente varia en un orden de
magnitud), susceptibilidad al error humano (el reconocimiento de la formacion del gel
depende de la interpretacién del analista), y un considerable requerimiento de tiempo de
ensayo (deben realizarse varias diluciones para determinar la concentracion de
endotoxina). Los ensayos turbidimétrico y cromogénico, aunque poseen mayor precision
y son mas rapidos que el ensayo en gel, no pueden utilizarse en fluidos con turbidez
inherente tales como la sangre y liquidos con tinte amarillo, ej. la orina, v su desempefio
puede verse comprometido por cualquier posible precipitacién. Por otro lado, como todo
ensayo enzimatico, el ensayo LAL es muy sensible pero altamente susceptible a los
cambios de temperatura y pH. Mas aun, algunos derivados de carbohidratos tales como
B-glicanos también reaccionan positivamente en este ensayo [138].

Debido a la elevada toxicidad del LPS y a la busqueda de alternativas a las
distintas variantes del ensayo LAL, existe un esfuerzo en el desarrollo de sistemas
especificos de deteccién de LPS que puedan ser capaces de detectarlo en pequefias
cantidades. Si bien en los ultimos afios se han propuesto algunos métodos alternativos,
el volumen de publicaciones en esta area es limitado, en contraste con la relevancia del
tema a nivel mundial.

Para comprender la relaciéon entre la estructura y la funcién de lipopolisacaridos,
se requieren métodos de exploracion rapidos y sensibles. El problema general en la
detecciéon de LPS, por ejemplo con detectores opticos convencionales (UV/Vis,
fluorescencia) es la carencia de grupos dpticamente activos en su estructura quimica.
Por otro lado, el LPS tampoco presenta comportamiento electroactivo que permita su

deteccion directa por técnicas electroquimicas clasicas. Ademads, el panorama se
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complica teniendo en cuenta que los lipopolisacaridos poseen una fuerte tendencia a
formar agregados de alta masa molecular en soluciones acuosas [31]. A pesar de todos
estos aspectos, algunos trabajos han introducido una variedad de alternativas a la
deteccion de endotoxinas. En el afio 2001, un método interesante fue publicado donde
utilizando la propiedad fotoluminiscente del silicio poroso se podia distinguir bacterias
Gram—negativas de Gram-positivas [139]. El sensor involucraba la modificaciéon de la
superficie con un receptor sintético (tetratriptofano-ter-ciclo pentano, designado
TWTCP) para lipido A. De esta forma, en presencia del lisado de la bacteria se
evidenciaba un corrimiento en la longitud de onda del pico de fotoluminiscencia. Este
corrimiento presentaba diferentes magnitudes en funcion del tipo de bacteria ensayada
con una sensibilidad cercana a 1,7 pg de bacteria lisada. Brock y colaboradores [140]
desarrollaron un método basado en la desactivacién de la fluorescencia de un derivado
peptidico de CD14 funcionalizado en sus terminales carboxi y amino con fluoresceina y
un derivado de la rodamina (Tamra) respectivamente. En la presencia de LPS, el
derivado peptidico fluorescente de CD14 evidencia un cambio conformacional
disminuyendo la desactivacion de la fluorescencia, pudiéndose medir la fluorescencia
resonante de transmisién de energia (FRET). Con este disefio los autores informan un
limite de deteccion cercano a 150 nM. Ong y colaboradores [141], por su parte,
desarrollaron un sistema basado en el uso de sensores magnetoelasticos [142, 143],
donde la respuesta frecuencia—amplitud se modifica como una funcién de la viscosidad
de su ambiente. Aplicando este concepto pudieron establecer una forma sencilla y
reproducible de detectar la formaciéon del gel correspondiente al ensayo LAL en gel. Si
bien el método minimiza la susceptibilidad al error humano, sigue asociado a la quimica
del ensayo LAL vy con ello a sus limitaciones.

Otros grupos de investigaciéon abordaron la problematica aplicando el uso de
técnicas separativas como la electroforesis y la cromatografia gaseosa. Kilar y
colaboradores [144], apoyandose en el hecho de que la hemoglobina (Hb) da lugar a la
formacion de complejos con el LPS, pudieron evaluar el contenido de endotoxinas en
muestras acuosas, con un limite de deteccion cercano a 50 ug mL™", por electroforesis
capilar monitoreando la longitud de onda a 405 nm, donde la hemoglobina posee su
méaximo de absorcion en el intervalo visible. También, este mismo grupo ha obtenido
resultados similares mediante el usa de electroforesis en microchips [145]. Binding y
colaboradores [146] analizaron muestras acuosas y aéreas de LPS, previo tratamiento

hidrolitico y derivatizacion de los 4cidos grasos con trifluoracetamidas, por
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cromatografia gaseosa acoplada con deteccion por espectrometria de masa pudiendo
acceder a limites de deteccion de 5 ng de LPS por muestra.

En el 4area de la electroquimica también se han aportado algunas alternativas a la
deteccién de endotoxinas. En el afio 2007, Kato y colaboradores [147], publicaron un
dispositivo basado en la interaccion de un derivado electroactivo del 4cido boronico y la
regiéon sacdarida del LPS, el cual en conjunto con una enzima inmovilizada en la
superficie del electrodo, la Diaforasa (Dp), provee de la plataforma de deteccion. Si bien
se obtiene un limite de deteccion aceptable, 50 ng mL_l, posee la limitacién inherente de
las interferencias que puedan ocasionar otros hidratos de carbono. Previo a la
publicacion de este articulo, en el afio 2005 nuestro grupo de investigacién presentd un
sistema de deteccion de lipopolisacarido basado en un ensayo competitivo
amperométrico [148]. En este trabajo, una superficie de oro funcionalizada con una
proteina de reconocimiento de LPS, ENP, permite llevar a cabo un ensayo competitivo
entre un derivado de LPS con HRP, LPS-HRP, y LPS proveniente de la muestra a
analizar. De esta forma, la competencia entre el conjugado LPS-HRP vy el LPS, por los
sitios de reconocimiento especifico de LPS en la superficie del electrodo, da lugar a la
disminucién de la corriente amperométrica a medida que la concentracion del LPS en la
muestra aumenta. El sistema propuesto presentaba dos configuraciones caracterizadas
por la naturaleza de la inmovilizacion del elemento de reconocimiento, una configuracion
covalente y otra electrostatica. La configuracién electrostitica proveia un limite de
deteccion satisfactorio, 0,2 UE mLfl, por debajo de los limites impuestos para drogas
inyectables, 0,25 UE mL™!, y bafios de dialisis, 2 UE mL™", por la Farmacopea Americana
y Sueca [149], y por AAMI (Association for the Advancement of Medical
Instrumentation) [150], respectivamente. La configuracién covalente presentaba un
limite de deteccién superior, 1 UE mL !, pero un mejor comportamiento en un intervalo
de concentraciones mas amplio. Si bien el desarrollo de este sistema propicié un
adelanto en el marco del desarrollo de alternativas para la deteccién de endotoxinas,
algunos puntos clave debian ser reevaluados y mejorados. El uso de un conjugado
comercial (AlerCHEK Inc.) de LPS con HRP de baja actividad endotéxica (0,012 UE
ngfl) obligaba a utilizar concentraciones elevadas de conjugado produciendo en
consecuencia un aumento de la sefial debida a la adsorcion inespecifica sobre el
electrodo. En consecuencia, la diferencia en la corriente entre concentraciones
extremas de LPS (concentracion de saturaciéon y concentracion cero de LPS) se veia
disminuida, afectando la sensibilidad del ensayo. Otro de los puntos, intimamente

relacionado con el anterior, era el comportamiento de la superficie respecto a la
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adsorcién inespecifica del conjugado LPS-HRP. En este tipo de ensayos es fundamental
disponer de una superficie que interaccione fuertemente de forma especifica con el
analito pero que rechace su adsorcién cuando esta no esté mediada por reconocimiento
especifico. De esta forma, la construccion de una superficie que presente este

comportamiento es un aspecto fundamental del desarrollo de este tipo de dispositivos.

1.5.2 — Sintesis de conjugados de LPS

Como se ha introducido en la seccion anterior, uno de los puntos clave que se
busca mejorar en este trabajo de tesis, respecto del desarrollo de un ensayo
competitivo amperomeétrico, es la calidad de los conjugados de LPS. En la modificacion
de lipopolisacarido se busca obtener un derivado que presente un buen grado de
funcionalizacién conservando su actividad endotéxica. En este sentido, observando su
estructura quimica, la tnica regiéon susceptible de modificacién sin una pérdida
significativa de actividad endotoxica es la regién correspondiente al antigeno O. La
principal dificultad que surge en la modificaciéon de LPS con buen rendimiento es su
elevada tendencia a formar agregados de alta masa molecular en solucién acuosa a
partir de concentraciones bastante inferiores de las que se suelen utilizar en los
protocolos de sintesis [31].

Debido a las propiedades quimicas de los LPS, el estudio de sus rutas
metabélicas [151-153], su interaccion con moléculas de reconocimiento [61, 148] o
superficies modificadas [154], se realiza empleando LPS marcado. En los ltimos afios
son escasos los trabajos que presentan procedimientos sintéticos de modificacion de
LPS liso para la obtencién de conjugados. En la mayoria de los casos, el LPS, previo a
su modificacion, se trata quimicamente de modo de eliminar la region del lipido A (LPS
detoxificado) [75-81], lo que lleva acompafiado en consecuencia de la pérdida de su
propiedad de agregacién, resumiendo la sintesis a la modificacién de un oligosacérido.
Este tipo de procedimientos son utiles en el desarrollo de vacunas, dado que la region
del antigeno O es el mayor factor de virulencia en el LPS, sin embargo pierden su
capacidad endotoxica producto de la carencia de lipido A. En otros casos, la
modificaciéon del LPS procede en la region del lipido A [155, 156], afectandose la
actividad pirogénica del derivado resultante.

Otros autores han reportado, aunque en un volumen mas limitado de
publicaciones, la modificacién de LPS liso o proveniente de cepas mutantes. En la

mayoria de los casos la marcacion se logra con radioquimicos por incorporacion
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metabolica [157-160], un método laborioso con los tipicos cuidados que implica la
manipulacion de material radioactivo. Como sondas para la modificacién de LPS se ha
empleado principalmente el isotiocianato de fluoresceina (FITC) por reacciéon directa
con los grupos hidroxilos de la regién sacarida del LPS [151, 152, 1611, limitando su
uso a derivados de tipo isotiocianato. Triantafilou y colaboradores han presentado un
procedimiento para modificar LPS Re595 con hidracida de Alexa 488, previa oxidacién
enzimatica con galactosa oxidasa y neuraminidasa [162]. En este trabajo, los autores
notan un buen rendimiento de conjugacion de LPS Reb595, sin embargo, en nuestra
experiencia (ver capitulo 5) este método no provee buenos resultados con LPS liso,
limitando su uso a un solo tipo de LPS. En otros trabajos se ha presentado el uso de
peroxidasa de rabano picante (HRP) [148, 163] y biotina [153, 164] como marcadores
moleculares. Sin embargo, la conjugaciéon de los LPS presenta algunas dificultades
debido a su inercia quimica, que obstaculizan la obtencién de conjugados con alto
rendimiento y actividad.

Una de las formas mas sencillas de modificar LPS es a través de su oxidacion
con periodato de sodio, seguido de una etapa de conjugacién con una sonda con un
grupo hidracida, por ejemplo, biotina—LC-hidracida. Empleando este método, Luk y
colaboradores [153] han obtenido conjugados con buena actividad endotéxica; sin
embargo con un bajo rendimiento de conjugaciéon. En nuestro grupo, como sera
descripto en el capitulo 5, se han sintetizado derivados de LPS con biotina por esta
misma via sintética obteniendo un buen grado de derivatizacion, pero con una modesta
actividad endotoxica [164].

Todos estos antecedentes ponen en evidencia la dificultad de obtener un
derivado de LPS liso con buen rendimiento conservando su actividad endotéxica. De
aqui que el desarrollo de nuevos conjugados en este trabajo de tesis representa un
desafio importante. Varias estrategias sintéticas se han evaluado para alcanzar ese
objetivo. Los detalles experimentales se discutirdn mas adelante en los capitulos b, 6 y

7.

1.6 — Objetivos

En el contexto del desarrollo de un método para la determinaciéon de

endotoxinas, este trabajo de tesis tiene el objeto de mejorar las caracteristicas de los

conjugados de LPS, a través de un andlisis de sus caracteristicas quimicas. De esta

manera se pretende lograr un progreso en la respuesta a endotoxinas en el ensayo
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electroquimico competitivo previamente presentado en nuestro grupo de trabajo. En
esta tesis también se abordan otros inconvenientes relacionados con el ensayo, tales

como la adsorcién inespecifica y la reproducibilidad.
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2 — Técnicas Empleadas

2.1 — Introducci6n

Durante la realizacion de este trabajo de tesis se han empleado una amplia gama
de técnicas, que permitieron caracterizar los elementos que constituyen el ensayo
competitivo amperomeétrico para la deteccion de lipopolisacarido. Entre los elementos
mencionados podemos distinguir dos grupos; los conjugados de lipopolisacarido y los
elementos que constituyen la plataforma de medicion. A continuaciéon se desarrollara
una breve descripcion del fundamento teérico de las mismas, el tipo de informaciéon que
brindan, sus ventajas y limitaciones y el tipo de instrumental necesario para su

implementacion.

2.2 — Técnicas electroquimicas [165]

2.2.1 — Conceptos generales

En esta tesis se emplearon técnicas de potencial controlado. Estas técnicas
requieren el uso de un potenciostato para fijar el potencial y medir la corriente, y de
una celda electroquimica, en el caso de este trabajo de tesis, de tres electrodos.

Una reaccion de electrodo es un proceso quimico heterogéneo que involucra la
transferencia de electrones desde o hacia una superficie conductora. Se trata de un
proceso anddico si las especies son oxidadas perdiendo electrones; o bien es un
proceso catodico si las especies son reducidas en la interfaz, ganando electrones. Las
especies electroactivas pueden ser especies disueltas en solucion, el solvente mismo,
una pelicula sobre la superficie del electrodo o el material del electrodo en si mismo.

Una reaccion de electrodo de la forma general:

O+ne” ——R

involucra una secuencia de pasos que puede incluir el transporte de reactivos hasta la
superficie del electrodo, la transferencia de electrones y la remocion del producto de la
superficie del electrodo; por lo que la velocidad del proceso estara determinada por la

velocidad del paso mas lento de la secuencia [166].
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2.2.1.1 - Celda electroquimica

Para estudiar una reaccion de electrodo comunmente se emplea una celda que
posee tres electrodos. Se denomina electrodo de trabajo (WE) a aquel en el cual se
producen los cambios electroquimicos de interés. Electrodo auxiliar o contraelectrodo
(CE) a aquel sobre el cual se realiza la mediciéon de corriente del proceso que esti
ocurriendo en la celda electroquimica (la corriente circula entre el electrodo de trabajo
v el contraelectrodo a través de la solucion de electrolito). El contraelectrodo debe
tener un area mucho mayor que el electrodo de trabajo para evitar la polarizacién y que
la reaccién en éste interfiera en la respuesta del electrodote trabajo. El tercer electrodo
es el electrodo de referencia (RE) por el que no circula corriente y que so6lo controla el
potencial del electrodo de trabajo. Para optimizar su funcion se lo coloca lo mas cerca
posible del electrodo de trabajo. Con esta configuracién se minimiza la caida de
potencial, iR, llamada también caida 6hmica. Debido a las dimensiones de los electrodos
utilizados en esta tesis, los modelos que se describen corresponden al caso de
electrodo plano infinito y difusion semi-infinita. Puede encontrarse una discusion mas

detallada en [165].

2.2.1.2 - Potenciostato

El potenciostato es el instrumento encargado de controlar el potencial entre el
electrodo de referencia y el electrodo de trabajo. En la actualidad estos dispositivos
permiten aplicar distintas funciones de potencial al electrodo de trabajo que generan
distintos tipos de respuesta en corriente, siendo la mas popular la voltametria ciclica.

Los procesos electroquimicos generalmente no son sencillos, involucran varios
pasos que incluyen desde procesos heterogéneos de transferencia de electrones y
transporte de masa hasta reacciones quimicas homogéneas que pueden estar acopladas,
procesos superficiales tales como adsorcion, entre otras. Un analisis completo de
cualquiera de estos procesos electroquimicos, requiere conocer cada paso individual.
Como minimo es necesario conocer la constante de velocidad estdndar, los coeficientes
de los procesos que involucran transferencia de electrones, la determinacion del
numero de electrones involucrados y, si hay especies en solucion, los correspondientes
coeficientes de difusion.

Existe una amplia variedad de técnicas electroquimicas desarrolladas para

determinar los parametros tanto cinéticos como termodinamicos de las reacciones de
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electrodo. Dependiendo del sistema quimico y de la informacién que se quiera obtener,
se utilizard la técnica adecuada.

En este trabajo de tesis se han empleado principalmente tres técnicas
electroquimicas bdsicas: cronoamperometria, voltametria ciclica vy voltametria
diferencial de pulso. A continuacién se describird el principio de cada una. Para

mayores detalles puede consultarse la bibliografia citada [165, 166].

2.2.2 — Cronoamperometria [167]

La cronoamperometria es una técnica en la cual el potencial del electrodo de
trabajo se cambia instantaneamente y se mide la corriente en funcion del tiempo. En la
Figura 2.1 se muestra esquematicamente la perturbacion de potencial aplicada al
electrodo de trabajo en funcién del tiempo.

Para una reaccion donde O y R son la especie oxidada y reducida

respectivamente, ambas solubles en la solucion:

O+ne” ——R

E/Vf

Eol

»
»

0 t/s

Figura 2.1: Potencial en funcion del tiempo para un experimento de cronoamperometria.

y E» es tal que la reduccién de O transcurre a una velocidad controlada por difusién, el
proceso queda caracterizado por las leyes de Fick. Imponiendo las condiciones de

contorno adecuadas:
e At=0, CAx,0 =C)

o Parat >0, limy... CAx,0) =C)
C0.H=0
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donde C," es la concentracion de O en el seno de la solucién. Inicialmente (t = 0) la
concentraciéon de O es uniforme (Cy = C,), luego de aplicada la perturbacion, la
concentracién de O se agota sobre la superficie del electrodo y en todo momento Cy =
C," lejos del electrodo (difusion lineal semi infinita). Las ecuaciones pueden ser
resueltas aplicando la transformada de Laplace a la expresion correspondiente a la
segunda ley de Fick, pudiéndose obtener las expresiones para el perfil de concentracion
de la especie O en funcion del tiempo y de la distancia. La dependencia de la corriente

con el tiempo viene dada por:

i=nFAD, [aacﬂ 2.1
X x=0

que lleva a la respuesta cronoamperométrica conocida como la ecuacion de Cotrell:

iz nFAD)*C,

n.l/Ztl/Z (22)

donde 7 es la intensidad de corriente, n el niumero de electrones intercambiados en la
reaccion, A es el area del electrodo, D, es el coeficiente de difusiéon de la especie
electroactiva, en este caso O, F la constante de Faraday y ¢ el tiempo. Esta ecuacion

"2 buede obtenerse el

relaciona la corriente 7 con % A partir de un grafico de 7 vs. ¢
coeficiente de difusién de la especie O.

La forma del transitorio de corriente depende del tipo de proceso que esté
controlando la velocidad de la reaccion de electrodo. En la Figura 2.2 se muestran

distintos tipos de transitorios posibles.

v

Figura 2.2: Corriente vs. tiempo para experimentos de salto de

potencial. a) Control difusional, b) control cinético, ¢) control mixto.
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Cuando la reaccion estd controlada por difusion, se tiene una respuesta
corriente—tiempo segun la curva a. Cuando la reacciéon esta controlada cinéticamente la
respuesta de corriente es del tipo representado en la curva b, esto ocurre cuando la
constante de la velocidad de la reaccion es pequefia (o cuando el valor de £ impone un
sobrepotencial muy bajo para la reaccién), entonces la concentraciéon de la especie O no
cambia de manera significativa ya que el sobrepotencial aplicado no es muy grande y
por lo tanto la difusién no juega un rol muy importante para determinar la velocidad de
la reacci6on. En una situaciéon intermedia entre los casos a y b tenemos el transitorio
correspondiente a la curva ¢ en la cual la velocidad de transferencia de carga y la
velocidad de difusién son comparables y la corriente cae en el tiempo, pero de una

manera mas suave, se dice que el sistema se encuentra bajo control mixto.

2.2.3 - Voltametria ciclica [168]

Por su sencillez, la voltametria ciclica (VC) ha sido una de las técnicas
electroquimicas mas utilizadas y conocidas para la exploracién preliminar de un sistema
electroquimico. A partir del barrido lineal del potencial en funcién del tiempo es posible
mostrar a que potenciales ocurren los procesos redox, detectar reacciones quimicas
acopladas, estimar velocidades de reaccion, tanto en la superficie del electrodo como en
solucién, vy hasta es posible identificar fenémenos de adsorcion. En la Figura 2.3 se
muestra la forma en la que puede variarse el potencial aplicado al electrodo de trabajo

en funcion del tiempo.

E Pendiente, v

Es T V

v

Figura 2.3: Perfil de potencial en funcion del tiempo para voltametria ciclica.

La velocidad de barrido usada generalmente se encuentra entre los pocos mV/s

hasta 100 V/s. La respuesta en corriente se grafica en funcion del potencial y el eje de
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potencial es también un eje de tiempo. Dependiendo de la forma de la VC se podra
saber si se trata de una reaccion reversible, irreversible o si se trata de una especie
adsorbida electroquimicamente activa. Otras respuestas caracteristicas se obtienen
cuando existen reacciones quimicas acopladas al proceso de transferencia de carga.

En este trabajo de tesis solo se trabajé con especies electroquimicas en

solucibén, razon por la cual se centrara la explicacion de la técnica a este caso particular.

2.2.3.1 — Especie electroquimica en solucién

Nuevamente, se considera el proceso:

O+ne ——R

En el marco del andlisis de la curva i1 vs. E, la corriente depende del control
cinético y difusional, observandose un crecimiento de la misma a medida que el
sobrepotencial de la cupla aumenta, llegando a una corriente pico cuando la reaccion
comienza a estar controlada por difusion. Esta corriente pico es un parametro
caracteristico de la voltametria. En la Figura 2.4 se observa el voltamograma ciclico
obtenido para una reaccidén reversible de transferencia de 1 e, donde la especie
electroquimica se encuentra en la solucion. Si el potencial se barre a través del
intervalo donde se produce la reaccién de oxidacién (Z—0), inicialmente y como
consecuencia del cambio en el potencial aplicado, la oxidacién de R en la superficie se
ve favorecida y por lo tanto la densidad de corriente anddica aumenta. Esta densidad de
corriente continta aumentando hasta que la concentracion superficial llega a ser cero y
por lo tanto la reaccion pasa a estar controlada por difusion. Como la concentraciéon
superficial se mantiene en cero, y con el tiempo el flujo hacia la superficie disminuye, la
densidad de corriente disminuye, y por consiguiente la respuesta presenta un pico. Para
el barrido de vuelta, la reaccion de transferencia electronica en el electrodo es O—R,
por lo tanto la corriente cambiard su signo. La corriente catodica pasard de nuevo a
través de un pico, en un proceso similar al descripto anteriormente.

La respuesta de la voltametria ciclica para una reaccion de transferencia
electronica de una especie en solucion puede modelarse teniendo en cuenta la velocidad
de reaccién de la especie electroactiva en la superficie del electrodo, su difusion y las
posibles reacciones acopladas en el seno de la soluciéon [169]. El modelo predice que la

forma de la curva es independiente de la velocidad de barrido de potencial para una
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especie reversible. El analisis de la voltametria ciclica puede conducir a obtener

parametros termodinamicos y el coeficiente de difusion.

i/ pA

8,0

6,0

4,0

2,0

0,0

-2,0

-4,0

76,0 1 1 L !
0.0 0,1 0.2 0.3 0.4 0.5
E/V

Figura 2.4: Voltametria ciclica para un proceso reversible. E,° y E,
corresponden a los potenciales de pico catodico y anodico

. . C - A . . , g , a4
respectivamente. i, e i, son las corrientes de pico catédico y anddico.

Para el caso de una especie que reacciona muy rapido con la superficie de un

electrodo (caso reversible), el potencial formal para la cupla se encuentra a partir de:

(5 E)

OIR
2

(2.3)

donde £, representa el potencial de la corriente pico y los superindices Ay C a los
procesos anodicos y catodicos, respectivamente.

Mientras que el coeficiente de difusién se puede determinar a partir de graficar
la corriente pico, 7, versus la raiz cuadrada de la velocidad de barrido, v, utilizando la

ecuacion de Randles-Sevcik, escrita a 298K,
i, = 2,69x105n3/2AD}{2V”2C; (2.4)

donde la corriente de pico, 7, tiene la unidad Ampere (A), el area del electrodo, A (cm?),
la concentracién de la especie electroactiva en el seno de la solucion, C'g, (mol cm™®), el

coeficiente de difusion, Dy (cm® s y la velocidad de barrido de potencial, v (V s™b).
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A partir de la forma del voltamograma experimental se puede comprobar la

reversibilidad del sistema. Para una cupla reversible, se cumple que:

e A4E,=E/- ES=59/nmV

c _ A
° ~Jp=Jp

. . 12
* I, proporcional a -

* E,independiente de v
2.2.4 — Voltametria diferencial de pulso [170]

En la voltametria diferencial de pulso (DPV) el barrido de potencial no se realiza
de forma lineal como se ha descripto para la voltametria ciclica, sino que se aplica un
perfil caracterizado por pulsos de potencial de baja amplitud como lo muestra el

esquema de la Figura 2.5.

_dE/dt

-"velocidad

Ly |

U
NavZaN

>
»

A t

Figura 2.5: Programa de potencial en un experimento de voltametria diferencial de pulso.

En esta técnica se toman dos medidas de corriente por cada pulso de potencial
aplicado. Uno a tiempo 7 inmediatamente antes del pulso, v el segundo a tiempo 7,
justo antes de la finalizacién del pulso. En esta ultima medicién, la corriente capacitiva,
correspondiente a la carga de la doble capa, ya habra caido esencialmente a cero
(Figura 2.6), haciendo que la corriente medida sea netamente faradaica. De esta forma,
la técnica gana sensibilidad respecto de las técnicas no pulsadas (Figura 2.7). El
registro del experimento corresponde a un grafico de la diferencia de corriente, &7 = i(7)

—1(t7), versus el potencial base, Z.
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Figura 2.6: Decaimiento de la corriente de carga de la doble capa tras la aplicaciéon de un pulso

de potencial.
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Figura 2.7: Voltametria de Cd* 10" M en HCI 0,1 M. A) Modo convencional
de barrido lineal. B) Modo de barrido por pulso diferencial, 4Z = 50 mV
[170].

La forma de la funcion respuesta y la altura del pico pueden tratarse
cuantitativamente. Desde t = O hasta la aplicacién del pulso de potencial a t = 77 el
potencial corresponde al potencial base £ A mayores tiempos, el potencial es £+ AE,
donde AF corresponde a la altura del pulso. El periodo de preelectroélisis 77 tipicamente
es entre 20 y 100 veces mayor que la duracion del pulso 7 — 77 De esta forma, la

preelectrolisis establece una capa difusional gruesa, y el pulso solo es capaz de
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modificar una pequefia parte de este. De hecho, el experimento puede aproximarse
asumiendo que el pulso no distingue el perfil de concentraciéon al inicio de aquel
correspondiente a la concentracion del seno de la solucién. En consecuencia, el rol de la
preelectrélisis es establecer la condicién de “concentracion aparente del seno de la
solucién” en la cercania del electrodo.

Considerando el proceso (O—R) un sistema nernstiano, donde & inicialmente no
existe, las concentraciones superficiales durante la preelectroélisis, a un potencial £,
estan dadas por:

[ <0 :
C,(0,)=C, Lf?} C.(0,6)=C, {ﬁ} (2.5)

donde O =exp/nF/RT(E — E°)]. Se consideran a estos valores como las concentraciones
aparentes del seno de la soluciéon (Co*)ap y (C/e*)ap para el pulso. Dado que el sistema es
nernstiano, y (Cg*)ap y (C/e*)ap estan en equilibrio con £, puede hallarse la corriente
faradaica luego de un pulso desde el equilibrio a £ + A4E en un medio homogéneo de
concentraciones (Co' oy v (Ci lap-

Mediante un tratamiento similar al aplicado en la obtencién de la ecuacién 2.2

puede hallarse la siguiente expresién para la corriente:

._nFAD}C, P,(1-0%) 2.6)
TN o+ P )1+ Po) |
A A
donde
nF AE
P,=fexp| —(E+—-E 2.7
=< p{RT( 5 )}
J=exp[£%} (2.8)
RT 2

a partir de esta expresion, el diferencial de corriente faradaica &7 = i(7) - i(t7) queda

determinado por:

,_nFADgZC;[ P,(1-0%) } (2.9

TR0 | (0 + P+ Po)

El factor entre barras describe &7 como una funcion del potencial. Cuando £ es
mucho mas positivo que £, P, es grande y &7 es practicamente cero. Cuando £ es
mucho méas negativo que EO P, se aproxima a cero, y asi lo hace 67 De la derivada

d(51)/dP, puede demostrarse que &7 se maximiza para 24 = 1, lo que implica que:

46



2 — Técnicas Empleadas

12
n o
La altura del pico esta dada por:
. nFAD)C, [1-0
(61) 1 = nl/z(r_or,)i’z [1+0} (2.11)

donde el cociente (1-0)/(1+0) disminuye mondétonamente con la disminuciéon de | AE] y
alcanza el valor cero para AEF = 0. Cuando 4F es negativo &7 es positivo (o catédico), v

viceversa.

2.2.5 — Reacciébn catalitica acoplada

En este trabajo de tesis se utiliza peroxidasa de rabano picante (HRP) como
sonda para llevar a cabo el ensayo de detecciéon de LPS. Esta enzima no reacciona
eficientemente de manera directa con la superficie de un electrodo [171, 172] y por lo
tanto es necesario emplear un mediador redox. En presencia del sustrato de la enzima,
la situacién que se presenta corresponde a una reacciéon sobre el electrodo acoplada a

una reaccion catalitica como indica el esquema:

O+ne ——R (sobre el electrodo)

R+Z0OO-0+Y (enla solucién)

En esta situacion, el producto de la reaccion de electrodo, &, reacciona con una
especie generalmente no electroactiva para regenerar O. El problema podria involucrar
la consideraciéon de una reaccién de segundo orden y la difusion de la especie Z. En el
tratamiento mas sencillo, se asume que la concentraciéon de Z se mantiene constante
durante el experimento, y por lo tanto puede considerarse una reaccién de pseudo
primer orden. Un tratamiento teodrico detallado para el caso en que todas las especies
se encuentran en solucion puede encontrarse en literatura [128, 173].

En este trabajo de tesis, la especie 2 corresponde a la enzima HRP, la cual se
halla inmovilizada sobre el electrodo, mientras que el mediador redox se encuentra en
solucion. La Figura 2.8 muestra un esquema de esta situaciéon, donde el mediador redox

corresponde a un complejo de osmio (ver detalles en los capitulos 4 y 8).
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Figura 2.8: Conexion del sistema enzimatico de HRP con un electrodo.

En el esquema, F£ representa la enzima nativa, Eox ¥ Esox son los estados
oxidados de la enzima. El primer paso (k;) corresponde a la oxidaciéon de la enzima por
el Hy0, reduciéndose a H,0, quedando la enzima como E;ox. En un segundo paso (ky),
Eox es reducido por Os(Il) al intermediario Esy. Finalmente, Espy es reducido (ks por
otra molécula de Os(II) a la forma nativa de la enzima, £. El Os(IIl) producido en estos
procesos se reduce a Os(II) sobre la superficie del electrodo, dando lugar a una

corriente catodica. El ciclo catalitico puede resumirse con las siguientes ecuaciones:

H,0, + E===[E-H,0,]08 - E,, +H,0 (2.12)
E,,y +20s(11) 0T 205111 + E (2.13)
Os(I1I1) 05 Os(II) (2.14)

donde K); es la constante de asociacién bimolecular enzima-sustrato y k., es la
constante de velocidad de la reaccién de catalisis. Ambas constantes estan agrupadas
en la constante k; (Figura 2.8). Las constantes k» y k3 estan resumidas en la ecuacion
2.13 como k. k”es la constante de velocidad de transferencia de electrones entre el
mediador oxidado y la superficie del electrodo.

Bartlett y colaboradores [174] desarrollaron un modelo para describir la
respuesta de estado estacionario de un electrodo cubierto por una pelicula delgada
conteniendo una enzima inmovilizada. El electrodo se fija a un potencial de modo que el
proceso de reduccion de Os(III) a Os(D) esta controlado por transporte de masa. Ademas
se asume que no hay Os(IID) en el seno de la solucién. Considerando que el espesor de
la pelicula es lo suficientemente delgado de modo que no hay gradiente de
concentracion ni de H,0s u Os(D dentro de la pelicula, a alta concentracion de sustrato
H,0s (sin llegar a concentraciones inhibitorias) y bajas concentraciones de mediador
Os(Il), la cinética de la reaccion global queda controlada por la velocidad de reduccion

de la enzima E ox por el mediador. La expresién para la corriente es:
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i = nFAKK 5, [Os(ID] [ E; 1] (2.15)

donde Koy es el coeficiente de particion para Os(II) entre la pelicula y el seno de la
solucién; [Os@D]" la concentracion de Os(II) en el seno de la solucion; [E£s] es la
concentracion total de la enzima dentro de la pelicula, y [ es el espesor de la pelicula.
En estas condiciones, la reaccion 1 (Figura 2.8) es méas rapida que aquellas que
involucran al mediador, siendo la reaccién 3 el paso determinante de la velocidad [175].
Dado que se trata de una pelicula delgada, el producto [Zs]/ puede reemplazarse en la
ecuacién 2.15 por la concentracién superficial de la enzima, /5. Luego, considerando la

constante de particion del mediador igual a 1, se obtiene:
i =nFAk,[Os(ID]'T . (2.16)

Este modelo permite evaluar la respuesta electroquimica de sistemas basados
en enzimas inmovilizadas. Como se verda en el capitulo 4 yv en el capitulo 8, a partir de
mediciones cronoamperométricas puede conocerse el cubrimiento enzimatico pudiendo

obtener informacion respecto del comportamiento del electrodo modificado.
2.3 — Espectrometria de desorcién/ionizacién por laser asistida por una matriz [176-178]

Los métodos convencionales de espectrometria de masas, impacto de electrones
(ED), ionizacion quimica (CI) o ionizacion por campo (FD), requieren que los agentes de
lonizacion actien sobre muestras gaseosas. Tales métodos no son aplicables a muestras
no volatiles o térmicamente inestables. En las ultimas dos décadas se han desarrollado
numerosos métodos de ionizacién por desorcion para tratar este tipo de muestras. Entre
ellas podemos citar: desorcion por campo (FD), ionizacién por electronebulizacion (ESID),
desorcion/ionizacién asistida por una matriz (MALDI) entre otras. Como consecuencia,
actualmente se puede obtener informacion sobre espectros de masas de especies
bioquimicas térmicamente delicadas y especies que tienen masas moleculares
superiores a los 10000 daltons [179].

Los métodos de desorcion prescinden de la volatilizacién y posterior ionizacién
de la molécula de analito. En su lugar, se suministra energia a la muestra solida o liquida
de diversas maneras, de modo que se provoca la formacién directa de iones gaseosos.
Como consecuencia, se obtienen espectros muy simplificados y a menudo consisten solo

en el i6n molecular o el 16n molecular protonado.
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La espectrometria de desorcion/ionizaciéon por laser asistida por una matriz es
un método de ionizacién que permite obtener informacion sobre las masas moleculares
exactas de biopolimeros polares en un intervalo de masas moleculares de algunos miles

a varios cientos de miles de daltons.

. Longitud de ond
Matriz ongitud de onda

(nm)
Acido nicotinico 266, 220-290
Derivados del 4acido benzoico:
Acido 2,5-dihidroxibenzoico 266, 337, 355
Acido vanilico 266
Acido 2-aminobenzoico 266, 337, 355
Acido pirazinacarboxilico 266
Acido 3-aminopirazina-2-carboxilico 337
Derivados del 4cido cinamico:
Acido ferulico 266, 377, 355
Acido sinapinico 266, 377, 356
Acido cafeico 266, 377, 357
Alcohol 3—-nitrobencilico 266

Tabla 2.1: Matrices de uso mas frecuente en MALDI, junto con las longitudes de onda utilizadas.

En la técnica se mezcla una disoluciéon acuosa/alcoholica de la muestra con un
gran exceso de una sustancia matriz que absorbe la radiacién, tal como alguna de las
relacionadas en la Tabla 2.1. La disolucion resultante se evapora en la superficie de una
sonda metalica que se utiliza para la introduccién de la muestra. La mezcla sélida se
expone a la accion de un haz de laser pulsante, provocandose la sublimacion del analito
a iones que son introducidos en un espectréometro de tiempo de vuelo (TOF) para el
andlisis de masas. Béasicamente, en el analizador de tiempo de vuelo, los iones
generados por laser son acelerados en un tubo analizador libre de campo mediante un
campo eléctrico pulsante de 10° a 10* v (Figura 2.9). La separacién de los iones en
funcién de la masa se produce durante su recorrido hasta el detector, situado al final del
tubo. Dado que todos los iones de la misma carga que entran en el tubo tienen la misma
energia cinética (depende del potencial aplicado entre las rendijas de aceleracién), sus
velocidades en él variaran inversamente a sus masas (Ecuacion 2.17), vy por lo tanto las

particulas mas ligeras llegaran antes al detector que las pesadas. Los tiempos de vuelo
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caracteristicos estan entre 1 y 30 ps. Una descripcion mas detallada del analizador

puede encontrarse en la referencia [176].

EC=zeV=%mv2 (2.17)
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Figura 2.9: Esquema de un espectrometro de masas de tiempo de vuelo.

El intervalo de tiempo entre los pulsos del laser es tal que el espectro completo
puede registrarse durante el intervalo que hay entre los pulsos. La Figura 2.10 muestra
un espectro de MALDI para albimina de suero bovino (BSA) con una masa molecular de
aproximadamente 66000 daltons. El espectro se caracteriza por la ausencia de
fragmentaciones del i16n analito. Obsérvese asimismo que aparecen iones de carga
multiple.

Una molécula naturalmente posee energia rotacional, vibracional y electronica, y
energia cinética de movimiento si se trata de un liquido o un gas. Bajo muchas
circunstancias cotidianas, si la molécula o grupo de moléculas aumentan su energia
interna durante un periodo “relativamente” largo de tiempo, las moléculas vuelven a su
estado de equilibrio por disipaciéon del exceso de energia al medio circundante sin
causar cambios en su estructura molecular. Superada un cierta cantidad de energia en
un periodo de tiempo muy corto, la energia no puede ser disipada lo suficientemente
rapido y consecuentemente la sustancia se funde y vaporiza por conversion de la
energia interna vibracional y rotacional en traslacional; simultaneamente, la excitacion
electronica puede ser lo suficientemente grande para expulsar electrones de la molécula

para dar iones. De esta forma, la imposicion de una elevada energia en un sistema
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molecular durante un periodo de tiempo corto puede causar su vaporizacién, posible

destruccién vy, lo mas importante para espectrometria de masas, su ionizacion.
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Figura 2.10: Espectro MALDI con una matriz de 4cido sinapinico irradiada a 337 nm.
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Figura 2.11: Esquema de desorcién/ionizacion del analito tras el pulso laser.

En espectrometria MALDI es la fuente laser la que proporciona a la muestra una
gran densidad de energia en un pequefio espacio. La sustancia matriz, que posee una
banda de absorcién que coincide con la energia de radiacién del laser, rapidamente
aumenta su energia y transfiere parte de esa energia al analito causando su desorcién y
ionizacion (Figura 2.11). Si bien, es aceptado en la comunidad cientifica que el proceso
de desorcion y ionizacion es mediado por la formacién de “clusters” altamente cargados
que dan lugar a los iones de los analitos por captura electronica y transferencia de

protones [180, 181], el mecanismo no ha sido completamente elucidado. En los ultimos
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afios se han publicado varios trabajos en relacion a la dindmica de desorcién/ionizacion
[182-184].

Las propiedades que un compuesto requiere para ser una matriz adecuada
tampoco son del todo conocidas. Estudios empiricos muestran que el compuesto matriz
debe absorber fuertemente la radiaciéon laser y debe ser suficientemente soluble en el
disolvente de la muestra como para que haya un gran exceso en la mezcla depositada
en la sonda.

En este trabajo de tesis la espectrometria MALDI-TOF se utiliza para
caracterizar los derivados de peroxidasa de rabano picante sintetizados en los capitulos

6 y 7. El procedimiento experimental se encuentra detallado en la seccién 3.5.2.
2.4 — Ensayos competitivos [113, 185-188]
2.4.1 - Curva de competencia

En un ensayo competitivo se mide la union de una unica concentracién de analito
marcado o conjugado en la presencia de concentraciones variables de analito libre o sin
marcar. Tipicamente la concentraciéon de analito varia sobre varios o6rdenes de
magnitud. Las curvas que se obtienen, tienen forma sigmoidea y son denominadas
curvas de competencia o curvas de dosis-respuesta (Figura 2.12).

En la curva se observan dos plateaus: el superior, a un valor correspondiente a
la sefial proveniente al conjugado unido al receptor, en ausencia de su competidor, el
analito sin marcar y el inferior a un valor correspondiente a la sefial de la uniéon
inespecifica. La concentracion de analito que reduce la sefal al 50 % del valor de la
asintota superior (Figura 2.12) se denomina ICsy (Concentracion Inhibitoria 50 %) y
constituye una estimacion, tanto de la afinidad del anticuerpo 6 receptor hacia el analito,
como de la sensibilidad del método. Si el conjugado y el analito se unen ambos
reversiblemente a un unico sitio de union, la sefial debida a la unién del analito al
receptor en el equilibrio en funcion de la concentracién de analito sin marcar sigue la

siguiente ecuacién:

(4-D)

(]

y= +D (2.18)
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donde A es el valor de la asintota superior, B es la pendiente de la curva en el punto de
inflexion, C es la concentracion de analito en el punto de inflexion y D es el valor de la

asintota inferior. El parametro C, en la practica corresponde a la ICsg.

50%

v

log[analito]

Figura 2.12: Curva dosis-respuesta estandar tipica en un
ensayo competitivo. Con linea punteada se indica la 1Cso. Las
curvas en azul muestran el efecto en el cambio de la

concentracion de receptor (Ky= 10710 M),

La IC5¢ puede estar influenciada por 3 factores:

e La afinidad del receptor por el analito, que esta reflejada en su constante de
disociacion, K, Si la afinidad es alta (por lo tanto K, es pequefia), el valor de
1C5p sera bajo.

e La concentracion de conjugado. Cuanto mayor sea la concentracién de conjugado
elegida, mayor concentracion de analito se necesitard para que compitan por la
union.

« La afinidad del conjugado por el receptor. Se necesita mas analito para competir
con un conjugado que puede unirse fuertemente (A} pequefia) que para uno que
puede unirse mas débilmente (KX, grande). En este ultimo caso, se necesitara
también una mayor concentracion de conjugado para poder obtener una sefial

aceptable.
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2.4.2 - Unié6n inespecifica

Ademads de unirse al anticuerpo o receptor, el conjugado puede unirse a otros
sitios que se denominan sitios inespecificos. La sefial obtenida para la union inespecifica
puede obtenerse midiendo la unién del conjugado en la presencia de una concentracion
elevada de analito tal que sature al receptor. Bajo esas condiciones, se asume que todos
los receptores son ocupados por el analito, de manera tal que el conjugado solo puede
unirse a los sitios inespecificos.

Factores que afectan la calidad del ensayo:

» La constante de equilibrio, A,

» La precision en la medida de la sefial.

« El nivel de unién inespecifica. Si la unién inespecifica es elevada, se requerira
mayor cantidad de anticuerpo (o receptor) para aumentar el porcentaje de

conjugado unido y as{ incrementar la relacion sefial especifica/sefial inespecifica.

Un problema a tener en cuenta en un ensayo competitivo es que la marcaciéon
del analito, para la obtencion del conjugado puede afectar la capacidad de unién con el
receptor, particularmente si la conjugacion involucra la regiéon critica o especifica para

la unién.

2.5 — Instrumentacion

2.5.1 — Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas se llevaron a cabo utilizando distinta
instrumentacion de acuerdo a los requerimientos de cada procedimiento y los sistemas
en cuestion. Para aquellos procedimientos que involucraron ldminas de oro de 1 cm? de
area geomeétrica como electrodos de trabajo se empled un potenciostato TEQ 02. En
estos casos se emple6 una celda de vidrio convencional de tres electrodos utilizando un
electrodo de Ag/AgCl como electrodo de referencia y una malla de platino como
contraelectrodo.

Para los experimentos de voltametria diferencial de pulso se utilizo6 un
potenciostato pPAUTOLAB type III con la misma celda de vidrio con un electrodo de

s 2 ,
carbono vitreo de 0,07 cm® de area.
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Figura 2.13: Esquema de las celdas de acrilico empleadas en el sistema multielectrodos.

A) Celda de medicion y de deposito galvanostatico de oro. Con flechas se indican los
contactos de los electrodos de trabajo, la posicion donde se ubica el electrodo de

referencia y el contraelectrodo. B) Celda de modificacion diferencial de electrodos.
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Figura 2.14: Fotos de la celda empleada en las mediciones y en el depoésito galvanostatico de
oro. A y B) Ubicacion del electrodo de referencia y contraelectrodo sin y con la tapa,
respectivamente. C y D) Vista superior y perspectiva de la celda montada sobre la base de

conectores, respectivamente.

El depo6sito galvanostatico de oro sobre la plataforma de multielectrodos se llevd
a cabo empleando un galvanostato/potenciostato marca PINE Modelo AFRDES de
acuerdo a lo descripto en la seccién 3.6. La limpieza de estos electrodos se realizé por
ciclado electroquimico en acido perclorico utilizando un potenciostato tAUTOLAB type
III (seccion 3.6.1) tratando a un electrodo por vez. Las mediciones sobre la plataforma
de multielectrodos se llevaron a cabo con un multipotenciostato MultiTEQ. La Figura
2.13 A muestra el disefio y el armado de la celda utilizada en la deposicion
electroquimica de oro y en todas aquellas medidas electroquimicas involucradas en el
sistema multielectrodos. El desarrollo de esta celda fue implementado, en nuestro grupo
de trabajo, en conjunto con el del arreglo de electrodos segtn lo comunicado en [189].

Como electrodo de referencia se utiliza un electrodo de Ag/AgCl y como
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contraelectrodo una placa de oro de 78 x 28 x 0,2 mm (longitud x ancho x espesor) que
se ubica a 5 mm por encima de los electrodos de trabajo (Figura 2.14).

Esta misma celda se utiliza para llevar a cabo la modificacién de los electrodos
cuando deba aplicarse el mismo tratamiento a cada uno de ellos. En los casos donde
cada electrodo necesite un tratamiento diferente al vecino otro modelo de celda es
empleado (Figura 2.13 B). En este ultimo, cada tubo, ubicado por encima del electrodo
de trabajo, puede llenarse con distintas soluciones conforme sea necesario para el paso
de modificacion en cuestion. Un ejemplo de ello es el uso de distintas concentraciones
de lipopolisacarido en el procedimiento correspondiente al ensayo competitivo que se

describird mas adelante en el capitulo 8.

2.5.2 - Espectrometria de desorcién/ionizacién por laser asistida por una matriz

El anélisis se llevo a cabo utilizando un espectrometro de masa Bruker modelo

OmniFLEX Daltonics. El equipo opera con un laser de Ny (337 nm) para realizar la

desorcién/ionizacién de los analitos. La deteccién de los iones se realiz6 con un

analizador de tiempo de vuelo en modo lineal.
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3 — Materiales y Métodos

3.1 — Introduccién

En este capitulo se describen los procedimientos experimentales mas generales
y frecuentes realizados en este trabajo de tesis. Entre ellos se incluye: la purificacién y
caracterizacion de lipopolisacéarido, la caracterizacion de los derivados de peroxidasa de
rabano picante, la construccion de las plataformas de medicion, entre otros. Por su
parte, en los capitulos consecuentes se detallaran otros procedimientos experimentales

mas especificos.

3.2 — Purificacién y caracterizacién de lipopolisacérido

3.2.1 — Introducciéon

Desde hace décadas varios métodos han sido desarrollados para extraer
lipopolisacaridos de Salmonella y otras bacterias gram—negativas [190]. Uno de estos
métodos, el cual es ampliamente utilizado, es el procedimiento de fenol-agua [191],
dada su aplicabilidad a muchos y diversos grupos de bacterias y porque es uno de los
pocos métodos que permite la extracciéon de lipopolisacaridos de bacterias mutantes R.
En este método, la bacteria seca se trata a 69 °C en una mezcla de fenol y agua. Al
enfriar, la mezcla, que es monomérica por encima de 68 °C, se separa entre una fase
fenolica, que contiene principalmente proteinas, y una fase acuosa que contiene el
lipopolisacarido y los 4acidos nucleicos. Este procedimiento coextrae ademas de acidos
nucleicos, polisacaridos, algunas proteinas y ocasionalmente otros componentes de la
pared celular bacteriana. Si bien la mayor proporcién de LPS suele quedar retenido en
la fase acuosa, se han reportado casos de lipopolisacaridos solubles en la fase fenolica
[192, 193]. Hoy en dia, el procedimiento de extraccion de LPS mas utilizado es una
variante desarrollada por Brade y Galanos [194] del procedimiento de fenol-agua. Si
bien, este ultimo procedimiento permite obtener preparaciones altamente puras,
practicamente libres de acidos nucleicos, proteinas, glicanos u otros componentes de la
pared celular bacteriana, los extractos comercialmente disponibles suelen contener
estos contaminantes.

Por otra parte, los lipopolisacaridos forman un grupo heterogéneo de moléculas.
La wvariabilidad se debe principalmente a modificaciones no estequiométricas de la
region del lipido A y del ntcleo sacarido (core), y también a variaciones en el numero de

unidades repetitivas en el antigeno O. Algunos métodos han sido utilizados para separar
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subclases de LPS obtenidos de cepas individuales, entre ellos se pueden mencionar:
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) [195,
1961, electroforesis capilar [197], electroforesis DOC-PAGE [198], cromatografia de
exclusiéon por tamafio [199, 200], cromatografia liquida con resinas de intercambio
anionico [201] y cromatografia de interacciéon hidrofobica [202]. Estos métodos son
dificultosos, principalmente debido a la tendencia del LPS a formar agregados y a la
dificultad de detectarlo e identificar las distintas subclases.

En este trabajo de tesis la purificacion del LPS provisto por Sigma, proveniente
de una extracciéon con fenol-agua, se llevd a cabo por cromatografia liquida de
exclusiéon por tamafio. El procedimiento aplicado corresponde a un desarrollo realizado
en nuestro grupo de trabajo [122], al cual se le incluyeron nuevas etapas de

purificacion.

3.2.2 - Experimental

3.2.2.1 - Reactivos

LPS liso de Salmonella Minnesota fue provisto por Sigma (N° de catalogo:
L6261) (Nota:' LPS puede causar fiebre. Puede ser nocivo por inhalacién, ingestion o en
contacto con la piel. Deben ser empleadas buenas técnicas de laboratorio: se debe utilizar
guardapolvo, guantes y anteojos de seguridad para su manipulacion, trabajar en dreas
ventiladas y evitar todo contacto con heridas expuestas). El test LAL cromogénico fue
provisto por CAMBREX BioScience Walkersville, Inc. El agua apirdégena fue producida
por bidestilacién de agua destilada, previamente pasada a través de un sistema de agua
MilliQ y colectada en material de vidrio apirégeno (5 hs a 220 °C); valores por debajo
de 0,01 UE ng ! se obtuvieron rutinariamente (determinado empleando el test LAL).
Albtimina de suero bovino (BSA), acido 3-desoxi—D-mano-2-octoulosonico (Kdo),
glicina, B—mercaptoetanol y dodecil sulfato de sodio (SDS) fueron provistos por Sigma.
Acrilamida y bisacrilamida se obtuvieron de J. T. Baker. El concentrado de reactivo
colorimétrico para el ensayo de proteinas fue provisto por Bio—Rad Laboratories, Inc.
Las membranas de dialisis de celulosa regenerada (RC Spectra/Por) de corte molecular

3500 se obtuvieron de Spectrum® Laboratories.
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3.2.2.2 — Cromatografia de exclusion por tamafio

LPS liso de Salmonella Minnesota fue purificado cromatograficamente a 25 °C
con una columna Sephacryl HiPrep 16/60 (S-200 HR GE Healthcare de 120 mL de
capacidad), cuyo intervalo de separaciéon en masas molares es: 5000 a 250000 para
proteinas globulares y 1000 a 80000 para dextranos. A tal efecto se empled un sistema
FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) modelo AKTA Explorer 10 (GE Amersham).
El buffer de elucion empleado fue Tris 10 mM pH 8,0, conteniendo NaCl 0,2 M, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, azida sodica 0,02 % p/v y deoxicolato de sodio
(NaDC) 0,25 % p/v.

La columna fue equilibrada con al menos 2 volumenes de columna (VC) de buffer
de elucion. La muestra a separar se prepard disolviendo entre 50 y 60 mg de LPS en 3
mL de buffer. Posteriormente, fue inyectada y eluida isocraticamente a un flujo de 0,5
mL minfl, durante 1,5 VC, colectando fracciones de 3 mL. El seguimiento de la corrida
cromatografica se realizé registrando la absorbancia a 280 y 260 nm. Luego, con el
proposito de remover el exceso de detergente, las fracciones que contenian el LPS
fueron pasadas por dos columnas de desalado HiTrap en serie (GE Healthcare de 5 mL
de capacidad cada una) empleando como buffer de elucién fosfato 15 mM pH 7.5
conteniendo NaCl 15 mM a un flujo de 2 mL min . En este caso, el seguimiento de la
eluciéon se realizd6 monitoreando la absorbancia a 205 nm, longitud de onda a la cual el
LPS presenta una absorcion significativa, debido principalmente a la presencia de
grupos carbonilo en su estructura. Finalmente, las fracciones fueron agrupadas de a dos
consecutivas y dializadas con el objetivo de remover el detergente y las sales
remanentes. La didlisis se llevd a cabo con tubos de didlisis de corte molecular 3500
contra buffer contra agua MilliQ por otras 48 hs a 4 °C. Luego, las fracciones fueron
liofilizadas, a las cuales se les determiné: el contenido de proteinas, el contenido de
acidos nucleicos, la actividad endotoxica, el contenido de Kdo y la presencia de Ca?*
segiun se detalla mas adelante. También, estas fracciones fueron analizadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS segun las especificaciones del apartado
3.2.2.3. E1 LPS purificado y liofilizado se conservé a —20 °C hasta su utilizacion.

Luego de la purificacién, la columna debe lavarse con 0.5 VC de NaOH 0,2 M
seguidos por al menos 2 VC de agua MilliQ y conservarse en solucién de etanol:agua 20
% v/v. Lavados mas rigurosos pueden realizarse con 0.25 VC de NaOH 0,5 M seguidos

por 4 VC de agua MilliQ 6 0.5 VC de isopropanol:agua 30% v/v (para remover lipidos y
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proteinas muy hidrofébicas) seguidos por 4 VC de agua MilliQ. Todas las soluciones

deben pasarse previamente por filtros de 0,2 ym de tamafio de poro y ser desgasadas.

Cuantificacién de proteinas. Se empled el método descripto por Bradford [203],
utilizando un concentrado de reactivo colorimétrico para el ensayo de proteinas provisto
por Bio—Rad Laboratories, Inc. En este ensayo se emplea albumina de suero bovino

(BSA) como estandar de calibracion a menos que se indique lo contrario.

Cuantificacion de dcidos nucleicos. El contenido de ARN fue determinado por
espectroscopia UV midiendo el valor de absorbancia a 260 nm. Las bases nitrogenadas
en los nucleotidos presentan una absorcion maxima alrededor de 260 nm segun lo
indicado en la Tabla 3.1 [204]. En base a los coeficientes de absorcion molar, la
absorbancia a 260 nm de una solucion 40 pg mL! (118 uM, considerando una masa
molecular promedio de 340 Da/base) de ARN de simple hebra, en una cubeta de 1 cm de
camino 6ptico es igual a 1. De esta forma, utilizando una técnica sencilla no destructiva
puede determinarse su concentracion.

Debido a que algunos contaminantes, por ejemplo solventes provenientes del
proceso de extraccion, pueden absorber a esa longitud de onda, se recomienda también
evaluar la absorbancia a 240 nm de modo de detectar esas interferencias. Las proteinas
presentan un maximo de absorcién a 280 nm, por lo que también podrian afectar la
determinaciéon. En particular, la muestra comercial de LPS que se utiliza en este trabajo
de tesis posee un bajo nivel de contaminacién proteica en comparacion con su contenido
de ARN (Tabla 3.2 pag. 70), lo que hace que la contribucién de las proteinas a la medida

de absorcién a 260 nm sea pequefila en la mayor parte de las muestras analizadas.

A T G C U ARN  ADN
e/mM*!cm! 13,4 7.9 8,1 6,1 8,2 8,5 7,6
Amax / Nm 260,5 2645 275 267 259,5 260 260

Tabla 3.1: Absorcion UV de nucleétidos y acidos nucleicos

Actividad endotoxica. La determinacion de la potencia endotéxica de las muestras de
LPS se determin6 mediante el uso del ensayo de endotoxinas bacterianas LAL
cromogénico cuantitativo, QCL-1000 provisto por CAMBREX BioScience Walkersville,

Inc.
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Contenido de Cag+/Mgg+. Se empleo6 el ensayo de dureza Duralarm, Fresenius Medical
Care Argentina. Se realiz6 sobre soluciones de LPS de concentraciéon no menor a 1 mg

mL . El ensayo presenta un limite de deteccion de 2 ppm.

Contenido de Kdo. Se emple6 el procedimiento descripto por Lee y Tsai [205].

3.2.2.3 - Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se llevé a cabo
empleando geles de poliacrilamida de 15 c¢m de longitud, 14 ¢cm de ancho y 0,15 cm de
espesor. La corrida electroforética se llevd a cabo utilizando un equipo Hoefer modelo
SE 400. El sistema de electroforesis Laemmli [206] involucro el uso de buffer Tris 25
mM pH 8,8, glicina 0,19 M y SDS 0,1 % p/v como buffer de corrida. El gel de resoluciéon
estuvo formado por acrilamida 12,5 % p/v, buffer Tris 0,375 M pH 8,8 y SDS 0,1 % p/v,
mientras que el gel de preconcentracion contenia acrilamida 5 % p/v, buffer Tris 6 mM
pH 6,8 v SDS 0,1 % p/v. Las muestras detectadas por tinciéon de plata fueron disueltas
en agua MilliQ y mezcladas en una proporcion 2 a 1 con el buffer de siembra,
conteniendo: buffer Tris 0,15 M pH 6,8, azul de bromofenol 0,075 % p/v, B-
mercaptoetanol 15 % v/v, glicerol 30 % v/v y SDS 6 % p/v. Luego, fueron tratadas en
bafio de agua a ebullicién durante 5 minutos. Las muestras reveladas por detecciéon de
actividad de peroxidasa fueron disueltas en agua MilliQ y mezcladas en una proporcion
2 a 1 con buffer de siembra sin B-mercaptoetanol y no fueron calentadas. El volumen
de siembra empleado fue de 25 a 50 pL conteniendo entre 2,5 y 20 pg de muestra segun
el caso. La electroforesis se corrio a 30 mA a 4 °C durante 6 horas, hasta que el
colorante indicador alcanzé el fondo del gel.

Para la tincién con plata se siguié la técnica descripta por Tsai y Frasch [207]
con algunas modificaciones como se detalla a continuaciéon: Una vez corrido el gel, el
LPS se fija al mismo, sumergiéndolo en la solucién fijadora 1 (40 % v/v etanol y 5% v/v
acido acético en agua MilliQ), toda la noche a 4 °C con agitacion orbital moderada. Se
notard que el gel encoge. Luego, la soluciéon fijadora 1 se reemplaza por la solucion
fijadora 2, que produce la oxidacién de los aztcares (40% v/v etanol, 5% v/v acido
acético y 0.7% p/v periodato de sodio). Pasados 5 minutos, el gel se lava
exhaustivamente con agitacién moderada para retirar el exceso de periodato, con: a) 1
lavado de 500 mL con 40 % v/v etanol y 5% v/v 4cido acético, b) 1 lavado de 500 mL

con 40% v/v etanol en agua, y ¢) 3 lavados de 15 minutos cada uno con 500 mL de agua
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MilliQ por lavado. Con estos lavados se observara que el gel retoma su tamafio. Una vez
que el gel ha sido lavado, se retira el agua y se vierte sobre ¢él, la tintura de plata recién
preparada, agitando durante 10 minutos, a oscuras.

Para la preparacion de la tintura de plata se procede de la siguiente manera: 2,4
mL de NH,OH 25 % v/v se agregan a 28 mL de NaOH 0,1 M. Luego, 5 mL de 20 % p/v
de AgNO; se agregan a la solucion anterior con agitacién suave. Debe observarse
transitoriamente la formacién de un precipitado marrén que desaparece con la agitacion,
debido a la formacién del complejo [Ag(NH3),1". Finalmente, se lleva a un volumen final
de 150 mL con agua MilliQ.

Luego de la tincién con plata, se realizan 3 lavados de 10 minutos cada uno con
500 mL de agua MilliQ por lavado, a oscuras. Se retira el agua y se coloca el revelador
(acido citrico 50 mg Lt y formaldehido 37 % v/v 0,5 mL LY que da lugar a la formacion
del espejo de plata sobre cada siembra que contenga azucares reductores. El revelado
del gel debe concluirse cuando las bandas adquieren la intensidad de color deseada o
cuando el fondo translucido del gel muestra los primeros signos de coloracién. Las
bandas en el gel adquieren un color marron oscuro en unos 5 minutos. Alcanzada esa
instancia, se toma una fotografia o se determinan las distancias de migracion para cada
banda.

El revelado por actividad de peroxidasa involucré los siguientes pasos: el gel
fue enjuagado con 500 mL de soluciéon de triton X-100 1,5 % v/v durante 1 hora a
temperatura ambiente, luego 2 veces con 500 mL de agua MilliQ durante 15 minutos
cada vez. Finalmente fue sumergido en una solucién de pirogalol 0,6 g Lt y peroxido de

hidrégeno 0,8 g L' en buffer fosfato 100 mM pH 6,0.

3.2.3 — Resultados

A continuacién, a modo de ejemplo se muestra un perfil de elucion de la columna
cromatografica (Figura 3.1), donde se registra la absorbancia a 280 y 260 nm. El perfil
cromatografico estd caracterizado por cuatro regiones bien definidas, segin su

absorbancia. Estas regiones son:

1.- De 35 a 44 mL Anix 260 nm 0 400 mUA
2.— De 44 a 60 mL Ansx 260 nm 00 mUA

3.~ De 60 a 90 mL Aj4x 260 nm 0 1300 mUA
4.- De 90 a 130 mL Apix 2600m [ 5000 mUA
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Figura 3.1: Cromatografia de exclusién por tamafio segun las especificaciones de la seccion

3.2.2.2. 3 mL de LPS de S. Minnesota 20 mg mL ! inyectado en buffer de corrida.
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Figura 3.2: Desalado de las fracciones de LPS eluidas de la columna de exclusién por
tamafio. Cada purificacién corresponde a la inyeccion de una fraccién de 3 mL de LPS, aqui

ejemplificado con la fraccion 44-47.
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Estas regiones indican el contenido de ARN y proteinas de las distintas
fracciones, sin embargo, no puede conocerse a partir de este perfil la zona de elucion
de LPS. Un andlisis posterior del eluido permite identificar las fracciones que contienen
LPS (Tabla 3.2).

Finalizada la corrida cromatografica, las fracciones colectadas se pasaron por
dos columnas de desalado HiTrap en serie con el objetivo de remover el exceso de
deoxicolato de sodio. El seguimiento cromatografico se realizo midiendo la absorbancia
a 205 nm. El primer pico corresponde (Figura 3.2) a la elucién del LPS. Posterior a este
pico, la fuerza ionica aumenta denotando la elucion de las sales del buffer empleado en
la purificacién cromatografica precedente. Se colectaron las fracciones de LPS

agrupandolas de a dos en forma consecutiva. Posteriormente se dializaron y liofilizaron.

Volumen de Actividad
Muestra elucion ARN Proteinas Kdo endotoxica Ca?
(mL) (% p/p) (% p/p) (% p/p) (UEng™H!
LPS de
S. Minnesota 46 0,8 1,0 1,3 +
(Sigma)

7-8 35-41 1,5 1 0,2 0,6 - 0,9 nd
9-10 41-47 0,3 0,3 0,4 1,1-1,7 -
11-12 47-53 0,2 0,3 1,1 0,6 -1,1 -
13-14 53-59 0,1 0,2 0,7 0,8-1,0 -
15-16 59-65 1,6 0,8 1,2 0,9-1,5 -
17-18 65-71 3,4 1,2 1,6 0,5-1,0 nd
19-20 71-77 6,0 2,0 0,1 0,05 -0,1 nd
21-22 77-83 14,0 2,0 0,01 < 0,01 < nd

Actividad endotoxica determinada sobre fracciones de LPS provenientes de al menos dos purificaciones distintas.

nd: no determinado.

Tabla 3.2: Resultados de la caracterizacion del LPS de S. Minnesota provisto por Sigma y

de sus fracciones purificadas. El volumen de elucién corresponde a la Figura 3.1.
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Sobre las muestras liofilizadas se determindé el contenido de proteinas, el
contenido de acidos nucleicos, la actividad endotoxica, el contenido de Kdo y la

presencia de Ca®*.La Tabla 3.2 y la Figura 3.3 resumen los resultados obtenidos.

16 _
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Figura 3.3: Resultados de la caracterizacion de las fracciones purificadas de LPS de S. Minnesota.

A) Analisis de ARN, Kdo y Proteinas. B) Actividad endotéxica.

De acuerdo a estos resultados el LPS eluye entre los 35 y los 77 mL
correspondiente a las regiones 1 y 2 y el inicio de la region 3. A partir de los 77 mL el
eluido se va enriqueciendo en el porcentaje de ARN vy proteinas disminuyendo
drasticamente el porcentaje de Kdo y su actividad endotoxica. En las fracciones
correspondientes a la regién 1 y 2 (35 a 60 mL) se concentra la mayor actividad
endotoxica, siendo la region 2 (44 a 60 mL) la de mayor pureza. Esta informacién es
valiosa en lo que respecta a la eleccién de una fraccién de LPS para llevar a cabo un
ensayo competitivo o en la sintesis de conjugados.

Las fracciones de LPS fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS. En la Figura 3.4 puede observarse el patrén de migracion en forma de
escalera caracteristico del LPS. Esto confirma, en conjunto con la informacion
presentada hasta ahora, que el LPS comercial del cual dispusimos es una muestra de
masa molar muy heterogénea. En la purificacion cromatografica, dadas las
caracteristicas de la columna empleada, los analitos de mayor masa molar, que son
aquellos con menor interaccién con la columna, eluyen primero. En la electroforesis, los
analitos migran de acuerdo a su masa molar, siendo los mdas pequeflos quienes
presentaran mayor movilidad. En particular, cada una de las bandas que puede

distinguirse dentro de una misma calle de siembra puede asignarse a la disminucién de
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una subunidad repetitiva de la regién del antigeno O. De esta forma, la fracciéon 7-8
corresponde a la fraccion de LPS de mayor masa molar, siendo la 17-18 la de menor.
Las fracciones por encima de esta ualtima presentaron niveles de endotoxicidad y
porcentaje de Kdo (Tabla 3.2) muy bajos, vy ademds no pudieron detectarse por
electroforesis. Siendo asi, la region de elucién de LPS queda acotada entre los 35 y los
77 mL segun el perfil cromatografico de la Figura 3.1.

La informacién que se obtiene de los geles de electroforesis realizados en estas
condiciones es muy util en cuanto a la comparacion de las distintas fracciones de LPS
segun su perfil de migracion y también respecto de su comparacion con los derivados
que pueden sintetizarse a partir de estas fracciones. Un ejemplo de lo ultimo

mencionado se presentard mas adelante en el capitulo 6.

7-8 9-10 11-12 13-14 15-16 17-18

Figura 3.4: Electroforesis en gel de poliacrilamida 17,5 % con SDS de fracciones purificadas
de LPS de S Minnesota reveladas por tincion con plata. En el margen superior del gel se
indica la fracciéon sembrada. En todos los casos se sembraron 50 pL conteniendo 10 pg de

LPS.

3.2.4 - Sumario

Como puede observarse en la Tabla 3.2, el LPS provisto por Sigma, obtenido a

partir de la extraccién con fenol-agua posee un elevado contenido de ARN (46 % p/p).

El procedimiento de purificaciéon por cromatografia de exclusiéon brinda resultados
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satisfactorios permitiendo disminuir en gran medida las impurezas presentes en el
material de partida. El nivel de ARN pudo disminuirse a valores entre 0,1 v 3,4 % p/p
dependiendo de la fraccion. Las fracciones con actividad endotéxica se encuentran
principalmente dentro de las regiones 1 y 2 siendo las fracciones 9-10 (41-47 mL), 11-
12 (47-53) v 13-14 (53-59) las de mejor calidad dada su buena actividad endotoxica y
bajos niveles de ARN y proteinas.

Del perfil cromatografico (Figura 3.1) v del perfil de migracién en el gel de
electroforesis (Figura 3.4) puede evidenciarse la polidispersién que presenta la muestra
de LPS. La separacién cromatografica permitio purificar el LPS y ademas obtener

grupos de masa molar acotada de LPS.
3.3 — Sintesis de carboximetildextran70 (CMDex70)

El método de carboximetilacién de dextrano ha sido previamente descripto [208,
209]. Brevemente, 10 g de dextrano (Sigma, Mr 68800 g mol %) fueron disueltos en 50
mL de solucién de acido bromoacético (Sigma) 15 % p/v, conteniendo 3,5 g de hidroxido
de sodio (Figura 3.5). Luego, la mezcla de reaccién fue incubada por 48 horas a 40 °C
con agitacion. Finalizada la reaccion, se enfrié la solucién a temperatura ambiente y la
mezcla fue llevada a pH 6,5 con acido acético. El producto obtenido se dializé a 25 °C
contra agua milliQ durante 72 horas usando membranas de corte molecular 3500, con 5
cambios de liquido de 2 litros cada vez. Posteriormente, la solucion se dividio en 10
tubos conteniendo unos 6 mL cada uno y se liofilizo. El s6lido obtenido se conservo a —

20 °C hasta su uso.

r* Br\i *
OH

B — e

Dextrano Carboximetildextran
R = -OH, -~OCH,COO~ (Mezcla)

Figura 3.5: Esquema de reaccion de la carboximetilaciéon del dextrano.

El carboximetildextran70 (CMDex70) obtenido fue caracterizado por
espectroscopia RMN Be empleando un espectréometro Bruker Avance 500 MHz. La
Figura 3.6 corresponde al espectro de 13C RMN de carboximetildextran70 realizado en

agua deuterada. Entre 178,90 vy 177,78 ppm se observan las sefiales correspondientes
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al carbono del grupo —COOH, indicando la carboximetilacion del polimero. Por

integracion de las sefiales pudo calcularse una relacién de COOH:monémero (unidad de

glucosa) de 1:10.

o6 o6 0~ mﬁd%m"’@[‘[\\‘?ﬁ‘fq.W"’.W,“ﬁ“}“ﬁ@"}"““"
el el == OO RNXIN M Q0O
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0 o [2]
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o6 6 ~
B E B &
T T T
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Figura 3.6: Espectro de 13C RMN de carboximetildextran70 en D2O.

A) Espectro completo. B) Ampliacién de la zona recuadrada en rojo.
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3.4 - Determinacion electroquimica del coeficiente de difusion del mediador

[Os(bpy)2pyCl]PFg

El complejo de Os, [Os(bpy)s(py)Cl]PFg, utilizado como mediador soluble en los
experimentos presentados en el capitulo 4 y 8, fue caracterizado en relacién a su
coeficiente de difusion. Como fue introducido en el capitulo 2, el andlisis de la
voltametria ciclica permite la obtenciéon de este parametro [168], segtn la ecuacion 2.4.

Determinando la corriente de pico (4) a distintas velocidades de barrido (v) y
graficando 1, versus vl/z, puede calcularse el valor del coeficiente de difusién de la

especie electroactiva () a partir de la pendiente del grafico.

3.4.1 — Experimental

Como electrodos de trabajo, se utilizaron laminas planas de oro de 1 cm? de
adrea, tratadas previamente segun el protocolo descripto en 3.6.1. Los electrodos
modificados Au/Cys/CMDex24+ PEG5000 y Au/Cys/CMDex70 se construyeron a partir
de estas laminas de oro, en base a lo detallado en el capitulo 4. Los electrodos fueron
sumergidos en la celda electroquimica conteniendo al complejo [Os(bpy)s(py)ClIPFs en
una concentracion de 40 uM (Mr 762 g mol ™) en buffer Tris 50 mM pH 7,5 con KNO;
0,2 M como electrolito soporte. Como contraelectrodo se emple6 una malla de platino y
un electrodo de Ag/AgCl como electrodo de referencia. El potencial se vari6 entre 0 y

600 mV versus Ag/AgCl a distintas velocidades de barrido, entre 2 y 100 mV s L.

3.4.2 — Resultados

La Figura 3.7 muestra las voltametrias ciclicas obtenidas para electrodos de oro
sin  modificar (Au) y para electrodos modificados Au/Cys/CMDex70 vy
Au/Cys/CMDex24+ PEG5000. En la figura puede observarse, que para los electrodos
ensayados, la cupla Os(II)/Os(IIl) presenta un comportamiento reversible, en base a los
criterios detallados en 2.2.3.1. La cupla presenta un comportamiento reversible como lo
demuestra la separacion de los picos anodico y catédico para cada voltamograma (entre

58-61 mV) y la relacion entre estos picos es practicamente igual a uno.
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Figura 3.7: Voltametria ciclica para un electrodo de oro y electrodos modificados.
[0s(bpy)2pyCl]T 40 uM en buffer Tris 50 mM pH 7,5 + KNO3 0,2 M. Velocidad de
barrido: 10 mV s,

En la Tabla 3.3 se presentan los valores de corriente de pico obtenidos para

cada uno de los electrodos estudiados a distintas velocidades de barrido. A partir de

1/2

estos datos se construyeron los graficos i, versus v'%, de cuyos valores de las

pendientes pudieron extraerse las magnitudes de los coeficientes de difusion.

v vi/2 i (uA)
vsh (v Au Au/Cys/CMDex24+PEG5000  Au/Cys/CMDex70
0,002 0,044 0,691 0,669 0,745
0,005 0,071 1,186 1,232 1,044
0,010 0,100 1,903 1,830 1,652
0,025 0,158 3,326 3,299 2,760
0,050 0,224 4,759 4,694 3,911
0,100 0,316 6,669 6,234 5,402

Tabla 3.3: Corrientes de pico obtenidas para distintos electrodos a diferentes velocidades de

barrido. [Os(ID] = 40 uM en buffer tris 50 mM pH 7,5 con KNO3 0,2 M.
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® Y =22313X - 0,306 (R* = 0,998)
A Y =20924X - 0,191 (R* = 0,993)
Y = 17,543X - 0,084 (R* = 0,998)

0 , I , I , I ,
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

1/2 /2 -1/2
vyl gy

Figura 3.8: Corrientes de pico en funcion de la velocidad de barrido. Au (circulos rojos);

Au/Cys/CMDex24+ PEG5000 (triangulos azules); Au/Cys/CMDex70 (cuadrados verdes).

El coeficiente de difusion del complejo de osmio para las distintas superficies
estudiadas resulto ser: 4,3 x 10% cm? s? para el electrodo de oro sin modificar; 3,8 x
107% cm? s7! para el electrodo Au/Cys/CMDex24+ PEG5000; v 2,7 x 10°° cm® s7! para el
electrodo Au/Cys/CMDex70.

Puede observarse que las diferencias en los valores de [, son pequefias, lo que
indica que el mediador puede acceder libremente a la superficie de oro permitiéndose el
proceso reversible de transferencia de electrones. Se han obtenidos resultados
similares, nunca inferiores al correspondiente para Au/Cys/CMDex70, para electrodos
modificados con derivados de dextrano donde se ha adsorbido el conjugado de
neutravidina con peroxidasa de rabano picante (N-HRP). El detalle experimental de la

construccion de estas plataformas se presenta en el capitulo 4.
3.5 — Caracterizaciéon de conjugados de LPS

En este trabajo de tesis se han sintetizado una serie de conjugados de LPS. Sus
procedimientos de sintesis estdn detallados en los capitulos 5, 6 y 7. Todos los

derivados de LPS fueron caracterizados por su contenido de Kdo y actividad pirdgena

segun lo descripto en el apartado 3.2.2.2. La relacién de conjugacion para cada uno de
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los conjugados obtenidos fue evaluada por determinaciéon del contenido de LPS y de la
sonda unida al lipopolisacarido. La cantidad de LPS fue establecida por analisis de Kdo
para el conjugado y para una solucion de concentracion conocida de la misma fraccién
de LPS empleada en la sintesis. La cantidad de la sonda fue determinada por distintas

técnicas segun las caracteristicas de la sonda en particular.

3.5.1 — Determinaci6n de la concentracién de dansilo por espectroscopia de fluorescencia

Luego de la purificacion, el conjugado de LPS con dansilo se disolvié en agua
MilliQ y fue sometido a espectroscopia de fluorescencia en cubetas de poliestireno de 1
cm de camino 6ptico empleando un espectrofluorometro PTI Quantamaster. La longitud
de onda de excitacion fue fijada a 325 nm; la emision fue determinada entre 350 y 750
nm y se determin6 el drea de emision. La apertura de rendija fue de 1 mm tanto para la
luz de excitacién como para la de emision empleando un tiempo de integracién de 10 s.

Con el objetivo de determinar la derivatizacion obtenida en el LPS, se construyo
una curva de calibracion usando estandares de hidracina de dansilo (Fluka) entre 0,6 y
12,0 uM en agua MilliQ. De forma similar se realizaron espectros del conjugado a
concentraciones entre 5 y 100 pg mL™'. La relacion LPS:dansilo fue calculada de
muestras del conjugado LPS-dansilo de 5 pg mL_l, por debajo de la concentracion

micelar critica (CMC) del lipopolisacarido [31].

3.5.2 - Analisis de HRP y sus derivados por espectrometria MALDI-TOF

La espectrometria MALDI-TOF se empled en la caracterizacion de HRP y sus
derivados utilizados en la sintesis de conjugados de LPS-HRP segun se describe en los
capitulos 6 y 7. El analisis se llevo a cabo en modo positivo empleando un
espectrometro de masa Bruker modelo OmniFLEX Daltonics operado en modo lineal a
un voltaje de aceleracion de 19 KeV. La solucion fotomatricial se preparéd por disolucion
de 4cido sinapinico a una concentracion de 1 % p/v, en una solucién de acetonitrilo-TFA
0,1 % v/v (70:30 v/v). Las soluciones de HRP, PEG-HRP, FMOC-PEG-HRP, dHRP,
dHRP-PEG-NH; y BSA 0,1 mM fueron preparadas en agua MilliQ. Las soluciones de las
muestras se prepararon mezclando las soluciones proteicas con la solucion de la
fotomatriz en una relacion 1:10. La siembra se realizdé sobre un portamuestra de acero
inoxidable colocando en cada caso 1 pL de la solucién y dejando evaporar el solvente.

El equipo opera con un laser de Ny (337 nm) para realizar la desorcion/ionizaciéon de los
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analitos. En todos los casos, la calibracion se llevo a cabo empleando BSA como
estandar externo empleando las sefiales correspondientes a (M + H)" = 66431 y (M +
2H)*" = 33216 (Figura 3.10), segtn lo reportado en [210]. En todos los casos, el
portamuestras metdalico se sembro colocando la muestra de calibracion adyacente a
cada uno de los analitos como muestra la Figura 3.9. De esta forma, la medicion para
cada analito se calibra respecto de una muestra de BSA adyacente permitiendo luego la

comparacion de los espectros de los distintos derivados de HRP preparados.

Muestra de HRP

I

:,“_,I_".
! ST 1 e
[T T M

Figura 3.9: Siembra de muestras en una sonda metélica de 49 posiciones.
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Figura 3.10: Espectrometria de masa MALDI en modo positivo de BSA.
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3.5.3 — Actividad enzimatica de HRP

La actividad de la peroxidasa fue determinada espectrofotométricamente
siguiendo el procedimiento descripto por Chance y Maehly [211]. El ensayo utiliza
pirogalol como agente reductor. Sobre 1,45 mL de solucién de buffer fosfato 15 mM pH
6 conteniendo pirogalol 0,55 % p/v y peroxido de hidrogeno 0,027 % p/v se agregan 50
puL. de soluciéon de enzima (= 0.4 — 0.7 U mLfl), se mezcla por inversién y se mide la
absorbancia a 402 nm. El incremento en la absorbancia debido a la oxidacion del
pirogalol por la enzima se monitorea a 20 °C durante 300 segundos. Las mediciones se
realizaron empleando un espectrofotometro Shimadzu UV-160A.

Una unidad de peroxidasa se definio como la cantidad de enzima que produce 1
mg de purpurogalina a partir de pirogalol en 20 segundos a pH 6.0 y 20 °C. La actividad
de la enzima se expresa como unidades de peroxidasa por mg de HRP. La concentracion

de peroxidasa se determind espectrofotométricamente segun la seccién 3.5.4.1.

3.5.4 — Determinacio6n de la concentracion de HRP

3.5.4.1 — Espectroscopia de absorciéon molecular

La concentracion de HRP fue determinada espectrofotométricamente a partir de
su absorbancia a 403 nm (correspondiente a la banda Soret del grupo hemo), asumiendo
102000 M'em™ como su coeficiente de absorcion molar [127]. Las mediciones se
realizaron empleando un espectrofotometro Shimadzu UV-160A usando una celda de 10
mm de camino optico. En todos los casos los espectros se realizaron sobre soluciones
acuosas de la enzima. Este procedimiento se aplicé a soluciones de enzima a las cuales
se le evaluo la actividad enzimatica y a soluciones de conjugados LPS-HRP de modo de

cuantificar su relacién de conjugacion.

3.5.4.2 — Ensayo colorimétrico

Se empled el método descripto en la seccion 3.2.2.2 utilizando HRP (Biozyme)

como estandar de calibracion.
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3.6 — Construccién de la plataforma multielectrodos

La construccion del arreglo multielectrodos se llevé a cabo de acuerdo a
resultados previamente publicados [189]. Sobre placas de mylar de 350 um de espesor,
se imprimi6 con pintura de plata (Ercon Inc. Cat. N° E1660-136) para mejorar la
conductividad de las pistas y luego se hizo un cubrimiento con pintura de grafito (Ercon
Inc. Cat. N( E3456). Posteriormente los electrodos fueron pulidos con alumina de 0,3 y
0,05 pym y recubiertos con pintura aislante dejando expuesta solo la regién destinada al
deposito de oro.

El depésito de oro se realizd galvanostaticamente haciendo circular por la celda
25 mA cm ? durante 15 minutos con agitacion orbital a 80 rpm. La solucién de
deposicion contenia KAu(CN)s 15 mg mL !y 4cido citrico 115 mg mL!, ajustado a pH 4
con KOH. Finalizada esta operacion, las placas fueron tratadas térmicamente a 140 °C
durante 12 horas. La Figura 3.11 esquematiza la construccion de la plataforma. De esta

. . 2 ,
forma, pudieron construirse arreglos de 8 electrodos de 0,6 cm” de 4rea.

H

Figura 3.11: Construccion de la plataforma de electrodos sobre mylar. De izquierda a derecha:

LUF

e

Deposicion de plata, grafito, aislante y oro.

3.6.1 — Limpieza y caracterizacién de los electrodos de oro

Las laminas planas de oro de 1 cm® de 4rea geomeétrica previo a su utilizacion
fueron sometidas a limpieza sumergiéndolas durante 3 horas en solucion pirafia (30 %
v/v HyO5:H,SO4 98 % p/v 1:3). Luego se enjuagaron con agua MilliQ y se sometieron a
voltametria ciclica en solucién de HSO, 1,8 M a 50 mV s ! desde 0 a 1600 mV versus
Ag/AgCl. La superficie electroquimicamente activa fue calculada a partir de la carga

obtenida por integraciéon del pico de reduccion del 6xido de oro [212, 213]. Cuando fue
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necesario un procedimiento mas exhaustivo de limpieza, los electrodos fueron tratados
en solucién saturada de permanganato de potasio en medio alcalino (KMnO, en 1M
NaOH) a 60 °C durante 5 horas.

Las plataformas de multielectrodos recibieron un tratamiento diferente al recién
comentado. Los electrodos fueron ciclados, de a uno por vez, 20 veces en HCIO4 1M a
200 mV s ! entre —200 y 1600 mV versus Ag/AgCl (Figura 3.12). Este procedimiento
permite limpiar la superficie de oro sin dafiar la plataforma plastica y el aislante. Luego,
se enjuagaron con agua MilliQ y sometieron a voltametria en una solucion de H,SO,4 1,8
M de forma analoga a lo descripto para las ldminas de oro de modo de hallar su factor
de rugosidad. En este ultimo caso los electrodos se miden simultaneamente utilizando la

celda descripta en la seccion 2.5.1 y el multipotenciostato MultiTEQ.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

-0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
E/ mV

Figura 3.12: Voltametria ciclica para uno de los 8 electrodos del sistema en

HCIO4 1M, 20 ciclos a 200 mV s L. En rojo se muestra el primer barrido.

La voltamperometria en HySO, evidencia un buen comportamiento
electroquimico de las superficies de oro conservando su integridad fisica luego del
tratamiento en acido perclérico, mostrando ademds gran similitud con un electrodo de
oro macizo (Figura insertada, Figura 3.13). En la placa de 8 electrodos correspondiente
a la Figura 3.13 se obtuvieron en promedio valores de rugosidad de 1,7 + 0,1. Valores
similares pudieron obtenerse rutinariamente en la preparaciéon de otras placas de

electrodos. Notese la excelente reproducibilidad en el proceso de fabricacién de esta
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plataforma de electrodos. Estos resultados son muy valiosos en vias del desarrollo de
un ensayo de reconocimiento, particularmente un ensayo amperométrico competitivo

para la deteccion de endotoxinas como se presentara en el capitulo 8.
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Figura 3.13: Voltametria ciclica para los 8 electrodos de la

1

plataforma multielectrodos en H2SO4 1,8 M a 50 mV s . Figura

insertada: Electrodo de oro macizo de 1 cm” de 4rea geométrica.
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4 — Matriz para Ensayos de Reconocimiento Molecular

4.1 - Introduccién

Los ensayos de afinidad molecular son herramientas importantes en quimica
clinica v en quimica combinatoria para el desarrollo de nuevas drogas. Los ensayos
basicamente involucran un agente de reconocimiento molecular inmovilizado sobre un
sustrato transductor con la capacidad de unirse al analito dando lugar a un cambio
fisicoquimico, convertido por el transductor en una seflal eléctrica procesable.
Particularmente, los ensayos basados en afinidad muestran gran potencialidad en la
produccién de plataformas sensibles, asequibles y descartables para el andlisis de una
amplia gama de analitos. La mayor parte de los trabajos relacionados con ensayos de
afinidad electroquimicos estan centrados en mejorar el limite de deteccién, sin embargo
poco se discute sobre los indeseados efectos de la adsorcion no especifica de
biocomponentes presentes en la muestra, ni en la estabilidad de las matrices empleadas.

En su ambiente natural, la mayoria de las biomoléculas interacciones a través de
reconocimiento especifico, no obstante, presentan una elevada tendencia a adsorberse
fisicamente sobre sustratos solidos desprovistos de receptores especificos. Este
comportamiento tipicamente reduce la eficiencia de muchos ensayos de afinidad, tales
como los test western blot, microensayos proteicos, biosensores y ensayos de
detecciéon de molécula tnica [214]; hoy en dia, este tema, es atn objeto de
investigaciéon en el campo de la quimica analitica [215-218]. Una plataforma efectiva
para un ensayo de reconocimiento debe comportarse como un soporte so6lido capaz de
inmovilizar al agente de reconocimiento, y al mismo tiempo parecerse al ambiente
acuoso donde el analito esta presente. Si este objetivo es alcanzado, puede obtenerse,
una relacion oOptima entre el aumento de la union especifica y la reduccién de la
adsorcién no especifica.

Dado que la adsorcién inespecifica es usualmente impulsada por interacciones
de tipo hidrofébicas entre las biomoléculas y el sustrato solido, el desempefio del
ensayo puede mejorarse reduciendo dicha interaccion a través de la modificaciéon de la
superficie. Una estrategia ampliamente empleada es el uso de soluciones bloqueantes
conteniendo proteinas tales como la albimina de suero bovino (BSA), la cual resiste la
adsorciéon de otras proteinas. Esta estrategia sufre de problemas asociados con la
desnaturalizacion de la proteina bloqueante, o del intercambio de esta proteina por otras
en la solucion. Particularmente este tipo de estrategia no es adecuada para prevenir la
adsorcién inespecifica de lipopolisacaridos dado que presenta una fuerte interaccidén con

endotoxinas [219].
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Frecuentemente, en un ensayo electroquimico, el agente de reconocimiento se
une a la superficie de oro a través de la formacion de un autoensamblado de algun
derivado de tipo mercaptano. El oro combina propiedades macroscépicas utiles (por
ejemplo, mecanicas, eléctricas y opticas) con apropiadas propiedades superficiales (por
ejemplo, resistencia a la corrosion, bajo desgaste, facil modificaciéon); por lo tanto se
emplea ampliamente en el desarrollo de modelos de superficies para biosensores con
una composiciéon quimica bien definida para una variedad de aplicaciones y técnicas
(6pticas, piezoeléctricas y electroquimicas tales como resonancia de plasmén superficial
(SPR), microbalanza de cristal de cuarzo (QCM), impedancia y amperometria).

Los recubrimientos de polisacaridos y polietilenglicoles (PEG) se han empleado
ampliamente en una alta variedad de aplicaciones dada su capacidad de resistir la
adhesion de proteinas y células. Estas moléculas pueden proveer peliculas con baja
energia superficial con cadenas orientadas en forma aleatoria y altamente hidratadas
[220, 221]. Entre los polisacaridos empleados méas exitosamente con este propésito se
encuentran el dextrano y sus derivados. Por ejemplo, el carboximetildextran (CMDex)
se usa habitualmente en la modificacion de oro en transductores para SPR vy,
actualmente, BIACORE lo utiliza en su sensor de SPR modelo CM5 [222, 223].

Una de las ventajas del CMDex es que los grupos carboxilicos presentes en su
estructura pueden modificarse facilmente dando lugar a una interfase util para la
construccion de dispositivos de reconocimiento molecular, donde el agente de
reconocimiento puede incorporarse covalentemente a la superficie. Adicionalmente, la
insercion covalente de este polimero a la superficie puede ser conveniente en términos
de reproducibilidad y durabilidad de la pelicula depositada. Para nuestro conocimiento,
muy poco ha sido reportado sobre la aplicacién electroquimica de este tipo de matrices.

En este capitulo, se explora el uso de CMDex70 y CMDex24 combinados con
distintos oligo- y polietilenglicoles como matrices sobre electrodos de oro para su
aplicacion en un ensayo de reconocimiento molecular amperométrico. Se estudia el
comportamiento de estas peliculas frente a la adsorcion inespecifica de una proteina de
naturaleza hidrofébica como la neutravidina, como sistema modelo para el desarrollo de
una plataforma para ensayos de deteccion de lipopolisacaridos (LPS). Dada la naturaleza
hidrofobica del lipido A del LPS, la construccién de una superficie capaz de minimizar la
adsorcién de biocomponente hidrofébicos constituye una etapa fundamental del proceso
de fabricacion del ensayo. Con el propdsito de evaluar la respuesta de este tipo de
sustratos modificados se utiliza un conjugado de neutravidina con peroxidasa de rdbano

picante (N-HRP). Este derivado proteico ha sido extensamente utilizado en una gran
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variedad de ensayos de afinidad basados en deteccién electroquimica y luminiscente
[175, 224, 225]. La Figura 4.1 muestra el ciclo catalitico de la HRP, y su conexién con
un electrodo para deteccion electroquimica utilizando la cupla redox reversible
Os(D/Os(ID). En este capitulo se utiliza el mediador Os[(bpy)spyCl]PFs en su forma

reducida.

EZOX k 1

Os(IID
9 ) H,0

OS(H) 10X
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e / E
\ \) k 3 H202
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Figura 4.1: Conexion del sistema enzimatico de HRP con un electrodo.

Basados en los resultados de elipsometria y amperometria, se analiza la
resistencia de la superficie frente a la adsorciéon de N-HRP considerando la estructura
tridimensional que adopta el CMDex sobre la superficie; si bien el CMDex70 produce
una estructura densa que reduce drasticamente la adsorcién no especifica de N-HRP,
permite el acceso del mediador redox a la superficie de oro. El sistema compuesto
empleando CMDex24 combinado con un polietilenglicol de masa molecular 5000 Da,
exhibe un comportamiento similar al de CMDex70. Por otro lado, los sistemas CMDex y
CMDex/PEG fueron modificados con biotina, la contraparte de la neutravidina, de modo
de evaluar tanto la relacion sefial especifica/sefial no especifica de la adsorcion de N-

HRP, asi como el efecto de la estructura de la pelicula en la respuesta amperomeétrica.

4.2 - Experimental

4.2.1 — Reactivos

El mediador redox soluble [Os(bpy)s(py)CI]PFs (donde bpy = bipiridina y py =
piridina) fue sintetizado en nuestro laboratorio como fue previamente reportado [226].
Carboximetildextran70 (CMDex70 COOH:monémero 1:10) fue sintetizado de acuerdo a
lo detallado en la seccién 3.3. Cloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N’—etilcarbodiimida
(EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), diclorhidrato de cistamina (Cys) y éster succinico

de N-hidroxisuccinimida de metoxipolietilenglicol (PEG5000) y etanolamina fueron
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provistos por Sigma. Carboximetildextran24 (CMDex24, Mr 24200 Da, relacién
COOH:mono6mero 1:2) y etilenglicol diglicidil éter (PEG174, Mr 174 Da) fueron provistos
por Fluka. Biotina—LLC-hidracida y neutravidina—peroxidasa de rabano (N-HRP, relacién
neutravidina/HRP = 1, actividlad de HRP = 120 U mgf1 de HRP, determinada
espectrofotométricamente siguiendo el procedimiento detallado en 3.5.3) fueron
provistas por Pierce. Polietilenglicol diglicidil éter (PEG400, Mr 400 Da) fue adquirido
de Polysciences (USA). Acido 3-mercaptopropionico (MPA) fue provisto por Aldrich.
Aminodextran (NHy;Dex, Mr 70000 Da, relacion NHy:monémero 1:18) fue provisto por

Molecular Probes.

4.2.2 - Construccioén de electrodos modificados

Se emplearon como electrodos de trabajo ldminas planas de oro de 1 cm? de
area geométrica. La superficie del oro se traté previamente segun el protocolo
descripto en la seccion 3.6.1 y se verificd su limpieza por voltametria ciclica en HySOy

1,8 M. Posteriormente, los electrodos son sometidos a modificacion.

4.2.2.1 - Adsorcion de tiol (Au/Cys y Au/MPA)

Los electrodos de oro limpios se sumergieron en una soluciéon 20 mM de
diclorhidrato de cistamina (o 25 mM de 4cido mercaptopropiénico) en etanol
absoluto:agua milliQ en una proporcion 9:1 (6 75:25) durante 2 horas bajo agitacion
moderada. Posteriormente, se enjuagan primero con etanol absoluto y luego con agua
milliQ y se secaron en flujo de nitrogeno. En cada modificacion se emplearon soluciones

recién preparadas.

4.2.2.2 - Modificacién con carboximetildextran (Au/Cys/CMDex)

El carboximetildextran se uni6 a la cistamina a través de la formacién de un
enlace amida, con la utilizaciéon de EDC en presencia de NHS segtn el esquema de la
Figura 4.3.

10 mg mL ™' de CMDex24 o 20 mg mL ™' de CMDex70 fueron disueltos en buffer
PIPES 100 mM pH 7,4, conteniendo EDC 150 mM y NHS 27 mM, con agitacion durante
10 minutos para activar los grupos carboxilicos presentes en el CMDex. Luego, los

electrodos Au/Cys fueron sumergidos y mantenidos en dicha soluciéon toda la noche, a
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25 °C con agitacion. Cuando ninguna modificacion posterior fue llevada a cabo, los
electrodos modificados con CMDex (Au/Cys/CMDex24 o Au/Cys/CMDex70) se
sumergieron en una solucion de etanolamina 1 M para bloquear los grupos carboxilicos
activados que no hayan reaccionado. Finalmente, los electrodos se enjuagaron con
buffer fosfato 100 mM pH 7,4 con NaCl 150 mM y luego con agua milliQ. Para
electrodos modificados con CMDex24-biotina, se emple6 el mismo procedimiento

descripto para CMDex24.

4.2.2.3 - Modificacién con aminodextran (Au/MPA/NH,Dex)

La reaccion procede de forma similar a la descripta en el punto anterior, con la
variante que los grupos carboxilicos que se activan se encuentran en el mercaptano y
los grupos aminos que efecttan el ataque nucleofilico en el dextrano (Figura 4.7). Los
electrodos Au/MPA se sumergieron en buffer PIPES 100 mM pH 7,4, conteniendo EDC
150 mM y NHS 27 mM, con agitaciéon durante 10 minutos para activar los grupos
carboxilicos del MPA. Luego, en la soluciéon de inmersiéon se disolvio aminodextran hasta
una concentraciéon 20 mg mL !, La modificacion de los electrodos procedi6 durante toda
la noche, a 25 °C con agitacion. Concluido el tiempo de reaccién, los electrodos se
sumergieron en solucion de etanolamina 1 M para bloquear los grupos carboxilicos
activados sin reaccionar. Posteriormente, los electrodos se enjuagaron con buffer

fosfato 100 mM pH 7,4 con NaCl 150 mM y luego con agua milliQ.

4.2.24 - Modificacion con PEG400 y PEG174 (Au/Cys/CMDex/PEG400 y
Au/Cys/CMDex/PEG174)

Los electrodos modificados con carboximetildextran se sumergieron en una
solucién 10 mM del correspondiente polietilenglicol (Figura 4.4) en buffer carbonato
150 mM pH 9,5 con NaCl 100 mM durante el periodo de 3 horas a 25 °C, bajo agitacion.
Posteriormente, los electrodos se sumergieron en solucion de etanolamina 1 M.
Concluyendo, los electrodos se enjuagaron con buffer fosfato 100 mM pH 7,4 con NaCl

150 mM vy luego con agua milliQ.
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4.2.2.5 - Modificacién con PEG5000 (Au/Cys/CMDex/PEG5000)

Los electrodos modificados Au/Cys y Au/Cys/CMDex se sumergieron en una
solucion 5 mM de PEG5000 (Figura 4.4) en buffer PIPES 100 mM pH 7,4 durante 3
horas a 25 °C con agitacion. Posteriormente, los electrodos se enjuagaron con buffer

fosfato 100 mM pH 7,4 con NaCl 150 mM y luego con agua milliQ.

4.2.2.6 - Modificacion de electrodos con biotina (Au/Cys/CMDex/biot y
Au/Cys/CMDex/PEG5000/biot)

La union de biotina a los electrodos modificados con carboximetildextran
(Au/Cys/CMDex) y carboximetildextran + PEG5000 (Au/Cys/CMDex/PEG5000) se
realiz6 con un procedimiento similar al empleado en la construcciéon de Au/Cys/CMDex
(Figura 4.3) y para la sintesis de CMDex-biotina (Figura 4.11). La biotina se une al
carboximetildextran a través de la activacion de los grupos carboxilicos empleando EDC
y NHS y posterior conjugacion de la biotina—LC-hidracida formando un enlace amida.
Los electrodos se sumergieron en buffer MES 50 mM pH 5,5 conteniendo EDC 150 mM
y NHS 27 mM, con agitaciéon durante 10 minutos de modo de activar los grupos
carboxilicos presentes en el CMDex. Luego, la biotina-LC-hidracida se agreg6 a una
concentracion final de 0,3 mM dejando proseguir la reaccion durante 1 hora a 25 °C y
agitaciéon. Luego, los electrodos modificados se sumergieron en una soluciéon de
etanolamina 1 M para bloquear los grupos carboxilicos activados que no hayan
reaccionado. Finalmente, los electrodos se enjuagaron con buffer fosfato 100 mM pH

7,4 con NaCl 150 mM y luego con agua milliQ.

4.2.2.7 - Adsorcion de N-HRP

La adsorcion del conjugado N-HRP fue llevada a cabo sumergiendo los
electrodos en solucién de N-HRP 25 mg mL ! en buffer Tris 50 mM pH 7,4 con NaCl
150 mM durante 1 hora a 25 °C (Figura 4.2). Posteriormente, los electrodos se
enjuagaron con buffer fosfato 100 mM pH 7,4 con NaCl 150 mM y luego con agua
milliQ.
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Figura 4.2: Representacion esquematica del proceso de modificacion de electrodos y
adsorciéon de N-HRP. Al introducir la biotina al electrodo, la contraparte de la

neutravidina, puede medirse la respuesta especifica del sistema.

4.2.3 - Sintesis de carboximetildextran—biotina (CMDex24-biotina)

100 mg de carboximetildextran (CMDex24) se disolvieron en 5 mL de buffer
MES 50 mM pH 5,5 conteniendo EDC 30 mM y NHS 5 mM. La mezcla se dejo reaccionar
durante 10 minutos con agitacion de modo de activar los grupos carboxilicos del
polimero. Luego, se agreg6 1 mL de biotina-LC-hidracida 20 mg mL " en DMSO (Figura
4.11). La reaccion se llevd a cabo durante 16 horas a 25 °C con agitaciéon. El producto
obtenido se dializ6 a 25 °C contra agua milliQ durante 48 horas usando membranas de
corte molecular 3500, con 4 cambios de liquido de 2 litros cada vez. Posteriormente, la
solucion se liofilizo. El sélido obtenido se conservo a —20 °C hasta su uso. La relacion
de modificaciéon biotina:CMDex24 fue determinada empleando el ensayo para la

cuantificacion de biotina, EZ Biotin Quantitation Kit, provisto por Pierce.
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4.2.4 - Mediciones electroquimicas

Las mediciones electroquimicas se realizaron empleando un sistema estandar de
tres electrodos junto con un potenciostato (TEQ-02). El sistema consiste en un
electrodo de trabajo, una malla de platino como contraelectrodo y un electrodo de
Ag/AgCl como electrodo de referencia. Los electrodos de trabajo se prepararon el

mismo dia de su implementacion.

4.2.4.1 - Desorcio6n reductiva de cistamina

Los electrodos modificados con cistamina (Au/Cys) se enjuagaron con etanol
absoluto y agua milliQ y se secaron con flujo de nitrégeno.

Se registraron las voltametrias ciclicas en solucion de hidroxido de potasio 0,5
M barriendo el potencial entre =0,2 Vy -1,2 V vs. Ag/AgCl a 100 mV s '. Previo a cada
experimento la solucion se desoxigeno durante 20 minutos con flujo de nitrégeno.

Los electrodos se normalizaron considerando el factor de rugosidad. El calculo

de rugosidad se realiz6 de acuerdo a lo detallado en 3.6.1.

4.2.4.2 - Mediciones cronoamperométricas

Las medidas cronoamperométricas se realizaron manteniendo el potencial del
electrodo de trabajo a 50 mV vs. Ag/AgCl. Los electrodos funcionalizados fueron
medidos inmediatamente luego de su preparaciéon. Para todos los ensayos descriptos,
los electrodos se enjuagaron e introdujeron en la celda electroquimica conteniendo
buffer Tris 50 mM pH 7,5, KNO; 0,2 M. El mediador redox [Os(bpy).pyCl]PF4 se agrego
de modo de obtener una concentracion final de 40 pM. El electrodo modificado se
conectod al potenciostato, dejando equilibrar con la solucion; las corrientes de fondo
fueron siempre menores a 10 nA. Luego, se agregd peroxido de hidrogeno a una
concentracién final de 0,9 mM; inmediatamente se observo un cambio en el valor de la
corriente, que alcanzdé un valor constante, debido a la corriente catalitica catédica
producida, la cual es proporcional a la concentracion superficial de N-HRP (Figura
insertada, Figura 4.6). Para los electrodos modificados con carboximetildextran, las
sefiales obtenidas se normalizaron por el area geométrica, dado que para experimentos
que involucran especies electroquimicas en solucion, y tiempos del orden de los

minutos, el factor de rugosidad no tiene efecto [227].
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4.2.5 - Mediciones elipsométricas

La elipsometria es un método optico que registra el cambio en la polarizacion de
luz elipticamente polarizada, cuando ésta se refleja sobre la superficie de una muestra.
Si la superficie estd opticamente modificada, puede detectarse el cambio asociado con
la polarizacién. El indice de refraccion, n; y el espesor optico, d; de la pelicula
depositada sobre la superficie puede estimarse por los cambios en los angulos
elipsométricos [228, 229].

Las medidas elipsométricas para determinar la cantidad de CMDex (/ oxman) ¥ SU
espesor (d) sobre la superficie del electrodo, fueron realizadas en nuestro grupo por la
Dra. Priano. Los detalles sobre la técnica y las metodologias de trabajo empleadas
pueden encontrarse en su tesis doctoral [122] y en su publicaciéon de Analytical
Chemistry [148].

Las mediciones se llevaron a cabo utilizando un elipsometro marca Sentech
modelo SE 400 de analizador rotante, equipado con un laser de gas He/Ne (A = 632.8
nm), 10 mW (maxima potencia de salida). Como sustratos se utilizaron obleas de Si
provistas por Motorola sobre las cuales se depositaron 20 nm de Ti y 200 nm de Au.

Las medidas in situ se realizaron a un angulo fijo de 70°.

4.2.6 — Angulo de contacto

Las mediciones de angulo de contacto se realizaron en el Instituto Nacional de

Tecnologia Industrial (INTI) siguiendo las especificaciones TAPPI 565pm/96.

4.3 — Resultados

El uso de superficies de oro como soporte para la inmovilizaciéon de agentes de
reconocimiento por adsorcion directa sobre el metal, se ha reportado en un gran
nimero de trabajos [230, 231]; sin embargo, para este tipo de configuraciéon surgen
varios inconvenientes, tales como la orientacién aleatoria del agente de reconocimiento,
y la adsorcién no especifica de otros biocomponentes presentes en la muestra. Para
evaluar con precision una interaccién biomolecular especifica, la adsorcion no especifica
debe ser minimizada, dado que esa adsorcién puede dar lugar a interpretaciones
erroneas. Una estrategia generalmente empleada para mejorar la orientacion del agente

de reconocimiento involucra el uso de reactivos bifuncionales del tipo X-R-Y, donde X
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e Y son diferentes grupos funcionales, de los cuales uno se une a la superficie del
electrodo y el otro al agente de reconocimiento. Los mercaptanos son opciones
interesantes dada la habilidad del tiol para unirse a la superficie de oro, y al mismo
tiempo por la gran variedad de derivados disponibles conteniendo grupos funcionales

facilmente derivatizados.
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Figura 4.3: Formacion de un enlace amida a partir de la reaccion del acido carboxilico del
CMDex y la amina primaria de la cistamina, con la utilizacion de EDC y NHS. La formacion

del éster de NHS intermediario incrementa la eficiencia de la reaccién con EDC.

Adicionalmente, la modificacion de oro tanto con dextrano como con
polietilenglicoles ha sido previamente reportada usando alcanotioles de cadena larga.
Por ejemplo, Whitesides y colaboradores estudiaron la adsorcion no especifica de
proteinas sobre peliculas de HS(CH,),;(OCH,CH,),,OH sobre oro [232]. Lofas desarrolld
plataformas para SPR combinando CMDex con alcanotioles de 16 C [233]. Aunque estas

modificaciones producen peliculas capaces de evitar la adsorciéon no especifica de
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proteinas sobre oro, la posibilidad de que pueda establecerse un proceso reversible de
transferencia de electrones entre el oro y especies electroactivas en solucién, en estos
casos se ve dificultada, resultando estas superficies no adecuadas para ensayos
electroquimicos.

En este capitulo, todas las plataformas involucran la incorporacion de un
reactivo bifuncional, la cistamina, la cual da lugar a la adsorcion de 2 aminoetanotioles
sobre la superficie del oro. Posteriormente, se incorpora CMDex (Figura 4.3) o CMDex
combinado con oligo— o polietilenglicoles (Figura 4.4) a través de la formacién de un

enlace con los grupos aminos que expone la cistamina.
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Figura 4.4: Polietilenglicoles empleados en la preparacion de electrodos modificados.

La eficiencia del proceso de adsorcion de cistamina fue evaluado estudiando su
desorcion electroquimica en medio basico. La Figura 4.5 muestra el voltamograma para
un electrodo modificado con cistamina en condiciones alcalinas. Pueden observarse tres
picos correspondientes a la desorcién reductiva del tiol sobre distintos dominios
cristalograficos del oro [234, 235], mostrando un comportamiento similar al reportado
por El-Deab y colaboradores [236]. Estos picos pueden asignarse a los dominios de
oro (111), (100) y (110); la diferencia en los potenciales puede atribuirse a las
diferentes fuerzas de enlace del tiol con el correspondiente dominio. El cubrimiento
promedio, calculado a partir de los datos obtenidos de 5 electrodos distintos, resulto ser
de (5,7 £ 0,3) x 107" moles cm™®, lo que representa el cubrimiento completo de la
superficie.

El cubrimiento completo del oro con cistamina no afecta el comportamiento de la
N-HRP respecto de su adsorcion inespecifica, como puede observarse en la Figura 4.6.
La adsorcién no especifica de N-HRP sobre oro, y sobre oro modificado con cistamina,
se manifiesta por la corriente catalitica observada en presencia de peroxido de

hidrogeno y [Os(bpy)s(py)Cl]", como muestra la Figura 4.1. La adsorcion de la proteina
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en las distintas superficies puede entenderse asumiendo distintos tipos de
interacciones. Aunque Au y Au/Cys presentan diferentes angulos de contacto con agua
(44° y 9°, respectivamente), en ambos casos la cantidad de proteina adsorbida es
similar. En el primer caso, la superficie de oro limpio rapidamente atrae materia
organica. De hecho, el elevado angulo de contacto se debe a la adsorciéon de una
submonocapa de hidrocarburos presentes en el aire ambiental dando lugar a una
superficie de naturaleza hidrofébica [237]. En cambio, la adsorciéon sobre el electrodo
Au/Cys puede atribuirse a la presencia de grupos dadores de puente hidrogeno, como
ha sido reportado para superficies de oro modificadas con diferentes poliaminas, todas
ellas presentando una alta adsorcion inespecifica de proteinas comparado con los

mismos polimeros acilados [238].
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Figura 4.5: Desorcién reductiva de cistamina de oro policristalino en KOH

0,5 M. Velocidad de barrido: 100 mV sh

Para que un polimero sea resistente a la adhesion de proteinas y células, debe
ser  neutro, estar altamente  hidratado, densamente empacado 'y  ser
conformacionalmente moévil [239]. La efectividad del PEG para lograr estas
caracteristicas estd comprobada. Los recubrimientos de polisacaridos deberian ser
similares a los de polietilenglicoles dado que los polisacaridos también pueden proveer
peliculas neutras, con cadenas altamente hidratadas y orientadas al azar. Un gran
numero de trabajos han mostrado que las superficies modificadas con polisacaridos

pueden prevenir la adsorcién no especifica de proteinas. Lofas y Johnson [222]
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desarrollaron una forma efectiva de evitar la adsorciéon inespecifica en sensores de
SPR, por modificacion con carboximetildextran, generando una superficie donde, en
principio, las proteinas no se adsorben. Usando el mismo criterio, se han modificado
electrodos Au/Cys con CMDex24 y CMDex70. La adsorcién de la N-HRP fue evaluada
para cada una de estas superficies. En la Figura 4.6, se observa que la corriente
catalitica disminuye para los electrodos modificados con CMDex24 y CMDex70
respecto de electrodos Au/Cys. Por lo tanto, la adsorcién de N-HRP sobre cistamina es
mayor a la correspondiente sobre las peliculas de CMDex. Aunque la reduccién de la
adsorcién proteica se reduce significativamente para ambos polisacaridos, en el caso de

CMDex70 es mas notable.
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Figura 4.6: Corriente catalitica debida a la adsorciéon no especifica de N—
HRP sobre diferentes superficies. Figura insertada: Medicion
cronoamperométrica para un electrodo Au/Cys/CMDex24. La flecha indica

el momento del agregado de peroxido de hidrogeno.

Las propiedades opticas de la pelicula hidratada de CMDex utilizado en este
capitulo se muestran en la Tabla 4.1. A partir de estos resultados, podemos concluir
que el CMDex70 se encuentra inmovilizado como una pelicula densamente empacado

con una concentracion cinco veces mayor que la de CMDex24. La forma en la cual el
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dextrano y sus derivados pueden enlazarse a una superficie ha sido previamente
estudiado [240]. Imaginando a la molécula como una hebra, ésta puede unirse a la
superficie por su lado (configuracién horizontal) o por su extremo (configuracion
vertical) [239]. En nuestro caso particular, el CMDex se uni6 covalentemente a la
superficie del sustrato (Au/Cys); considerando el camino de reacciéon empleado y la
naturaleza quimica del polimero (COOH:monémero 1:2 y 1:10 para CMDex24 vy
CMDex70 respectivamente) es razonable asumir que el polimero adquiere la

configuraciéon horizontal.

CMDex24 CMDex70
n 1,340 1,374
d (nm) 71 125
I (pmol cm™?) 18 51
Cempex (g cm™) 0,06 0,29

Tabla 4.1: Resumen de las propiedades de las peliculas hidratadas

de CMDex24 y CMDex70 (mediciones elipsométricas in situ).

En primera aproximacion, considerando que la adsorcion de la proteina es muy
sensible a la disponibilidad de sitios expuestos de la superficie del Au u Au/Cys, la
disminucién de la adsorciéon de N-HRP sobre la pelicula de CMDex70 respecto de la de
CMDex24 (Figura 4.6), la podemos atribuir a una mayor cantidad de polimero
inmovilizado presente en la pelicula, apenas mas gruesa para el caso de CMDex70, y
por lo tanto a una mayor densidad de empaquetamiento. Los resultados presentados
aqui indican que las moléculas de CMDex24 cubren de manera menos eficiente la
superficie, dejando sitios donde puede darse la interaccion de la proteina con grupos
aminos no modificados, los cuales corresponden a un 48% de la cistamina adsorbida
inicial, de acuerdo con los resultados de nuestro grupo [148].

Otro de los efectos a considerar en relacion con la adsorcién de proteinas es el
tipo de grupos funcionales presentes en la superficie, que en el caso de los electrodos
modificados con cistamina, son grupos aminos. Para analizar esto, la superficie de oro
fue modificada con acido mercaptopropiénico (MPA), y con aminodextran (NHsDex, 70
KDa) respectivamente. De forma similar a lo que sucede con cistamina, MPA da lugar a

un completo cubrimiento de la superficie de oro, (6,9 + 0,4) x 107" mol cm™® Sin
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embargo, la corriente catalitica observada debida a la adsorcién no especifica de N-
HRP sobre los electrodos Au/MPA indica una menor adsorcién respecto a los electrodos
modificados con cistamina (Figura 4.6). Cuando los electrodos de Au/MPA son
modificados con NHyDex (Au/MPA/NH;Dex), el valor de corriente disminuye
aproximandose al valor obtenido para CMDex70, mas que a aquel correspondiente a
CMDex?24, sugiriendo que a mayor masa molecular del dextrano mayor es su efectividad

como matriz capaz de rechazar la adsorcién de proteinas.

Au/MPA N Iq\:flj(ng M
. N | B 3
H,c N H .
EDC N\n/\/S_'
0
No~Us
CH,
H-N-CH, \([)]/\/
intermediario Au/MPA/NH,Dex
/N o-acilurea
—S 0—X
N
< o) NHS
CH,4
HO-N H,N
L] 0O
H,N
O
/\/(E\ NH,Dex
—S O’N
0O

intermediario
éster NHS

Figura 4.7: Esquema de la modificacion de electrodos de oro con acido 3-

mercaptopropionico (MPA) y aminodextran (NHsDex) con la utilizaciéon de EDC y NHS.

Un andlisis mas fino de estos resultados sugiere que los grupos funcionales
presentes en el dextrano también poseen un efecto sobre la adsorcién de la N-HRP,
dado que la corriente observada sobre NHyDex es el doble que el valor observado para
CMDex70, pese a que el numero de grupos funcionales aminos por monomero de

glucosa es relativamente bajo (1:18). El mismo comportamiento es observado cuando
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Au/Cys, que deja grupos aminos accesibles, se compara con Au/MPA que contiene
grupos carboxilicos. Estos resultados sugieren que la adsorciéon de N-HRP se ve
favorecida cuando los grupos aminos sobre la superficie del sustrato se exponen a la
solucion.

La amidacién de los grupos carboxilicos en el CMDex no afecta la adsorcion de
N-HRP. De hecho, los electrodos modificados con CMDex, donde los grupos
carboxilicos remanentes se hicieron reaccionar con etanolamina, mostraron un

comportamiento similar cuando se los compard con aquellos que no recibieron ese

tratamiento.

20

I Sin PEG
EXN + PEG5000
+PEG400
+PEG174

.

Au/Cys/CMDex24 Au/Cys/CMDex70

Figura 4.8: Corriente catalitica debida a la adsorcion no especifica de N-HRP sobre
superficies compuestas de CMDex24 combinado con PEG5000, PEG400 y PEG174 o
CMDex70 combinado con PEG5000. A modo de comparacién se muestran resultados

para electrodos Au/Cys/CMDex24 y Au/Cys/CMDex70 sin modificaciéon posterior.

Toda esta informacién apunta a que la adsorcién de N-HRP se ve facilitada por
la exposicion a la solucién de los grupos aminos sobre la superficie de oro. Utilizando
derivados de polietilenglicoles, puede reducirse la concentracion superficial de los
grupos aminos que hayan quedado sin reaccionar. En este caso hemos seleccionado al
PEG5000, dado que posee una masa molecular conveniente [218], v que su forma
activada, éster N-hidroxisuccinimidico, permite la modificacién del electrodo en un
sencillo paso de reaccion. La Figura 4.8 muestra los resultados que se obtienen luego

de la modificacion de Au/Cys/CMDex24 y Au/Cys/CMDex70 con PEG5000 (columnas
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gris oscuro), indicando una importante disminucién de la adsorcién inespecifica de N-
HRP. Por comparacién, Au/Cys/CMDex24 fue también modificado con otros dos
polietilenglicoles de distinta masa molecular, PEG400 y PEG174, a través de sus grupos
epoxidos, mostrando ningun cambio significativo en la corriente catalitica. Estos grupos
epoxidos reaccionan tanto con los grupos aminos en la superficie del sustrato, asi como
con los grupos carboxilicos en el CMDex, formando grupos aminos secundarios en un
caso y ésteres en el otro. El hecho de que no pueda observarse un cambio significativo
en el valor de la corriente cuando se utiliza PEG400 y PEG174, como ha sido descripto,
puede deberse, en parte, a que el grupo amino secundario que se genera conserva su
capacidad como donor de puente hidrogeno. Estos resultados evidencian que no solo es
importante la presencia de moléculas en la superficie con elevada hidratacién y volumen
molar de exclusion [220], sino que también la acilacion de los grupos aminos es un
factor influyente.

Un ejemplo de una aplicacion tipica de este tipo de plataformas en un ensayo de
reconocimiento electroquimico es la modificacién de superficies con anticuerpos, o
proteinas de reconocimiento, a través de la formacion de un enlace covalente con los
grupos aminos de los residuos de lisina. Los electrodos modificados con CMDex fueron
modificados con hidracida de biotina a través de la formacién de un enlace amida
mediado por EDC y NHS, con el objetivo de evaluar la capacidad de reconocimiento
especifico de esta plataforma. La Figura 4.9 compara el comportamiento obtenido para
cuatro plataformas diferentes, las cuales fueron evaluadas con, y en ausencia, de la
contraparte especifica, biotina. Con este proposito, los electrodos Au/Cys/CMDex24,
Au/Cys/CMDex24+ PEG5000, Au/Cys/CMDex70 y Au/Cys/CMDex70+ PEG5000, y todos
ellos con biotina unida covalentemente, fueron incubados en presencia de N-HRP. La
mejor relacién sefial especifica/sefial no especifica se obtiene para CMDex70 (calculada
como la relacién entre la corriente catalitica observada para los electrodos CMDex-—
biotina, especifica, sobre la corriente observada para los electrodos sin biotina, no
especifica). La adiciéon de PEG a los electrodos modificados con CMDex24 mejora esta
relacion, mientras que en el caso de CMDex70 la relacién se mantiene practicamente
constante, aunque el valor de corriente disminuye. Por lo tanto, CMDex vy
CMDex24+ PEG5000 serian las plataformas recomendadas para aplicar en un ensayo de
reconocimiento molecular. Estos resultados muestras que el aumento de la densidad y
espesor de la pelicula reducen la adsorcién inespecifica y especifica. De acuerdo con
Piehler y colaboradores [240], los dos tipos de interacciones se ven afectadas por la

disminucién de la movilidad de la molécula a reconocer, en este caso N-HRP, dentro del
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hidrogel, lo cual disminuye a medida que la estructura de la pelicula se vuelve mas
compacta. También, esto afecta la capacidad de unién del agente de reconocimiento,
dado que una estructura mas compacta implica una menor movilidad, disminuyendo, por

lo tanto, su habilidad de orientarse apropiadamente para capturar al analito [218, 240].

30
SE/SNE = 1,7 B Sin biotina
i I Con biotina
25
~ 20
g i
(@]
< 154
~ SE/SNE = 4,0
5 SE/SNE = 3,4
|
10
SE/SNE = 3,8
5 —

CMD24  CMD24+PEG CMD70 CMD70+PEG

Figura 4.9: Corriente catalitica observada para diferentes electrodos modificados
debida a la adsorcion no especifica y especifica de N-HRP. SE/SNE corresponde a la

relacién sefial especifica/sefial no especifica.

La estructura compacta que se obtiene con estos polimeros puede dificultar el
acceso de la cupla redox a la superficie del electrodo. Para evaluar tal efecto, se
investigd el desempefio electroquimico del mediador redox y se determindé su
coeficiente de difusiéon (seccion 3.4) en electrodos Au/Cys/CMDex24+ PEG5000 y
Au/Cys/CMDex70 y se compar6 con electrodos de oro sin modificar (Figura 4.10). Para
los tres sistemas analizados se obtuvieron valores de coeficiente de difusién similares
(Tabla 4.2). Por lo tanto, la disminucién en la corriente catalitica posterior a la
incubacion con N-HRP, observada en los electrodos modificados con CMDex (Figura
4.6), puede atribuirse a un menor grado de adsorcién, y no a un bloqueo del proceso de
transferencia de electrones entre el oro y el mediador redox.

Finalmente, se analizaron los valores de corriente catalitica obtenidos en los
experimentos previos examinando el comportamiento de estado estacionario de los
electrodos enzimaticos. Con este proposito, se evalué la respuesta catalitica

amperométrica de la enzima redox inmovilizada, como una capa delgada, sobre la
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superficie del electrodo con un mediador redox presente en solucion segun ha sido
descripto en la seccion 2.2.5. La expresién para la corriente catalitica puede describirse

usando la ecuacion 2.16, aplicable para el mediador en su forma reducida (Os(I)).

4 —
2 —
< ]
3
~
O —
_2 —
] CMDex70
—— CMDex24+ PEG5000
— Au
-4 , ‘ , ‘ , ‘ , ‘ , ‘ ,
0 100 200 300 400 500 600

E/mV

Figura 4.10: Voltametria ciclica para un electrodo de oro y electrodos
modificados. [Os(bpy)2pyCl]™ 40 uM en buffer Tris 50 mM pH 7,5 +
KNO3 0,2 M. Velocidad de barrido: 10 mV s™".

Coeficiente de difusion (Dg)

Electrodo (107 em? s
Au 4,3
Au/Cys/CMDex24+ PEG5000 3,8
Au/Cys/CMDex70 2,7

Tabla 4.2: Coeficiente de difusion de [Os(bpy)zpyCl]” determinado para

distintas plataformas de electrodos. Ver detalles en la seccién 3.4.

La determinacion del paso determinante de la velocidad del ciclo catalitico, k3
se realizd por espectrofotometria de estado estacionario, como ha sido previamente
reportado [128]. El decaimiento de la concentracion de [Os(bpy)s:pyCl]PFg se monitored
por la variacién de la banda de absorcion a 500 nm del osmio (II). Teniendo en cuenta

que una monocapa de N-HRP produce un cubrimiento de aproximadamente 3,7 pmol
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-1 -1 . ..
s -, obtenido usando la técnica

cm [175], y considerando el valor de k3 3,1 x 10° M
espectrofotométrica de estado estacionario, puede predecirse una corriente catalitica
de 44 pA cm 2 usando el modelo propuesto en la ecuacion 2.16. Si comparamos este
valor con los obtenido experimentalmente, podemos inferir que, sobre Au y Au/Cys, N-
HRP es capaz de formar practicamente una monocapa (37 y 35 pA cm %,
respectivamente); la diferencia con el valor calculado (aproximadamente un 20 %)
puede atribuirse tanto a la desnaturalizacién de la enzima en la superficie del electrodo
como a posibles procesos de inhibicion [175]. Para los electrodos modificados con
diferentes dextranos (Figuras 4.6 y 4.8), las corrientes disminuyen a valores por debajo
de 15 pA cm % este hecho evidencia que la pelicula de polisacarido funciona como una

membrana permitiendo el paso de pequefias moléculas como el mediador, y evitando la

adsorcién de moléculas voluminosas, como N-HRP u otras biomoléculas.

H
CMDex ¢y 0N
N ~_N-CH, e
,c I N S
H
EDC
H 0
N—N\n/\/\/\N
H g H
O CMDex-biotina
H C/\N)\N/\/\N CH,
CH
intermediario Q NHS
o—acilurea H
HO-N OQ\/N
0 NS
H 0
HZN,N\H/\/\/\N
O 0 H

’Nb Biotina-LC-hidracida
0
0

intermediario
éster NHS

Figura 4.11: Sintesis de CMDex-biotina. Formacién de un enlace amida a partir de la reaccion
del 4acido carboxilico del CMDex y el grupo hidracida del derivado de la biotina, con la

utilizacion de EDC y NHS.
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En el caso de los electrodos modificados con biotina (Figura 4.9), se observa un
aumento en la corriente respecto de aquellos electrodos sin biotina, sin embargo las
corrientes son inferiores a lo correspondiente para una monocapa (44 pA cm 9. Este
fenomeno puede atribuirse tanto, a una baja concentracién de biotina en el electrodo
modificado como al hecho de que la N-HRP es incapaz de penetrar a través de la
pelicula de polisacarido. Para descartar el déficit de biotinas en la pelicula como una
razOn para las bajas corrientes observadas, se sintetizdé un derivado de CMDex24 con
biotina (Figura 4.11), rindiendo una estequiometria de 3 biotinas cada 24 kDa. Luego, un
electrodo de oro fue modificado con este nuevo polimero e incubado con N-HRP en un
procedimiento andlogo al resto de los electrodos ensayados. En estas condiciones se
obtuvo una corriente catalitica de (26 * 3) pA cm 2. Teniendo en cuenta la
estequiometria del polisacarido modificado y los resultados obtenidos por elipsometria
para CMDex24, puede estimarse la incorporacién al electrodo modificado de 54 pmol
cm 2 de biotina. Esta concentracion de biotina es capaz de unir mas de una monocapa de
N-HRP, sin embargo esto no se observa, lo que sugiere que la N-HRP solo puede

unirse a las biotinas que se hayan bien expuestas en la superficie del hidrogel.

4.4 - Sumario

El uso de alcanotioles de cadena corta en combinacién con derivados del
dextrano, capaces de formar peliculas densamente empacadas, genera superficies
donde los mediadores redox pueden mantener su comportamiento reversible y, al
mismo tiempo, disminuye la adsorcion inespecifica de proteinas.

El carboximetildextrdan es una molécula muy conveniente para evitar la
adsorcién no especifica, dado que su alto numero de grupos carboxilicos asegura su
union a la superficie del sustrato, y permite la union al agente de reconocimiento,
usando el mismo paso de reaccion.

La biotina puede ser reconocida especificamente con una relacién seifial
especifica/sefial no especifica igual a 4. Esta relacion podria mejorarse si el agente de
reconocimiento presentase una cadena madas hidrofilica y conformacionalmente mas
movil, (por ejemplo, la elecciéon de un derivado de la biotina conteniendo una molécula
espaciadora hidrofilica).

El material compuesto CMDex+ PEG5000 es también efectivo respecto a la
prevencion de la adsorcion no especifica, permitiendo el proceso reversible de

transferencia de electrones para mediadores pequefios. Los electrodos Au/Cys
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modificados solo con PEG5000 también muestran una baja adsorcién inespecifica de N-
HRP (Figura 4.8), pero debido a su estructura no pueden hacerse modificaciones
posteriores en forma sencilla. El uso de polietilenglicoles bifuncionales permitiria
superar este inconveniente, sin embargo su sintesis es mas complicada si la

comparamos con CMDex.
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5 — Conjugados de LPS: Oxidacion con Periodato

5.1 — Introduccién

En un trabajo previo [148], Priano y Battaglini han propuesto un ensayo
competitivo electroquimico empleando electrodos de oro modificados con una proteina
de uni6én a endotoxinas (ENP) recombinante de Saccharomyces Cerevisiae como
elemento de reconocimiento. En este ensayo, el LPS en la muestra competia con un
conjugado comercial (AlerCHEK Inc., Portland, Maine, USA) de LPS con HRP por los
sitios especificos sobre la superficie. Si bien el sistema desarrollado era capaz de
detectar LPS en muy bajas concentraciones (0,2 UE mL Y, presentaba algunas
limitaciones, principalmente relacionadas con la baja actividad endotéxica del conjugado
de LPS-HRP (0,012 UE ng!), comparado con un valor tipico para LPS (1 UE ng ). Dado
que la actividad endotoxica del LPS se correlaciona con su afinidad hacia ENP [241], se
veia afectaba la sensibilidad del ensayo.

En este capitulo y en los capitulos 6 y 7, se propone mejorar la calidad de los
conjugados de LPS. En un ensayo competitivo, es importante que las propiedades
bioldgicas y la capacidad de union del LPS no se vean afectadas por la conjugacion; por
otro lado, la molécula que se utiliza como sonda debe estar presente en el conjugado en
una buena relacion y ser estable.

Dada la complejidad de la molécula, la sintesis de conjugados de LPS no es
simple. Las endotoxinas en solucidén no constituyen una muestra homogénea, y en las
concentraciones necesarias para la sintesis forman agregados de alta masa molecular
[12, 17, 22]. Para preservar la porcion activa del LPS, la unién covalente de la sonda se
llevd a cabo en la regiéon del antigeno O. A diferencia de algunos trabajos que involucran
la sintesis de conjugados de LPS [153, 242], en este caso es necesario que, en
promedio, todas las moléculas de LPS estén marcadas para evitar pérdidas de
sensibilidad en el ensayo competitivo.

Mediante la oxidacién controlada con periodato de sodio pueden generarse,
sobre la region sacarida del LPS, grupos aldehidos capaces de reaccionar con las
sondas seleccionadas a través de sus grupos nucleofilicos [243]. Teniendo en mente la
potencialidad del sistema biotina—avidina, se sintetiz6 un conjugado de LPS con biotina.
La interaccion entre la biotina y la proteina avidina es una de las interacciones no
covalente por afinidad mas fuerte en la naturaleza (Kp = 107 M) [244], y ha sido
utilizado en un gran numero de aplicaciones, incluyendo inmunoensayos, purificacion de
proteinas y diagnostico [245]. La fuerte interacciéon entre la avidina y la biotina se logra

sin perturbaciones significativas de la estructura terciaria o cuaternaria de la proteina y
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es estable sobre un amplio intervalo de pH y temperatura [246]. En algunas ocasiones
la neutravidina puede usarse en lugar de avidina. Una de las diferencias mas marcada
entre ellas es que la avidina posee carga positiva a pH neutro, mientras que la
neutravidina practicamente no posee carga.

En este capitulo se presenta la sintesis de un conjugado de LPS con biotina
utilizando una fraccién purificada de LPS de Sal/monella Minnesota (seccion 3.2). El
derivado sintetizado presenta una mejorada actividad endotoxica respecto del conjugado
comercial empleado en el dispositivo de reconocimiento molecular previamente
descripto [148]. Por otro lado se introduce la sintesis de conjugados de LPS con

complejos con buenas propiedades electroactivas.

5.2 — Experimental

5.2.1 — Reactivos

LPS R60 (Ra) de Salmonella Minnesota (Mr 4200 Da, actividad endotéxica 0,7
UE ngfl, determinado en nuestro laboratorio mediante el test LAL cromogénico) fue
provisto por ListLab. Hidracina de dansilo fue provista por Fluka. Neuraminidasa y
galactosa oxidasa (GO) fue provista por Sigma. Las membranas de filtracion @ 25 mm de

corte molecular 10000 fueron provistas por Millipore.

5.2.2 — Sintesis de conjugados de LPS con dansilo y biotina

Dado que la region del lipido A constituye la porcion pirogénica activa del LPS
[2, 9-11] y est4 involucrada en su reconocimiento especifico, un método adecuado para
la conjugacion del LPS requiere preservar estructural y conformocionalmente esa
region de la molécula. Por lo tanto, resulta conveniente que la sonda molecular fuese
unida a una regién distante como el ntcleo polisacaridico o, incluso mejor, la region del
polisacarido O-especifico. Dado que estas regiones estan constituidas por hidratos de
carbono, un método comunmente empleado consiste en hacer reaccionar la sonda con
los grupos hidroxilos previamente oxidados a aldehidos. Dos métodos fueron evaluados:
oxidaciéon enzimatica con neuraminidasa y galactosa oxidasa [162] y la oxidacion con

periodato de sodio [153].
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5.2.2.1 — Método enzimatico

1,5 mg de LPS purificado (fraccion 9-10) o LPS R60, ambos de Sa/monella
Minnesota, se disolvieron en 1 mL de trietilamina 0,05 % p/v. Se agité intensamente con
vortex durante 3 minutos y luego se sonicd por unos 20 minutos de modo de favorecer
su desagregacion. Luego se agregaron 8,5 mL de buffer fosfato 100 mM pH 7,0 y de ser
necesario se ajustdo el pH a 7,0 con HCl 100 mM (Moléculas conteniendo alcoholes
primarios sirven como sustrato de la galactosa. Evitar el uso de buffer Tris o HEPES
entre otros). La oxidacién se llevo a cabo agregando 50 pl. de neuraminidasa 1 U ml
(0,05 nmoles) vy 100 ul. de galactosa oxidasa 100 U mL ™" (1,6 nmoles). La reaccion se
dejo proseguir durante 20 minutos a 37 °C, con agitaciéon moderada y burbujeo de aire
de modo de mantener saturada la solucién en oxigeno. La evolucién de la oxidacion
puede seguirse por la generacion de peroxido de hidrogeno. Transcurrido el tiempo de
oxidacioén, se adicionaron 250 pL de hidracina de dansilo 2 mg mL ! en buffer fosfato
100 mM pH 7,0 junto con 100 uLL de NaCNBH; 0,3 M, dejando reaccionar durante 6
horas a 37 °C con agitacién moderada. El producto final se pas6 a través de dos
columnas de desalado HiTrap en serie (GE Healthcare de 5 mL de capacidad cada una)

empleando buffer fosfato 50 mM pH 7,5 a un flujo de 2 mL min .

5.2.2.2 — Oxidacién con periodato de sodio

2 mg de LPS purificado (fraccion 9-10) de Sa/monella Minnesota se disolvieron
en 4 mL de buffer acético/acetato 100 mM pH 5,0. Se agitd intensamente con vértex
durante 3 minutos y se sonic6 por unos 20 minutos. Luego, el NalO, se agreg6 a
diferentes concentraciones de modo de hallar las mejores condiciones de reaccion (ver
Tabla 5.1 pag. 118). La oxidacién se llevo a cabo con agitacion moderada en oscuridad
durante periodos de tiempo variables segtn el caso, modificando también la temperatura
de reaccién. La etapa oxidativa se finaliz6 mediante el agregado de etilenglicol. El
producto luego se dializdé contra agua milliQ empleando membranas de corte molecular
3500 a 4 °C durante 24 horas. Sobre el LPS oxidado y dializado se agregaron 2 mg de
hidracina de dansilo vy 250 pL de NaCNBH3 450 mM dejando reaccionar durante 2 horas
a 25 °C con agitacion suave y en oscuridad. Finalmente, el conjugado se purifico por
cromatografia de exclusién empleando dos columnas de desalado HiTrap en serie (GE
Healthcare de 5 mL de capacidad cada una) empleando buffer fosfato 50 mM pH 7,5 a

un flujo de 2 mL min . Luego, el conjugado se caracteriz6 por espectroscopia de
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fluorescencia, su contenido de Kdo y su actividad endotéxica segin lo descripto en el
capitulo 3.

Obtenidas las condiciones méas adecuadas para la oxidacién de LPS (Tabla 5.1),
se procedi6 a la sintesis del conjugado LPS—-biotina. Posterior a la etapa de oxidacion se
adicionaron 4 mg de biotina-LC-hidracida y se continu6 de forma andaloga a lo descripto
para hidracina de dansilo. El producto purificado cromatograficamente se dializ6 contra
agua MilliQ usando membranas de dialisis de corte molecular 3500 a 4 °C durante 24
horas y luego se liofiliz6. El rendimiento de conjugaciéon se determind por su contenido
de Kdo (seccion 3.2.2.2) y biotina, mediante el ensayo para su cuantificacién, EZ Biotin
Quantitation Kit, provisto por Pierce. El test LAL fue empleado para caracterizar la

actividad endotéxica del conjugado.

5.2.3 — Sintesis de conjugados de LPS con complejos electroactivos

La sintesis de conjugados de LPS se extendié a la conjugaciéon con complejos
electroactivos. El objetivo de esta sintesis fue extender la conjugacion a otro tipo de
moléculas mostrando la potencialidad del método utilizado. En particular se eligieron
dos complejos redox, un complejo de rutenio, [Ru(NH3)5DY]2+ y un complejo de osmio,
[Os(bpy)g(py)Cl]2+. Solo en el ultimo caso la sintesis involucra una etapa oxidativa con

periodato de sodio.

5.2.3.1 — Sintesis de LPS-[Ru(NHz)spy %"

2 mg de LPS purificado (fraccion 9-10) de Sal/monella Minnesota se disolvieron
en 2 mL de trietilamina 0,5 % v/v. Se agit6 intensamente con vortex durante 3 minutos y
se sonicd por unos 20 minutos. Luego, el pH se ajusté a 7 con HCl 100 mM. Sobre la
soluciéon de LPS se agregaron 1 mL de isotiocianato de piridina 75 mM en buffer borato
250 mM pH 10,5. La solucién se dejo reaccionar durante 18 horas a 37 °C con agitacion
moderada. Finalmente, la solucion se concentré a 1,5 mL empleando una celda de
ultrafiltracién Amicon Millipore modelo 8010 (10 mL de capacidad) con filtros de corte
molecular 10000, reemplazando el buffer de reaccién por buffer fosfato 100 mM pH 7,5.
El LPS modificado con piridina se purificé por cromatografia de exclusién empleando
una columna de desalado HiTrap (GE Healthcare de 5 ml de capacidad) con buffer

fosfato 100 mM pH 7,5 como fase movil a un flujo de 2 mL min .
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A la solucién de LPS-py colectada de la purificacion se le adicionaron 500 pL
del complejo [Ru(NH3):0H,1*" 15 mM (obtenido por reduccion de [Ru(NH3)sC1]*" con
amalgama de zinc—-mercurio bajo atmésfera de nitrogeno) en buffer borato 250 mM pH
10,5. En estas condiciones la piridina unida al LPS se coordina con el centro metalico
del complejo. La reaccion se dejo proseguir bajo atmosfera de nitrégeno por 24 hs a 25
°C con agitacion moderada. Finalizada la reaccién, se concentrd a 1,5 mL reemplazando
el buffer de reaccion por buffer fosfato 100 mM pH 7,5. El producto de reaccion se
purific6 por cromatografia de exclusion de forma analoga a la anterior descripta. El
conjugado purificado cromatograficamente se dializé contra agua MilliQ usando
membranas de didlisis de corte molecular 3500 a 4 °C durante 24 horas y luego
liofilizado. El rendimiento de conjugacion se determiné por su contenido de Kdo (seccién
3.2.2.2) y rutenio, por espectrometria de fluorescencia de rayos X por reflexién total

(TRXRF). El test LAL se emple6 para caracterizar la actividad endotéxica del conjugado.

5.2.3.2 - Sintesis de LPS-[Os(bpy).(py)C11#

Se sigui6d el mismo protocolo descripto para la sintesis de conjugados de LPS
con biotina y dansilo, empleando 4-picolinamina como sonda. Las condiciones de
oxidacion con periodato corresponden a la fila (e) de la Tabla 5.1. El derivado de LPS
con picolinamina se purificé por cromatografia de exclusién de la misma forma aplicada
para LPS-piridina en la sintesis de LPS con el complejo de rutenio. Finalmente, LPS-
picolinamina se hizo reaccionar con 30 mM Os(bpy),;Cly; en etanol:agua 1:1 durante 24
horas a 37 °C. El conjugado asi sintetizado se purificd por cromatografia de exclusion y
se caracteriz6 por su contenido de Kdo (seccion 3.2.2.2) y osmio, por
espectrofotometria. La actividad endotéxica del conjugado se caracteriz6 empleando el

test LAL.
5.3 - Resultados
5.3.1 — Método enzimético
El LPS purificado se tratdé con neuraminidasa y galactosa oxidasa como ha sido

previamente reportado [162]. El progreso de la reaccién se determiné siguiendo la

generacion de peroxido de hidrogeno con cintas reactivas.
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La galactosa oxidasa puede formar grupos aldehidos en el carbono 6 de las
galactosas terminales o en residuos de N-acetil-D-galactosa. Cuando los residuos de
galactosa estan penultimos a los residuos de 4cido sidlico, otra enzima, la
neuraminidasa, debe ser usada para remover el acido sidlico y exponer a la galactosa

como residuo terminal.

HO_ 1

OOH COOH Neurammldasa O@iﬁ W\OOH
H,C 0/ "0
\“/H OH HO o \[(H OH
HO OR

Acido sialico OH

D-galactosa

Figura 5.1: Accion enzimatica de la neuraminidasa sobre un disacarido de 4acido sialico

y D—galactosa ejemplificando la situacién esperada para LPS.

Por lo tanto, la accién combinada de ambas enzimas genera el respectivo
derivado C-6 aldehido de la galactosa que puede conjugarse posteriormente con grupos
aminos, hidracinas o hidracidas [243]. El nacleo polisacaridico del LPS posee residuos
de galactosa y acido sialico [5]. La galactosa oxidasa cataliza la reaccién de alcoholes

primarios a aldehidos, de acuerdo con el esquema de la Figura 5.2.

0
OH 8H Galactosa oxidasa OH OH
Ho%OR > Ho OR + o 0O,

OH Og OH

D-galactosa terminal Derivado C-6 aldehido

Figura 5.2: Accién enzimatica de la galactosa oxidasa sobre la D-galactosa

generando un grupo aldehido en el aztcar y liberando peroxido de hidrégeno.

La reaccion puede seguirse facilmente midiendo la producciéon de peroxido de
hidrogeno [247] con tiras reactivas para la deteccién de peroxido residual (LD = 1
ppm). Para muestras conteniendo LPS y LPS Ra, ambos de S. Minnesota, la produccién
de HyO, resulté por debajo del limite de detecciéon, mientras que para muestras
conteniendo la misma concentracion de galactosa, una concentraciéon mayor a 10 ppm de
per6xido pudo detectarse; esto indica que la galactosa oxidasa no es capaz de acceder
a los residuos de galactosa del LPS para su oxidacion. Aunque la enzima funciona muy

bien sobre monosacaridos, el rendimiento de la reaccion fue practicamente nulo en un
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polimero como LPS. Estos resultados pueden comprenderse dado que tanto el LPS
como la galactosa oxidasa son moléculas voluminosas, mientras que el LPS, ademaés

forma agregados a la concentracién empleada.
5.3.2 — Oxidaci6n con periodato de sodio

En este método, el periodato rompe uniones C-C que poseen grupos hidroxilos
adyacentes (dioles vecinales), oxidando los grupos —OH para formar aldehidos
altamente reactivos (Figura 5.3). Variando la concentraciéon y las condiciones de la
reaccion durante la oxidacion, puede obtenerse cierta especificidad en relacion a que y
cuantos residuos seran modificados [243]. Al igual que en el método enzimatico, los
aldehidos asi formados, pueden luego ser acoplados a moléculas conteniendo aminas
por formacion de una base de Schiff y aminacion reductiva o alternativamente, ser
conjugados a moléculas conteniendo el grupo hidracida para formar la union hidrazona

que luego es reducida (Figura 5.3).
HO NalO, HO
O —_— O
OR O.] (oxidacion) OR 2*0.]
7\
HO OH O 0

NaCNBH,
\n/\/\/\ HC~
M SON
H.C Qu

3 T
Biotina-LC-hidracida HN NH Q oN
O O NH,
HO Hidracina de dansilo
O
ne iy, vl o
) \
H,C Q NH O
Oy
oH HO

O
LPS-dansilo OR ko.]
\

M 0
HN NH
O LPS-biotina

Figura 5.3: Pasos sintéticos involucrados en la modificaciéon de LPS con dansilo y biotina.

115



Desarrollo de un Ensayo Competitivo para la Deteccién de Endotoxinas

Para hallar las mejores condiciones para la conjugacion de LPS, se empled
hidracina de dansilo como sonda molecular. Esta molécula permite seguir el rendimiento
de la reaccion directamente por fluorescencia, siendo muy adecuado en el uso de
muestras pequeflas o de baja concentracién. La hidracina de dansilo se hizo reaccionar
con LPS purificado cambiando la concentracion de periodato, el tiempo de reaccién y la
temperatura. Finalizada la reaccion, el conjugado se purificé por cromatografia de
exclusion. La Figura 5.4 muestra el cromatograma obtenido para la purificacién de LPS-
dansilo segun las condiciones de la fila (d) de la Tabla 5.1. Dadas las caracteristicas de
la columna, el derivado de LPS, de alta masa molecular, interacciona poco con la misma
eluyendo primero. El segundo pico corresponde al exceso de dansilo que no reacciond
con el lipopolisacarido. La fraccién correspondiente al derivado endotéxico fue
colectada, dializada y caracterizada. El rendimiento de conjugacién se determiné de
acuerdo a la seccién 3.5. El contenido de dansilo en el conjugado se evaludé por
fluorescencia, excitando con luz de 325 nm y midiendo la emision entre 350 yv 750 nm
segun lo descripto en la seccion 3.5.1. Para comparar la reactividad de la porcion
sacarida presente en el LPS con otros polisacaridos, se eligi6 como referencia un
dextrano de masa molecular 66880 Da. Finalmente, la reaccion de derivatizacion de una
fraccion de LPS purificado (actividad endotoxica 0,4 UE ng_l) se llevo a cabo con
biotina-LC-hidracida. S6lo se utiliz6 una fraccién de LPS, de manera de tener un rango

acotado de masa molecular.

Conjugado Condiciones de oxidacion Conjugacién ?

NalO, Temperatura Tiempo
(mM) (°C) (h)

a Dextran—dansilo 1 0 10 145

b LPS-dansilo 7 0 14 0

¢ LPS-dansilo 7 20 24 40

d LPS-dansilo 150 45 16 150

e LPS-biotina 150 20 3 50

nmoles de sonda/mg de polimero

Tabla 5.1: Condiciones de oxidaciéon de carbohidratos presentes en el LPS o

dextrano y relaciones de conjugacion.

La Tabla 5.1 muestra las relaciones de conjugacién obtenidas para diferentes
condiciones de reaccién. Como referencia, se presenta un experimento llevado a cabo
con dextrano (Mr 66880 Da). La oxidacién de dextrano con periodato procede con buen
rendimiento, incluso en condiciones suaves, con una relaciéon de conjugacion de 145

nmoles de dansilo por mg de polimero, equivalente a 10 moléculas de dansilo por
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molécula de dextrano (fila a). Cuando se utiliza el LPS para su conjugacién, bajo
condiciones similares (fila b) e incluso en condiciones mas agresivas (fila c), se
obtuvieron relaciones de conjugaciéon menores. Estos resultados pueden explicarse
considerando el diferente comportamiento de cada molécula en solucion acuosa. El LPS
forma agregados de alta masa molecular a las concentraciones empleadas en estas
reacciones. La relacion de conjugacion puede mejorarse si las condiciones de oxidacién
son mas severas; sin embargo, esto da lugar a una pérdida casi completa de la actividad

endotéxica del LPS (fila d).

Absorbancia a 325 nm / mUA

0 10 20 30 40 50 60
Volumen / mL

Figura 5.4: Purificaciéon cromatografica del conjugado LPS-dansilo
correspondiente a las condiciones de la fila d de la Tabla 5.1. Se inyectaron 3

mL de la solucion de reaccion.

Finalmente, se sintetizé un conjugado de LPS-biotina en las condiciones
detalladas en la Tabla 5.1 (fila e), permitiendo la introduccién de un cierto nimero de
sondas, reteniendo en el LPS una actividad endotoxica de 0,08 UE ngfl. La
caracterizaciéon muestra una derivatizacién de 50 nmoles de biotina por mg de LPS,
correspondiente a una relacion biotina:LPS igual a 1:1 considerando una masa molecular
promedio de 20 kDa para el LPS [22, 31].

Un procedimiento similar fue aplicado en la modificacion de LPS con un
complejo de osmio segun lo descripto en la seccion 5.2.3.2. Posterior a la oxidacién con

periodato de sodio, se hizo reaccionar la endotoxina con 4-picolinamina (Figura 5.5). De
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esta forma se introducen al LPS moléculas de piridina que luego pueden hacerse
reaccionar con el complejo [Os(bpy)sCly1?". La reaccién de 4-picolinamina con el LPS
se evidencia por el primer pico de elucién en el perfil cromatografico monitoreando la
longitud de onda a 260 nm (Figura 5.6 A). Luego, la piridina en el LPS desplaza a uno de
los ligandos cloruro en el complejo, resultando en su coordinaciéon con el centro
metdalico. La conjugaciéon del complejo de osmio al lipopolisacarido resulta en un
derivado de alta masa molecular que eluye practicamente sin interaccionar con la

columna de exclusion (Figura 5.6 B).

HO NalO, HO
0 0
OR o.:| (oxidacion) OR 270.}
/ \
HO OH O O

N | NaCNBH,4
2N\);)

4-picolinamina

HO
0 =
N
:2787 ' \N\|/
N O 0
—( H N
N§

LPS-picolinamina

M OR:zi ko.}
e

N \ \ LPS-[Os(bpy),pyCl]2+

=

Figura 5.5: Sintesis de LPS—picolinamina y posterior conjugacion con [OS(bpy)zClz]2+ a traveés

del desplazamiento de uno de los ligandos cloruro del complejo por la piridina en el LPS.

Finalmente, el conjugado se caracterizé por su contenido de Kdo y por
espectrofotometria ([Os(bpy)s(py)C11%" e500mm = 8700 M™' cm™ [128]) para hallar la
concentracion del complejo de osmio. En estas condiciones pudieron introducirse 40
nmoles del complejo por mg de LPS, relacion similar a la obtenida para LPS-biotina.

Debe tenerse en cuenta, en este caso, que la relacion de conjugaciéon estd afectada por
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el rendimiento de conjugacion de las dos reacciones involucradas, la incorporacion de la
picolina y la posterior complejacion. Este hecho también se vio reflejado en la actividad
endotoxica del derivado, rindiendo una potencia pirégena de 0,05 UE ngfl, cifra 40 %

inferior a la correspondiente para LPS—-biotina.
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Figura 5.6: Purificacion por cromatografia de exclusion de A) derivado LPS-
picolinamina, B) derivado LPS-[Os(bpy)2(py)C1]*". En ambos casos el volumen

de inyeccion fue de 1 mL.

5.3.3 — Sintesis de LPS-[Ru(NHz)spy1%*

En la sintesis del conjugado de LPS con un complejo electroactivo de rutenio, la
estrategia empleada es similar a la descripta para el derivado de LPS-
[Os(bpy)z(Dy)Cl]2+. En primera instancia, se introduce al lipopolisacarido una piridina
que luego puede hacerse reaccionar con un complejo de rutenio para dar lugar al

conjugado deseado. En este caso, la incorporacion de la piridina al LPS se realiza en
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forma directa haciendo reaccionar isotiocianato de piridina (Figura 5.7) con los

hidroxilos de la endotoxina.

S:CN /

HO _
O B —
OR O.] isotiocianato .]
de piridina
HO OH

7N
—/ N

/Ru\ LPS-piridina

Figura 5.7: Sintesis de LPS-piridina y posterior conjugacioén con [Ru(NH3)50H21*" a traves del
desplazamiento del ligando “OHyz del complejo por la piridina en el LPS. El cambio de ligando se

caracteriza por la aparicion de una banda de transferencia de carga metal-ligando a 407 nm.

La incorporacion de la piridina se evidencia durante la etapa de purificacion
cromatogréafica del derivado midiendo la absorbancia a 260 nm (Figura 5.8 A). Luego, la
adicion de [Ru(NH3):O0H,]?" a la fraccién correspondiente al primer pico de elucion
propicia la formacién del derivado de LPS con el complejo de rutenio. Similarmente al
caso del complejo de osmio, el ligando —OH; es desplazado por la piridina en el LPS
estableciéndose la union del complejo de rutenio al lipopolisacarido. Al darse esta
reaccién puede observarse a 407 nm la banda correspondiente a la transferencia de
carga desde un orbital d del centro metalico Ru(Il) al orbital ® antienlazante de la
piridina [248]. En el cromatograma B de la Figura 5.8 puede observarse un primer pico
de elucién, que corresponde a una molécula de alta masa molecular, que presenta
absorcién tanto a 260 como a 407 nm. El segundo pico, sin embargo, solo presenta
absorcién significativa a 260 nm. Estas observaciones se corresponden con la obtencion

del LPS—[Ru(NH3)5Dy]2+, que eluye primero en la columna de exclusion. El segundo
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pico corresponde al exceso de [Ru(NH3):0H,]?" que no ha reaccionado con la piridina

unida al LPS.
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Figura 5.6: Purificacion por cromatografia de exclusion de A) derivado LPS-
piridina, B) derivado LPS-[Ru(NH3)spy]®*" monitoreado a dos longitudes de

onda, 407 y 260 nm. En ambos casos el volumen de inyeccion fue de 1 mL.

Una vez purificado y liofilizado, el conjugado obtenido se caracteriz6 por su
contenido de Kdo y por espectrometria de fluorescencia de rayos X por reflexiéon total
(TRXRF) para hallar la concentracion de rutenio. Los resultados obtenidos estan
asociados con la incorporacion de 140 nmoles del complejo de rutenio por mg de LPS.
Este valor es significativamente superior al obtenido para el complejo de osmio y
similar al obtenido para LPS con dansilo en las condicione mas severas (Tabla 5.1 fila
d). La mejora que se obtiene en este procedimiento sintético podemos atribuirla al
proceso mas favorable de sustitucion de ligando que se da en el caso del complejo de

rutenio respecto del complejo de osmio. En este ultimo las condiciones Optimas para
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desplazar un ligando cloruro por la piridina involucran temperaturas mas elevadas
[249], en contraposicién a lo que sucede con el complejo de rutenio. La eleccion de
condiciones mas suaves en el procedimiento sintético del osmio tiene su justificacion en
la intencién de preservar la actividad endotéxica del LPS.

La estrategia sintética para obtener un derivado de LPS con un complejo de
rutenio no involucra el tratamiento con periodato de sodio. Este hecho se refleja en una
mayor conservacion de la actividad pirdégena del lipopolisacarido, rindiendo una potencia
endotoxica de 0,15 UE ng_l, casi dos veces superior a la actividad del conjugado LPS-

biotina.

5.4 — Sumario

El procedimiento enzimatico empleado con la intencién de generar grupos
aldehidos en la estructura del LPS no dio resultados positivos. Si bien se comprobd la
correcta actividad de la galactosa oxidasa sobre monosacaridos, su accién sobre un
polimero como el LPS fue nula. Pueden comprenderse estos resultados teniendo en
mente que tanto el LPS como la galactosa oxidasa son moléculas voluminosas, lo cual
dificulta el acceso de la enzima a los residuos de galactosa. Este hecho se ve
intensificado dada la facilidad del LPS de formar agregados de alta masa molecular.

La otra estrategia sintética empleada involucr6 la oxidacion del LPS con
periodato de sodio dando lugar a la formacion de grupos aldehidos, que luego
reaccionan con los grupos hidracina o hidracida de la sonda a conjugar. La hidrazona
obtenida posteriormente se reduce obteniéndose el conjugado deseado. El rendimiento
de conjugacion depende fuertemente de la concentracion de periodato de sodio, el
tiempo y la temperatura empleada durante la etapa de oxidacion. Dada la inercia quimica
del LPS vy su tendencia a agregarse, para su modificacion, las condiciones de oxidacion
debieron ser mas intensas que las usualmente empleadas con carbohidratos de cadena
larga. La conjugacién de la sonda al LPS se favorece con el aumento de cada uno de los
parametros mencionados. Sin embargo, la actividad endotoxica del LPS tiene una
dependencia inversa evidenciando una disminucién dréastica con el aumento del
rendimiento de conjugacion. Por lo tanto, las condiciones de reaccién deben ser las
adecuadas de modo de obtener una eficiente conjugacién conservando la actividad
endotoxica.

Una fraccion purificada de LPS de S Minnesota se modifico con biotina. El

conjugado muestra una adecuada actividad endotoxica y un buen nivel de conjugacion.
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Las buenas propiedades de este conjugado permitieron su utilizacién en un ensayo
competitivo donde la presencia del LPS-biotina en la superficie del electrodo se
revelaba con otro conjugado, N-HRP. Los detalles de este trabajo fueron presentados
en la tesis de la Dra. Priano [122] y publicados en [164]. En el capitulo 9 se discutiran
algunas caracteristicas de este sistema y se comparardn con los resultados obtenidos
para otro tipo de ensayo competitivo realizado en este trabajo de tesis y descripto en el
capitulo 8. Comparado con trabajos previos [153, 242], para obtener tal nivel de
modificacion fue necesario emplear concentraciones mas elevadas de periodato con
tiempos de reaccién mas prolongados. El conjugado asi obtenido presenta una actividad
endotoxica ocho veces mayor respecto al empleado previamente en un ensayo
competitivo [148]. Por esta misma via sintética se sintetiz6 un derivado de LPS con un
complejo de osmio con estequiometria y potencia endotéxica similar a la del derivado
con biotina. En este caso, el tratamiento con periodato da lugar a la formacién de
grupos aldehidos en el LPS, que luego reaccionan con 4-picolinamina y finalmente es la
piridina la que coordina con el centro metalico para dar lugar al conjugado deseado.

Una estrategia diferente se empled en el caso de la conjugacién con un complejo
de rutenio. Aqui la incorporacién de la piridina al LPS se llevo a cabo por reaccién
directa con isotiocianato de piridina evitando el procedimiento oxidativo con periodato.
El derivado obtenido evidenci6 una potencia endotoxica y un rendimiento de conjugacion
significativamente superior al andlogo con osmio demostrando la eficiencia de la

sintesis propuesta.
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6 — Conjugados de LPS: Activacién con BrCN

6.1 - Introduccion

Los grupos funcionales amino primario, hidracina e hidracida estan presentes en
una miriada de sondas fluorescentes y moléculas espaciadoras. Por otra parte, los
grupos aminos primarios estan presentes naturalmente en las proteinas a través de los
residuos de lisina; en consecuencia desarrollar un método que involucre la conjugacion
de los LPS con moléculas portadoras de estos grupos funcionales (hidracina, hidracida y
amino) le otorgara al LPS la posibilidad de ser marcado con una gran diversidad de
sondas.

Dado que una de las caracteristicas del LPS es la formacion de agregados, se
centr6 la atenciéon en reacciones que se llevan a cabo sobre hidratos de carbono
insolubles, tal como la activacién de agarosa para la construcciéon de rellenos para
columnas de afinidad. Uno de los métodos mas eficientes para lograr esto es la
activacion mediante el uso de bromuro de cianogeno (BrCN) [250, 251]. La activaciéon
se da sobre los grupos hidroxilo del carbohidrato generando un éster cianato reactivo
(Figura 6.1). Es importante controlar las condiciones bajo las cuales estas reacciones se
llevan a cabo, dado que los éster cianato pueden hidrolizarse a carbamatos inertes. Por
ejemplo, el uso de hidroxido de sodio para aumentar la nucleofilicidad de los grupos
hidroxilo puede dar lugar a la formacién de carbamatos inertes. El control de la
temperatura es otro de los factores importantes a controlar en el proceso de activacion,
dado que la molécula activada es muy sensible a este parametro. Para superar estos dos
problemas, se emplea trietilamina como agente de transferencia de cilanuro en una
mezcla acetona:agua a temperaturas por debajo de O °C, evitando de esta forma la
necesidad de un medio fuertemente alcalino [252, 253].

En este capitulo se presenta la sintesis de conjugados de LPS liso con sondas
conteniendo grupos hidracina o amino primario, a través de la activaciéon con BrCN de
los grupos hidroxilo presentes en el antigeno O. La modificacion de LPS con BrCN es un
proceso que involucra dos pasos (Figura 6.1). El primer paso consiste en la activacién
de los grupos hidroxilo introduciendo un éster cianato; el segundo corresponde a la
unioén covalente de la sonda seleccionada a la molécula activada.

Como sistema modelo, se ha llevado a cabo la conjugaciéon de LPS liso de
Salmonella Minnesota con hidracina de dansilo y peroxidasa de rabano picante.
Empleando esta metodologia se han obtenido relaciones de conjugacién de 330 nmoles
de dansilo por mg de LPS, preservando la actividad endotoxica. En el caso de la

peroxidasa, previa modificacién con una molécula espaciadora, pudo obtenerse una
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relacion de conjugacion de 28 nmoles de enzima por mg de LPS, conservando un 65 %

de la actividad endotéxica original.

6.2 — Experimental

6.2.1 — Reactivos

El 4cido sinapinico fue provisto por Fluka; peroxidasa de rabano picante
isoenzima C (HRP C) fue provista por Biozyme. Trietilamina (TEA) y bromuro de
cianogeno (BrCN) fueron provistos por Sigma (Nota: El bromuro de cianégeno puede
resultar fatal si se lo ingiere, inhala o se absorbe a través de la piel. Sus vapores pueden
causar Irritacion severa a los ojos y al tracto respiratorio. Causa quemaduras sobre
cualquier zona de contacto. En contacto con dcidos libera gases téxicos. Afecta el
sistema cardiovascular, el sistema nervioso central y tiroides. Debe emplearse para su
manipuleo, guardapolvo, guantes y anteojos de seguridad). FMOC-PEG-COOH (Figura
6.7 A) fue provisto por Novabiochem. Las membranas de dialisis de celulosa regenerada
(RC Spectra/Por) de corte molecular 12000 se obtuvieron de Spectrum® Laboratories.
Las membranas de filtracion @ 25 mm de corte molecular 30000 fueron provistas por

Millipore.

6.2.2 — Sintesis del conjugado LPS-dansilo

La fraccion 9-10 del LPS purificado fue utilizada para realizar la conjugaciéon. 3
mg de LPS de S. Minnesota fueron disueltos en 4 mL de acetona al 60 % v/v en agua; la
solucion fue refrigerada a —-15 °C en una bafio de etanol-agua. A la solucion de LPS,
bajo agitacion constante, se le adicionaron 50 pL de BrCN 1 M. Inmediatamente, se
agregbd gota a gota durante el periodo de 3 minutos 400 pL de una solucién de
trietilamina 0,15 M (Figura 6.1). Todas las soluciones se prepararon en acetona. Se dejo
reaccionar por el periodo de 5 minutos y luego, se agregaron 200 pL de una solucién 4
mg mL ! de hidracina de dansilo en DMSO. La mezcla de reaccion resultante se mantuvo
bajo agitacién durante 2 horas a 4 °C en oscuridad. Finalmente, se detuvo la reaccién
mediante la adicion de 1 mL de solucién de etanolamina 1 M dejando reaccionar por 30
minutos.

El dansilo que no reaccion6 se removié haciendo pasar la soluciéon por dos

columnas de desalado HiTrap en serie (GE Healthcare de 5 mL de capacidad cada una)
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empleando como buffer de eluciéon fosfato 15 mM pH 7,5 conteniendo NaCl 15 mM a un
fluyjo de 2 mL min . Luego, el conjugado se dializ6 contra agua MilliQ usando tubos de
corte molecular 3500 a 4 °C durante 24 horas en oscuridad. El producto resultante se
liofiliz6 y caracteriz6 por espectroscopia de fluorescencia (seccion 3.5.1),
espectroscopia de absorcién molecular, su contenido de Kdo (seccién 3.2.2.2) vy su

actividad endotoéxica (seccién 3.2.2.2).

6.2.3 - Sintesis del conjugado LPS-HRP

En forma analoga a lo descripto en la sintesis del conjugado de LPS con dansilo
se procedi6 a la modificacién de LPS con HRP. La misma fraccién de LPS purificado se
utilizé para realizar la conjugacion. 3 mg de LPS de S. Minnesota se disolvieron en 4 mL
de acetona al 60 % v/v en agua; la solucién fue refrigerada a —15 °C en una bafio de
etanol-agua. A la solucién de LPS, bajo agitacién constante, se le adicionaron 50 pL de
BrCN 1 M. Inmediatamente, se agregd gota a gota durante el periodo de 3 minutos 400
pL de una solucién de trietilamina 0,15 M (Figura 6.5). Todas las soluciones se
prepararon en acetona. Se dejé reaccionar por el periodo de 5 minutos y luego, se
agregaron 1,5 mL de solucién de HRP 10 mg mL ! en agua MilliQ. La mezcla de reaccién
resultante se mantuvo bajo agitacion durante 2 horas a 4 °C en oscuridad. Finalmente,
se detuvo la reaccion mediante la adiciéon de 1 mlL de solucién de etanolamina 1 M
dejando reaccionar por 30 minutos.

Finalizada la reaccion, la solucion se concentr6 a 3 mL empleando una celda de
ultrafiltraciéon Amicon Millipore modelo 8010 (10 mL de capacidad) con filtros de corte
molecular 30000. El concentrado se pas6 a través de dos columnas de desalado HiTrap
en serie (GE Healthcare de 5 mL de capacidad cada una) empleando como buffer de
elucion Tris 50 mM pH 6,5. Finalmente, la enzima que no reacciond se separdé mediante
la purificacion cromatografica del conjugado empleando una columna de intercambio
aniénico, en escala analitica, ANX FF (high sub) (GE Healthcare de 1 mL de capacidad).
100 pL de la fraccion de conjugado, proveniente del desalado cromatografico
(aproximadamente 300 pg), se inyectaron en la columna. Los buffers de unién y elucién
empleados fueron, Tris 50 mM pH 6,5 y Tris 50 mM pH 6,5 conteniendo NaCl 1 M,
respectivamente. La separacioén cromatografica se realizé a un flujo de 1,0 mL min *. El
buffer de uni6on se aplicé durante 8 volumenes de columna (VC). La elucién del
conjugado se alcanz6 con el buffer de elucion empleando un gradiente de 0 a 100 %

durante 3 VC, manteniendo el 100 % durante 8 VC de forma de asegurarse la completa
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elucion del analito. La corrida cromatografica se monitore6 registrando la absorbancia a
403 nm. La fraccion correspondiente al conjugado LPS-HRP, que eluye luego de aplicar
un aumento de la fuerza ib6nica, se dializ6 posteriormente contra agua MilliQ usando
tubos de corte molecular 12000 a 4 °C durante 24 horas en oscuridad. El producto
resultante se liofiliz6 y caracteriz6 por su contenido de HRP (secciéon 3.5.4) y Kdo

(secci6n 3.2.2.2).

6.2.4 - Modificaciéon de HRP con FMOC-PEG-COOH

Todos los reactivos se disolvieron en acetonitrilo anhidro (destilado en
presencia de CaCls bajo atmosfera de argon recogiendo el destilado en tamices
moleculares 3A, Aldrich). A 6 mg de FMOC-PEG-COOH (Figura 6.7 A) disueltos en 5
mL, se le agregaron bajo atmosfera de argén, 1,2 mL de NHS 2 mg ml ! y 2 mL de EDC
5 mg mL . Se dejo reaccionar durante 1 hora con agitacion y flujo constante de argon.
Luego se agregaron 5 mL de HRP 10 mg mlL y 0,25 mL de trietilamina 0,3 M
permitiendo transcurrir la reaccion por 90 minutos con agitacion (Figura 6.7 A). Luego,
el acetonitrilo se removid por destilacion al vacio a 25 °C. El producto seco se disolvio
en agua MilliQ y purifico empleando dos columnas de desalado HiTrap en serie (GE
Healthcare de 5 mL de capacidad cada una) empleando como buffer de elucion fosfato
15 mM pH 7,5 conteniendo NaCl 15 mM a un flujo de 2 mL min '. La fraccion
correspondiente a la enzima modificada se dializ6 contra agua MilliQ empleando tubos
de corte molecular 12000 a 4 °C durante 24 horas en oscuridad y luego se liofilizé.

La modificaciéon de la enzima se comprobo6 por la apariciéon de una banda aguda a
aproximadamente 300 nm, correspondiente al grupo FMOC. También pudo comprobarse
la incorporacién del polietilenglicol protegido por el cambio en la masa molecular por
espectrometria MALDI-TOF segtn lo descripto en la secciéon 3.5.2.

Para remover el grupo protector FMOC, el so6lido disuelto en una solucion de
piperidina al 20% v/v en DMF se dejo reaccionar durante 20 minutos a temperatura
ambiente. La remocion del FMOC fue seguida por cromatografia en placa delgada
utilizando cromatofolios de silica gel Fgos4 de 0,20 mm de espesor, sobre soporte de

aluminio y por espectrometria MALDI-TOF.
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6.2.5 - Conjugacion de LPS con PEG-HRP

3 mg de la fraccion 9-10 de LPS de S. Minnesota se disolvieron en 4 mL de
acetona al 60 % v/v en agua; la solucién se refrigerd a —15 °C en una bafio de etanol-
agua. A la solucion de LPS, bajo agitacion constante, se le adicionaron 50 uL. de BrCN 1
M. Inmediatamente, se agregd gota a gota durante el periodo de 3 minutos 400 uL de
una solucién de trietilamina 0,15 M (Figura 6.7 B). Todas las soluciones se prepararon
en acetona. Se dejo reaccionar por el periodo de 5 minutos y luego, se agregaron 1,5
mL de solucién de PEG-HRP 10 mg mL ! proveniente del paso de desproteccion. La
solucién se mantuvo bajo agitacion durante 2 horas a 4 °C en oscuridad. La reaccién se
detuvo por agregado de 1 mL de solucion de etanolamina 1 M dejando reaccionar por 30
minutos.

Finalizada la reaccién, la solucion se concentr6 a 3 mL empleando una celda de
ultrafiltraciéon Amicon Millipore modelo 8010 (10 mL de capacidad) con filtros de corte
molecular 30000. El concentrado se paso luego a través de dos columnas de desalado
HiTrap en serie (GE Healthcare de 5 mL de capacidad cada una) a 25 °C, empleando
como buffer de elucién Tris 50 mM pH 6,5. Finalmente, la enzima que no reacciond se
separ6 mediante la purificacién cromatografica del conjugado empleando una columna

de intercambio ani6nico.

6.2.5.1 - Purificacién cromatografica del conjugado LPS-PEG-HRP

La separacién cromatografica de la enzima que no reacciond se realizdé en una
columna de intercambio aniénico, en escala analitica, ANX FF (high sub) (GE Healthcare
de 1 mL de capacidad). 100 uL de la fraccion de conjugado, proveniente del desalado
cromatografico (aproximadamente 300 ug), se inyectaron en la columna. Los buffers de
union y elucion empleados fueron, Tris 50 mM pH 6,5 y Tris 50 mM pH 6,5 conteniendo
NaCl 1 M, respectivamente. La separacién cromatografica se realizé a un flujo de 1,0
mL min"'. El buffer de union se aplico durante 6 VC. La elucién del conjugado se alcanzo
con el buffer de elucién empleando un gradiente de 0 a 100 % durante 6 VC,
manteniendo el 100 % durante 8 VC de forma de asegurarse la completa elucién del
analito. La corrida cromatografica se monitoreé registrando la absorbancia a 403 nm.

Una purificacion a mayor escala se realizé en una columna ANX FF (high sub)
(GE Healthcare de 20 mL de capacidad). El volumen de inyeccion se escald a 3 mL. El

fluyjo se increment6 a 4 mL min . El buffer de union se aplico durante 6 VC y el buffer

131



Desarrollo de un Ensayo Competitivo para la Deteccién de Endotoxinas

de elucién fue de O a 100 % en 3 VC. Todos los experimentos se realizaron a 25 °C. Las
fracciones correspondientes al conjugado purificados se juntaron y se concentraron a
4ml. empleando una celda de ultrafiltracion Amicon Millipore modelo 8010 (10 mL de
capacidad) con filtros de corte molecular 30000. Luego, el concentrado se dializé contra
agua MilliQ empleando tubos de corte molecular 12000 a 4 °C durante 24 horas en
oscuridad y se liofilizo.

El solido resultante se caracterizo por electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS (seccion 3.2.2.3), por su contenido de HRP (seccién 3.5.4), su contenido de
Kdo (seccién 3.2.2.2), actividad enzimatica (secciéon 3.5.3) y actividad endotéxica

(seccién 3.2.2.2).

6.3 — Resultados

6.3.1 - Conjugado LPS—-dansilo

Una fraccién purificada de LPS se emple6 para su conjugacion con hidracina de
dansilo, luego de su previa activacién con bromuro de cianogeno. El LPS se disolvio en
solucién de acetona acuosa 60 % v/v y refrigeré a -15 °C, en esas condiciones se
activaron los grupos hidroxilos del LPS con BrCN. Luego, la adicion de una solucién de

hidracina de dansilo en DMSO permiti6 completar la conjugacion (Figura 6.1).
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Figura 6.1: Pasos sintéticos involucrados en la conjugacion de LPS con hidracina de dansilo.

Finalizada la reaccioén, la mezcla de reactivos y productos se pasd a través de

una serie de columnas de desalado de modo de separar el fluoroforo que no habia
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reaccionado (segundo pico) del conjugado LPS-dansilo (primer pico) (Figura 6.2).
Finalmente, el conjugado fue dializado y liofilizado. El solido resultante presentaba una

coloracion verde palido debido a la presencia del dansilo.
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Figura 6.2: Purificacion cromatografica del conjugado LPS-dansilo. Se
inyectaron 3 mL de la solucion de reacciéon. El seguimiento se realizé a través de

la banda de absorcion de dansilo a 325 nm.

El conjugado LPS-dansilo se caracterizé por espectroscopia de fluorescencia y
espectroscopia de absorcién molecular. Los espectros de absorcién de, ambos, el
conjugado y el dansilo libre son similares (Figura 6.3); sin embargo, en el espectro de
fluorescencia, la longitud de onda del méximo de emisién del dansilo libre permanece
constante con el aumento de la concentracién (Figura 6.4), mientras que en el caso del
conjugado, la longitud de onda del maximo de emisién se desplaza de 495 nm a 502 nm.
También, en este ultimo caso, la intensidad de fluorescencia no aumenta
proporcionalmente con el aumento de la concentracion (Figura insertada), debido a la
agregacion del LPS [21, 33].

A concentraciones por debajo de 10 pg mLfl, ambos, el conjugado de dansilo y
el dansilo libre tienen un comportamiento similar, presentando una intensidad de
emision que escala linealmente con el incremento de la concentraciéon. En este intervalo
de concentraciones no se observa ningun cambio en la longitud de onda del maximo de

emision. Estas observaciones son consistentes con el valor de la concentracién micelar
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critica (CMC) para LPS de Sal/monella Minnesota, cuyo valor ha sido reportado como 11

pg mL 7t [31].
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Figura 6.3: Espectros de absorcion en agua MilliQ de A) hidracina

de dansilo 45 yM y B) LPS-dansilo 200 ng mL .

Empleando la informacién que se obtiene del espectro de emision del conjugado
a una concentraciéon de 5 ug mL_l, pudo calcularse la relacion de concentracion entre el
dansilo y el LPS, resultando en la incorporacion de 330 nmoles de fluordéforo por mg de
LPS. La actividad endotoxica de este nuevo conjugado de dansilo es de 1,5 UE ng', que
representa la conservaciéon del 90 % de la actividad pirdgena original de la fraccién de
LPS utilizada en esta sintesis (1,7 UE ngfl). Este resultado es marcadamente superior al
obtenido en la sintesis de LPS con biotina reportado en el capitulo 5, donde la actividad
pirogena del conjugado disminuye a un 10 % de la actividad endotoxica del LPS de
partida, presentando ademds una relacion de conjugacion 6 veces inferior.

En comparacion con un conjugado comercial LPS-HRP adquirido de AlerCHEK
Inc. la diferencia es notable. Este derivado de LPS presentaba una actividad endotéxica
de apenas 0,012 UE ng_l, lo cual afectaba la sensibilidad de un ensayo competitivo
desarrollado en nuestro grupo [148]. Esta estrategia representa un avance importante

en la quimica de conjugacion de lipopolisacaridos.
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Figura 6.4: Espectros de fluorescencia en agua MilliQ de A) hidracina de
dansilo. De I a VII: 0,6; 1,0; 1,3; 2,2; 4,5; 9,0; 12,0 uM. B) LPS-dansilo. De I a
V:5; 10; 20; 50; 100 pg mL !, La linea perpendicular corresponde a 495 nm.

Figura insertada: Area de emision vs. [LPS—dansilo] en agua MilliQ.

6.3.2 - Conjugado LPS-PEG-HRP

La peroxidasa de rabano picante (HRP) empleada en la sintesis del conjugado
con LPS corresponde a la isoenzima C. Esta isoenzima contiene seis residuos de lisina
en su estructura [254], permitiendo su reaccion, a través de los grupos aminos
primarios de estos aminoacidos, con el LPS previamente activado con BrCN (Figura
6.5). Sin embargo, nuestros intentos de modificar directamente el LPS con la enzima no
produjeron derivados con buena relaciéon de conjugacién. Esto puede entenderse
considerando que, ambos, el LPS y la enzima son moléculas voluminosas, introduciendo

por consiguiente, un alto grado de impedimento estérico.
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Figura 6.5: Pasos sintéticos involucrados en la conjugacion directa de LPS con HRP.

La Figura 6.6 corresponde a la purificaciéon cromatografica de intercambio
aniénico del conjugado de LPS con HRP obtenido en estas condiciones. En el primer
pico eluye la enzima que no reacciondé con el LPS, mientras que el segundo,
correspondiente a la elucion en condiciones de alta fuerza idnica, se asigna al conjugado
LPS-HRP. Puede notarse la baja intensidad de sefial que presenta el segundo pico,
indicando un bajo nivel de derivatizacion del lipopolisacarido. Esta fraccion se colecto,
dializ6 y caracterizé6 por su contenido de Kdo y HRP arrojando una relacion de

conjugacion de 4 nmoles de HRP por mg de LPS.
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Figura 6.6: Cromatografia de intercambio aniénico para la separacion de LPS—-HRP de
HRP sin reaccionar (linea azul). El cambio en la concentracién de NaCl esta dado por

la linea negra. 100 pL de volumen de inyeccion (aprox. 300 ng de LPS-HRP impuro).
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Considerando el bajo rendimiento de reaccién que se obtiene cuando se hace
reaccionar directamente la enzima con el lipopolisacarido, se modifico la estrategia
sintética introduciendo un nuevo paso. Previo a su reaccion con el LPS, a la peroxidasa
se le introdujo una molécula espaciadora, FMOC-PEG-COOH (Figura 6.7), de modo de
facilitar la reaccién de modificacion del LPS. La molécula espaciadora es un
polietilenglicol bifuncional, el cual puede unirse a la enzima con buen rendimiento. En
uno de sus extremos posee un grupo amino primario protegido por FMOC, mientras que

en el otro posee un grupo carboxilico, por donde se une a la enzima.
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Figura 6.7: Pasos sintéticos involucrados en la sintesis de LPS-PEG-HRP. A) Modificacion
de HRP con FMOC-PEG-COOH. B) Conjugacion de LPS con HoN-PEG-HRP.

La incorporacion de la molécula espaciadora a la enzima puede comprobarse por
la aparicion de una banda aguda a 300 nm, en el espectro de absorcién de la HRP
modificada (Figura 6.8 B), correspondiente al grupo protector FMOC. Esta sefial no
aparece en el espectro de la enzima nativa (Figura 6.8 A).

Los espectros de MALDI para la HRP y para su derivado, FMOC-PEG-HRP
(Figura 6.9) muestran un corrimiento de masa molecular correspondiente a 2560

unidades (Figura insertada). Este cambio en la masa de la HRP respecto a su derivado
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con polietilenglicol corresponde a la incorporacion de aproximadamente 4 moléculas
espaciadoras. También, puede notarse para la enzima modificada, picos mas anchos en
relaciéon a lo que se observa con la enzima nativa. Esta observacion de debe a las
diferentes relaciones de modificacion que se obtienen para FMOC-PEG-HRP,
generando por consiguiente una mayor dispersion en los valores de m/z para los iones
M + 2H1%", [M + HI*, [2M + HI", etc. Entre otras cosas, la espectrometria de masa
MALDI permitié6 monitorear la desprotecciéon del FMOC (Figura 6.9 C), observiandose un
corrimiento a menores valores de m/z debido a la pérdida de esta porcién de la

molécula espaciadora.
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Figura 6.8: Espectros de absorcién en DMF de A) HRP nativa y B)

HRP modificada con el polietilenglicol.

Por otro lado, también se ha obtenido la evidencia de la remocion del FMOC en
piperidina 20 % v/v en DMF por cromatografia en placa delgada. Para ello se emple6
una mezcla de acetato de etilo:dicloro metano 2:1 como fase movil, sembrando el
FMOC-PEG-COOH antes y después del tratamiento con el agente desprotector. Pudo
observarse para el caso del FMOC-PEG-COOH un Rf de 0,2 (revelado con lampara UV
a 254 nm), mientras que el polietilenglicol tratado con piperidina presenté dos manchas,

una con Rf 0,2 (revelado con HySO, 10 % v/v y posterior calentamiento)
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correspondiente al NHy;-PEG-COOH y otra con Rf 0,6 correspondiente al FMOC
(revelado con lampara UV a 254 nm). Un blanco de piperidina 20 % v/v en DMF permitio6

distinguir la sefial proveniente del agente desprotector.
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Figura 6.9: Espectrometria de masa MALDI en modo positivo de A) HRP, B)
FMOC-PEG-HRP, C) HoN-PEG-HRP. Figura insertada: Diferencia de m/z
entre los iones [M + H]" de HRP (azul) y FMOC-PEG-HRP (bords).

Como ha sido descripto anteriormente, una fracciéon purificada de LPS de
Salmonella Minnesota fue activada con BrCN para su posterior modificaciéon con un
derivado de polietilenglicol de la HRP. La reaccion procede a través del grupo amino
primario en el extremo de la molécula espaciadora. El producto de la reaccioén,
previamente desalado y dializado, fue purificado por cromatografia de intercambio

ani6nico. La Figura 6.10 muestra el perfil de elucion, donde el primer pico corresponde
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a PEG-HRP que no ha reaccionado. Dado el pH al cual se realiza la purificacion
cromatografica, PEG-HRP posee carga positiva, de acuerdo con el punto isoeléctrico de
la isoenzima C, cuyo valor es 9 [255]. Por el otro lado, LPS-PEG-HRP posee carga
negativa debida a la presencia de grupos fosfato en la region del lipido A en el LPS.
Consecuentemente, al aumentar la fuerza i6nica de la fase movil, el LPS es removido de
la columna, visualizandose un segundo pico de elucién. Las areas de cada pico permiten

estimar que aproximadamente la mitad de la peroxidasa ha reaccionado con el LPS.
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Figura 6.10: Cromatografia de intercambio aniénico para la separacién de LPS-PEG-HRP
de HRP sin reaccionar (linea azul). El cambio en la concentracion de NaCl esta dado por la

linea negra. 100 pL de volumen de inyeccion (aprox. 300 ng de LPS-PEG-HRP impuro).

El producto correspondiente al segundo pico se colectd, dializd y caracterizo por
electroforesis en gel de poliacrilamida mostrando claras diferencias entre el perfil de
migraciéon de la enzima y el LPS (Figura 6.11). El conjugado muestra un tipico patrén de
escalera como los que se observan en las muestras de LPS (Figura 3.4). Es importante
resaltar que el conjugado presenta una movilidad superior al LPS, aunque su masa
molar es mayor. Esto se debe, probablemente, al hecho de que el tratamiento
desnaturalizante expone los sitios hidrofobicos de la enzima, los cuales se rodean de
SDS, resultando en una mayor migracion del conjugado, mientras que para el LPS este

tratamiento es solo efectivo en la region del lipido A. También, puede observarse que
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en el perfil de migracion del conjugado no hay bandas en la posicion correspondiente al

LPS sin modificar, indicando que el conjugado no esta impurificado con LPS libre.

RN s S =2 3 4 5

e

Figura 6.11: Electroforesis en gel de poliacrilamida 12,5 % con SDS. A)
Condiciones desnaturalizantes, revelado por tinciéon con plata. B) Condiciones
no desnaturalizantes, revelado por actividad de peroxidasa. 1) HRP 4 ng; 2)

LPS-PEG-HRP 12 ng; 3) LPS 6 ng; 4) LPS-PEG-HRP 6 ug; 5) HRP 2 nug.

La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes proporciona informacion
valiosa respecto de las caracteristicas del conjugado. En este caso, se empled una
técnica de revelado especifica para peroxidasa, la cual no solo permite visualizar la
migracion de la enzima sino que ademds confirma su actividad enzimatica. Puede
observarse en el gel revelado por actividad que la peroxidasa sin modificar apenas se
mueve del lugar de siembra, mientras que el conjugado, de mayor masa molar pero
también mayor carga, recorre una mayor distancia (Figura 6.11 B). Este
comportamiento sugiere que las regiones hidrofébicas de la proteina no son expuestas
durante el tratamiento en condiciones no desnaturalizantes; en consecuencia la proteina
no puede ser rodeada y cargada efectivamente por el SDS. En el caso del conjugado, la
presencia del lipido A de por si ya proporciona carga y ademds permite una mayor
interaccion con el tensioactivo. Los resultados en este gel confirman que no hay HRP
libre en la muestra de conjugado. Todos estos resultados son consistentes con la

conclusion de que este método permite la sintesis de un conjugado de LPS con HRP.
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A partir del contenido de HRP y Kdo del conjugado puede calcularse la relaciéon
de conjugacién. Con este proposito se evaluo el contenido de enzima a partir de su
absorcion a 403 nm (Figura 6.12), correspondiente a la banda Soret del grupo hemo, y
mediante el método Bradford [203] empleando HRP como estandar de calibracion. La
concentraciéon de peroxidasa se determino6, a partir de su absorbancia a 403 nm,

asumiendo 102000 M cm ™! como su coeficiente de absorcion molar [127].

0.40

0.30

0.20

0.10t

Absorbancia / UA

0.00 ' ‘ %
200.0 300.0 400.0 500.0 600.0

Longitud de onda / nm

Figura 6.12: Espectro de absorcion en agua MilliQ de LPS-PEG-HRP 200 ng mL "

Los resultados expuestos en la Tabla 6.1 ponen en evidencia un hecho
fundamental; no toda la enzima unida al LPS conserva el grupo hemo intacto. Esto es
claro observando que la concentracién de HRP obtenida por absorciéon a 403 nm es
inferior a la que se obtiene por el ensayo colorimétrico (seccién 3.5.4.2). La conjugacién
real que se obtiene corresponde a 28 nmoles de proteina por mg de LPS, sin embargo,
alrededor del 55 % de esa proteina no conserva intacto el centro catalitico, afectando
en consecuencia su actividad enzimatica. Si bien, su actividad catalitica, es suficiente
para desarrollar coloracién, como puede visualizarse en la Figura 6.11 B, su valor cae
drasticamente respecto de su valor inicial. Considerando una conjugacién de 28 nmoles
de enzima por mg de LPS, la actividad se redujo de 280 a 6 U mgfl, cifra que aumenta a
14 U rng_1 considerando la relacion de conjugacion correspondiente a la medida de
absorbancia a 403 nm.

Respecto a la pirogenisidad del lipopolisacédrido, el conjugado posee una
actividad endotéxica de 1,1 UE ng_l, correspondiente a la conservacion del 65 % de la
actividad original de la fraccion de LPS empleada (1,7 UE ng '), lo que significa un
progreso significativo respecto de los conjugados sintetizados mediante tratamiento con

periodato de sodio (capitulo 5).
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Método de anélisis Concentracion de proteina  Relacion de conjugacion

(gmL™H? (nmoles por mg de LPS)
Absorbancia a 403 nm 48,4 7
Bradford 110 28

! Correspondiente al analisis de una solucion de LPS-PEG-HRP 200 pg mL %

Tabla 6.1: Resultados de la caracterizacién proteica del conjugado LPS-PEG-HRP.

6.4 — Actividad enzimatica de HRP. Medios para su conservacién y almacenamiento

La peroxidasa de rabano picante (HRP) es ampliamente utilizada en numerosos
ensayos: inmunoquimica, sintesis organica y biosensores [148]. La HRP pertenece a las
enzimas de moderada estabilidad [256, 257], particularmente su estabilidad decrece
significativamente en soluciones diluidas (menores de 1 nM) y en presencia de ciertas
sustancias, por ejemplo, surfactantes [256]. Por consiguiente, es de vital importancia
determinar las condiciones 6ptimas para su almacenamiento y el de sus conjugados. En
presencia de aditivos solubles (sales, polialcoholes, surfactantes, etc.), se afecta la
hidratacion proteica, resultando en la alteraciéon de la estabilidad y actividad de la
enzima. Por consiguiente, variando el ambiente, es posible afectar la constante de
velocidad de inactivacién proteica [258]. Se han desarrollado un gran numero de
medios de estabilizacién para soluciones concentradas de HRP o sus conjugados. La
lista incluye sales de calcio, fosfatos y citratos de sodio, polialcoholes, polietilenglicoles

y proteinas [259-262].

.. Actividad enzimatica
Muestra Condicién

(Umg™)
HRP Sin tratar 280
FMOC-PEG-HRP Purificado y liofilizado 130

D é 1
NH,-PEG-HRP espués de DE}SO de -
desproteccion

LPS-PEG-HRP Purificado y liofilizado 14

Tabla 6.2: Actividad enzimatica de HRP a lo largo de la sintesis de LPS-PEG-HRP.
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Se ha observado que durante el proceso de sintesis de conjugados de LPS con
HRP, la pérdida de actividad enzimatica de la peroxidasa es muy severa (Tabla 6.2).
En consideracion, nos propusimos estudiar el efecto de distintos aditivos sobre la
actividad catalitica de la enzima. En particular, hemos usado soluciones acuosas de
cloruro de calcio, alcohol etilico, glicerol y hemin (grupo hemo proveniente de sangre
bovina, Sigma, N° de catalogo: H9039) de modo de evaluar la posibilidad de reconstituir

la actividad catalitica de la enzima. La Tabla 6.3 resume los resultados obtenidos.

Muestra Condicién Actividad enzimatica Actividad enzimética
inicial (U mg™) final (U mg™!)
LPS-PEG-HRP 12 horas en hemin 50 % p/p ' 14 Precipitacion
CaCl, 30 mM a 4°C No pudo medirse
. 1
12 horas en hergun 50 % p/p 14 12.8 2
a4 °C
FMOC-PEG-HRP i ! ‘
12 horas en hemin 500% p/p 130 172.2 2
CaCl, 30 mM a 4°C
. 1
12 horas en hergun 50 % p/p 130 192,22
a4 °C
HRP 7 dias en glicerol 20% v/v, 930 976
etanol 10 % v/v a 4 °C
30 dias en glicerol 20 % v/v,
etanol 10 % v/v, CaCl, 280 262
30 mM a 4 °C
240 dias en glicerol 20 % v/v,
etanol 10 % v/v, CaCl, 280 224
30 mM a 4 °C

150 % p/p respecto de la masa de HRP.

% Medido después de purificado usando dos columnas de desalado HiTrap en serie empleando buffer fosfato 15 mM pH 7,5

con NaCl 15 mM como fase movil.

Tabla 6.3: Efecto de distintos aditivos sobre la actividad enziméatica de HRP. En todos los casos

las soluciones se prepararon en buffer fosfato 15 mM pH 7,5 con NaCl 15 mM.

Las sales de calcio estabilizan notablemente la enzima, dada que la integridad de
su sitio activo depende de la presencia de Ca?" [125]. Las sales de calcio se hidratan
débilmente y en consecuencia los iones Ca®" interaccionan facilmente con las proteinas
afectando significativamente su conformacién. Se ha sugerido que estas sales actuan
como agentes estabilizantes de conjugados de HRP [259]. Los polialcoholes, en

particular el glicerol, se han implementado ampliamente en la estabilizacion de
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proteinas. Su efecto protector aumenta con la concentracion y con la longitud de la
cadena carbonada [263]. Respecto al etanol, a diferencia de otros alcoholes, actua
como un agente estabilizante de la estructura acuosa del entorno proteico [264].

La adicion de grupo hemo a las soluciones de FMOC-PEG-HRP y LPS-PEG-
HRP no tuvo una influencia positiva sobre la actividad de la enzima, sin embargo,
cuando se lo emple6 en conjunto con CaCl,, la actividad catalitica se incrementd en un
30 % denotando reconstitucion del sitio activo de la peroxidasa. El tratamiento con Ca?"
sobre el conjugado LPS-PEG-HRP result6 en su precipitaciéon debido a la agregacion
del lipopolisacarido, lo cual hace que sea incompatible el uso de este aditivo.

Combinaciones de glicerol 20 % v/v, etanol 10 % v/v y CaCly, 30 mM, siempre en
buffer fosfato 15 mM pH 7,5 con NaCl 15 mM, se han probado como mezclas
estabilizantes de peroxidasa. Incluso en ausencia de Ca®", el comportamiento de estas
preparaciones es satisfactorio, conservando el 100 % de la actividad de la enzima
durante el periodo de 7 dias a 4 °C. Esta férmula permite conservar conjugados de LPS
con HRP dado que no genera la precipitacién de la endotoxina. Esta capacidad
estabilizante mejora con la adicion de CaCls permitiendo conservar el 90 % de la
actividad de la enzima durante el periodo de 30 dias y el 80 % durante 240 dias.

La implementacién de este tipo de formulaciones es de vital importancia para la
conservacion de las propiedades de los conjugados de LPS con HRP sintetizados. Esto
hace posible que los derivados de LPS puedan ser utilizados en distintas etapas del
desarrollo de un ensayo sin afectarse sus caracteristicas y con esto los resultados

consiguientes.

6.5 — Sumario

Se ha mostrado que la activacion de LPS con bromuro de ciandégeno en acetona
acuosa es un método de activacion conveniente para su posterior modificacion con
moléculas conteniendo un grupo hidracina o amino primario. El mismo concepto puede
extenderse a hidracidas.

Este método permite la preparacion de conjugados de dansilo con una excelente
relacién de conjugacion (330 nmoles de dansilo por mg de LPS), conservando
practicamente la actividad endotéxica original del LPS, indicando que probablemente, la
modificacion se lleva a cabo en la regién del antigeno O de la molécula, lejos del lipido
A. Esta estrategia sintética es muy conveniente, dado que existen un gran numero de

fluoroforos con grupos hidracina o amino primario que pueden ser introducidos al LPS.
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La produccién de un derivado de LPS con una proteina también es posible,
introduciendo primero una molécula espaciadora, lo cual es una practica habitual en la
conjugacién de carbohidratos con proteinas [265, 266]. Por esta via, la conjugaciéon de
una proteina con LPS nos permiti6 obtener un derivado con excelente relaciéon de
conjugacion (28 nmoles de HRP por mg de LPS), conservando una buena actividad
endotoxica (1,1 UE ngfl). En lo que respecta a la actividad enzimatica de la peroxidasa,
es notable su disminucion a lo largo de la sintesis del conjugado. Es claro, en
consecuencia, que es apremiante el desarrollo de una nueva estrategia de sintesis para
este tipo de derivados. En este sentido, en el capitulo 7 se incorpora una alternativa en
medio acuoso a la sintesis descripta en este capitulo. Esta nueva estrategia en conjunto
con el uso de las formulaciones estabilizantes de peroxidasa desarrolladas provee un

panorama mas prometedor a la quimica de derivados de LPS con HRP.

146



Capitulo

4

Conjugados de LPS:
Activacion con CDAP







7 — Conjugados de LPS: Activacién con CDAP

7.1 - Introduccion

La identificaciéon de los sitios de unién a LPS y la identificacion de sus
receptores de membrana son importantes para el desarrollo de drogas para el
tratamiento de la sepsis. El uso de derivados de LPS con estabilidad funcional
constituye una herramienta util en el estudio de las interacciones endotoxina-receptor
en ensayos farmacologicos. Dada la complejidad de la molécula, la sintesis de
conjugados de LPS no es una tarea sencilla. En solucién, las endotoxinas no constituyen
una muestra homogénea, y forman agregados de alta masa molecular a las
concentraciones requeridas para la sintesis de sus derivados [17, 22, 153].

En el capitulo 6, se ha introducido el desarrollo de un método eficiente para la
conjugacion de LPS con sondas conteniendo los grupos funcionales hidracina y amino
primario. La modificacién del LPS involucrd su activacion con bromuro de cianégeno y
posterior conjugacion con el nucleofilo correspondiente. Este procedimiento sintético
permitié6 obtener derivados de LPS con una excelente relacion de conjugacion,
preservando su actividad endotéxica y ofreciendo la posibilidad de combinar al LPS con
una gran variedad de sondas conteniendo los mencionados grupos funcionales. A pesar
de todas estas ventajas, cabe recordar que el BrCN es uno de los reactivos mas
peligrosos de manipular en el laboratorio, el paso de reaccién debe realizarse a —-15 °C,
lo que limita el uso de ciertos reactivos, acotando la eleccidén de un solvente o mezcla
de solventes adecuados. Todas estas condiciones no son las mas adecuadas si se
intenta modificar LPS con una enzima como HRP.

La activacion de los grupos hidroxilos de un carbohidrato también puede
lograrse empleando 1-ciano—4-dimetilaminopiridinio (CDAP). En este caso, la
activaciéon y la modificacion subsiguiente del carbohidrato se lleva a cabo en
condiciones méas suaves, en solvente acuoso (Figura 7.1), un ambiente mas adecuado
para una enzima. Por otro lado, en un medio acuoso, el LPS presenta una elevada
tendencia a formar agregados. Teniendo todo esto en mente, en este capitulo, se
presenta la conjugacion de LPS en medio acuoso en presencia de moléculas anfifilicas.
Una fraccion purificada de LPS de Sal/monella Minnesota se conjuga con peroxidasa de
rabano picante, empleando una molécula PEG espaciadora, y con una sonda fluorescente
(hidracina de dansilo) obteniendo buenas relaciones de conjugacion, preservando las

propiedades endotoxicas del LPS y la actividad enzimatica del HRP.
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7.2 - Experimental

7.2.1 — Reactivos

1-ciano-4-dimetilaminopiridinio (CDAP), cianoborohidruro de sodio (NaCNBH3),
dodecil sulfato de sodio (SDS), deoxicolato de sodio (NaDC) y triton X-100 fueron
provistos por Sigma. El diamino polietilenglicol Mr 1000 (DAPEG) fue provisto por NOF
(Figura 7.5).

7.2.2 — Sintesis del conjugado LPS-dansilo

La fraccion 11-12 del LPS purificado (secciéon 3.2.2.2) se utiliz6 para realizar la
conjugacion. 1 mg de LPS de S. Minnesota se disolvid en 0,5 mL de agua MilliQ. La
solucién resultante se agitdo en vortex durante 3 minutos y posteriormente se sonicO
durante 15 minutos a 25 °C. Luego, sobre esta solucion se adicionaron 20 uL. de CDAP
en acetonitrilo 100 mg mlL y 30 segundos después 20 pL de TEA 0,2 M en agua. La
mezcla se dejo reaccionar durante 150 segundos a 25 °C, oscuridad y con agitacion.
Luego de transcurridos los 150 segundos se agregaron 500 pL de una soluciéon 4,0 mg
mL™ de hidracina de dansilo disuelta en buffer borato de sodio 0,1 M pH 9,3. La
solucién resultante se dejo reaccionar durante 2 horas a 25 °C, en oscuridad y con
agitacion. La reaccion se detuvo por agregado de 50 pL de etanolamina.

El dansilo que no reacciondé se removidé haciendo pasar la solucién por dos
columnas de desalado HiTrap en serie (GE Healthcare de 5 mL de capacidad cada una)
empleando como buffer de elucion Hepes 50 mM pH 7,5 a un flujo de 2 mL min L.
Luego, el conjugado se dializ6 contra agua MilliQ usando tubos de corte molecular 3500
a 4 °C durante 24 horas en oscuridad. El producto resultante se liofilizé y caracterizo
por espectroscopia de fluorescencia (seccién 3.5.1), su contenido de Kdo (seccién

3.2.2.2) y su actividad endotoxica (seccion 3.2.2.2).
7.2.3 — Sintesis del conjugado LPS-dansilo empleando compuestos anfifilicos

La sintesis es similar a la presentada previamente con la excepcién de que se
agrega un compuesto anfifilico (deoxicolato, SDS o triton). Se usaron diferentes

concentraciones las cuales seran indicadas a lo largo de la seccion de resultados del

presente capitulo. El tratamiento realizado para dispersar el lipopolisacarido es el
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siguiente: a 0,5 mL de una solucion acuosa de LPS 2 mg mL ! se le agregan 0,5 mL de
solucion acuosa de uno de los compuestos anfifilicos en una concentracion dada y 50 pL
de EDTA 2,5 mM. La solucién se mantuvo bajo agitacién durante 30 minutos a 37 °C,
luego se sonico por 15 minutos y se volvido a agitar por 30 minutos a 37 °C. A la
solucion resultante, bajo constante agitacion, se le adicionaron 20 pL de CDAP 100 mg

mL ! en acetonitrilo y se continud con el procedimiento descripto en el punto 7.2.2.

7.2.4 - Sintesis del conjugado LPS-PEG-dHRP

7.2.4.1 - Deglicolisacién de la peroxidasa de rabano picante

La deglicosilacion de la peroxidasa procede tratando una solucién de HRP 10 mg
mL ! en agua MilliQ con periodato de sodio en presencia de CaCl, 10 mM bajo agitacion
a 25 °C durante 30 minutos. Con la intencion de evaluar las condiciones mas propicias
de oxidacion de la enzima, se emplearon distintas concentraciones de periodato de
sodio (Figura 7.6 y Figura 7.9). Finalizado el tiempo indicado, la reaccion se detuvo por
agregado de etilenglicol dejando reaccionar por 30 minutos. La enzima deglicosilada
(dHRP) se separ6 de los sacaridos de baja masa molecular y el resto de los reactivos
por cromatografia de exclusién por tamafio empleando dos columnas de desalado
HiTrap en serie (GE Healthcare de 5 mL de capacidad cada una) con buffer bicarbonato

de sodio 100 mM pH 9,5 como fase movil a un flujo de 2 mL min .

La fraccion
correspondiente a la dHRP purificada se dividié en dos: una fraccion se caracterizo por
su actividad enzimatica (seccién 3.5.3) y se reservo para su conjugacion con DAPEG
(seccion 7.2.4.2); la otra fraccion se dializé contra agua MilliQ durante 24 °C a 4 °C y

liofilizada. El sélido resultante se someti6 a espectrometria MALDI-TOF (seccién 3.5.2).

7.2.4.2 - Modificacion de dHRP con DAPEG

Sobre 0,5 mL de una solucién 34 mM de DAPEG en buffer bicarbonato de sodio
100 mM pH 9,5 conteniendo NaCNBH3 10 mg mLfl, se agregaron gota a gota, durante el
periodo de 3 minutos, 1,5 mL de dHRP 3,5 mg mL ! proveniente de la purificacion
cromatografica correspondiente a las distintas condiciones de oxidacion empleadas. La
mezcla resultante se dejo reaccionar por 2 horas, bajo agitacién suave, en oscuridad y a
4 °C. Transcurrido el lapso, la reaccion se detuvo por agregado de 50 ulL de

etanolamina dejando reaccionar por 30 minutos. Finalmente, la enzima modificada con el
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polietilenglicol se purifico cromatograficamente haciendo pasar la mezcla de reaccion
por dos columnas de desalado HiTrap en serie (GE Healthcare de 5 mL de capacidad
cada una) con buffer bicarbonato de sodio 100 mM pH 9,5 como fase movil a un flujo de
2 mL min"’. La fraccién correspondiente a dHRP-PEG-NH, purificada se dividi6é en dos:
una fraccién se caracteriz6 por su actividad enzimditica y se reservod para la
cuantificacién de aminos primarios (seccion 7.2.4.3), mientras que la otra fracciéon se
dializ6 contra agua MilliQ durante 24 °C a 4 °C, se liofiliz6 y se analizo6 por

espectrometria MALDI-TOF (seccién 3.5.2).

7.2.4.3 — Cuantificacion de grupos aminos primarios en dHRP-PEG-NH,

7.2.4.3.1 — Modificacion de dHRP-PEG-NH; con ferrocenoaldehido

100 pL de solucién de dHRP-PEG-NH, o HRP 1,5 mg mL! se agregaron sobre
900 pL de una solucion de ferrocenoaldehido (Fc-CHO) 3 mM en buffer bicarbonato de
sodio 100 mM pH 9,5 conteniendo NaCNBH;3; 10 mg mL !, La mezcla resultante se dejo
reaccionar durante 2 horas a oscuras a 25 °C con agitacién. Luego, la solucion se desald
empleando dos columnas de desalado HiTrap en serie (GE Healthcare de 5 mL de
capacidad cada una) con buffer HEPES 50 mM pH 7,5 como fase movil a un flujo de 2
mL min!. La fraccion correspondiente a la enzima modificada con el ferroceno se

colectd v se destind a su analisis por voltametria diferencial de pulso (DPV).

7.2.4.3.2 — Analisis por voltametria diferencial de pulso de dHRP-PEG-Fc

Las medidas por voltametria diferencial de pulso se llevaron a cabo empleando
una celda estandar de 3 electrodos con un potenciostato (Autolab FRA2 Type III). El
sistema consistio en un electrodo de trabajo de carbono vitreo de 0,07 cm? de area, una
malla de platino como contraelectrodo y un electrodo de Ag/AgCl como referencia. Para
establecer una relaciéon entre la sefial de corriente obtenida y el nivel de ferroceno en la
enzima puede, conociendo el coeficiente de difusion de HRP, utilizarse el modelo
descripto en la seccion 2.2.4. Los pardmetros empleados para la voltametria diferencial
de pulso fueron los siguientes: tiempo de modulacion () 0,056 s; tiempo de intervalo
() 0,5 s; potencial inicial O V; potencial final 0,7 V; escaléon de potencial 4,95 mV;

amplitud de modulacién (4E) 49,5 mV.
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7.2.4.4 - Conjugaciéon de LPS con dHRP-PEG-NH,;

3 mg de la fraccién 11-12 de LPS de S. Minnesota se disolvieron en 1,5 mL de
agua MilliQ. La solucion resultante se agitdé en vortex durante 3 minutos y
posteriormente se sonico durante 15 minutos a 25 °C. Luego, sobre esta solucién se
agregaron 150 pL de EDTA 2,5 mM y 1,5 mL de deoxicolato de sodio 4,5 mM de forma
tal de dar una concentracion final de 2,25 mM correspondiente a 1,5 veces la CMC del
deoxicolato de sodio [267]. La solucién resultante se agit6 durante 30 minutos a 37 °C,
se sonic6 por 15 minutos y nuevamente se agité por 30 minutos a 37 °C de modo de
favorecer la desagregacién del lipopolisacérido. Luego se agregaron 60 ulL de CDAP en
acetonitrilo 100 mg mL ! y 30 segundos después 60 pL de TEA 0,2 M en agua. La
mezcla se dejo reaccionar durante 150 segundos a 25 °C con agitacion. Transcurridos
los 150 segundos se agregaron 2 mL de dHRP-PEG-NH, 12 mg mL! en buffer
bicarbonato de sodio 0,1 M pH 9,5. La mezcla se dejo reaccionar durante 2 horas a 25
°C, en oscuridad y con agitaciéon moderada. La reaccién se finalizé por agregado de 100
nL de etanolamina dejando reaccionar por 30 minutos. Luego, el producto de la reaccion
se concentr6 a 3 mL usando una membrana de filtracion de corte molecular 30000 y se
purific6 por cromatografia usando dos columnas de desalado HiTrap en serie (GE
Healthcare de 5 mL de capacidad cada una) con buffer Tris 50 mM pH 6,5 como fase
movil a un flujo de 2 mL min L. Finalmente, la peroxidasa que no reaccion6 se separo

del conjugado por cromatografia de intercambio aniénico.

7.2.4.5 - Purificacién cromatografica del conjugado LPS-PEG-HRP

La separacion cromatografica de la enzima que no reaccion6 se realiz6 en una
columna de intercambio anidnico, ANX FF (high sub) (GE Healthcare de 20 mL de
capacidad). 3 mL del conjugado impurificado en buffer Tris 50 mM pH 6,5, proveniente
del desalado cromatografico, se inyectaron en la columna. Los buffers de unién y
elucion empleados fueron, Tris 50 mM pH 6,5 v Tris 50 mM pH 6,5 conteniendo NaCl 1
M, respectivamente. La separacion cromatografica se realizo a un flujo de 4,0 mL min L.
El buffer de union se aplicé durante 6 volimenes de columna (VC). La elucion del
conjugado se alcanz6 con el buffer de elucién empleando un gradiente de O a 100 %
durante 3 VC, manteniendo el 100 % durante 3 VC de forma de asegurarse la completa

elucion del analito. La corrida cromatografica se llevd a cabo a 25 °C registrando la

absorbancia a 403 nm. Las fracciones correspondientes al conjugado se juntaron y se
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concentraron a 3 mL empleando una celda de ultrafiltracién Amicon Millipore modelo
8010 (10 mL de capacidad) con una membrana de filtraciéon de corte molecular 30000.
Luego, el concentrado se separo del NaCl usando dos columnas de desalado HiTrap en
serie (GE Healthcare de 5 mL de capacidad cada una) con buffer Tris 50 mM pH 6,5
como fase movil a un flujo de 2 mL min~'. Finalmente, el conjugado LPS-PEG-HRP se
dividié en una pequefia fracciéon destinada a los analisis de actividad enzimatica (seccion
3.5.3), Kdo (seccion 3.2.2.2) y actividad pirogénica (secciéon 3.2.2.2) mientras que el
remanente fue suplementado con glicerol a una concentracion final del 20 % v/v, con
etanol a una concentracion final del 10 % v/v y conservado en oscuridad a 4 °C hasta su

utilizacioén.

7.3 — Resultados

7.3.1 - Conjugado LPS—-dansilo

En los dltimos afios, la utilizacion de CDAP en la activacién de los grupos
hidroxilos en polisacaridos ha competido con el uso del BrCN. En comparacion con el
BrCN, CDAP es mas sencillo de emplear, puede ser utilizado a un pH mas suave, y
presenta menos reacciones secundarias encontrando aplicaciones en la sintesis de
vacunas de conjugados proteina—polisacarido v reactivos inmunologicos [268-270].

En nuestro primer intento por activar LPS con CDAP, una fraccion de LPS
purificada se disolvio en solucién acuosa, y luego se someti6 a sonicado de modo de
obtener una solucion homogénea. En segunda instancia se adicioné el CDAP y luego la
hidracina de dansilo (Figura 7.1). Finalizada la reaccion, el producto se purificé por
cromatografia y se caracterizo por espectroscopia de fluorescencia y por su contenido
de Kdo. Trabajando en estas condiciones, la relacion de conjugacion que se obtuvo fue
muy pobre, apenas 1,4 nmoles de dansilo pudieron introducirse por mg de LPS. Por otro
lado, la misma reaccion aplicada sobre dextrano, un polisacarido soluble de monémeros
de glucosa de 70 KDa de masa molecular, dio lugar a una relacién de conjugaciéon de 70
nmoles por mg de polimero. Estos resultados nos llevaron a pensar que la agregaciéon
del lipopolisacéarido jugaba un rol fundamental en la activacion de sus grupos hidroxilos.

A partir de los resultados antes descriptos, nos propusimos mejorar la
exposicion de los grupos hidroxilos del lipopolisacarido empleando distintas moléculas

anfifilicas. De esta forma, favoreciendo la desagregacion del LPS, la accesibilidad del
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CDAP a los sitios blanco se facilitaria resultando en una activacién mas efectiva y

consecuentemente una mayor conjugacion.
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Figura 7.1: Pasos sintéticos involucrados en la conjugacion de LPS con hidracina de dansilo.
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Figura 7.2: Moléculas anfifilicas ensayadas en la desagregacién del LPS.

Tres moléculas distintas fueron ensayadas, deoxicolato de sodio (NaDC), triton
X-100 y dodecil sulfato de sodio (SDS) (Figura 7.2). El uso de estas moléculas para
desagregar al lipopolisacarido ha sido descripto en bibliografia [21, 22, 271, 272].
Triton X-100 es un tensioactivo no i6nico, mientras que el dodecil sulfato de sodio y el
deoxicolato de sodio son i6nicos con carga negativa. El efecto desagregante sobre el
LPS, se puede atribuir principalmente a la interaccion de sus regiones hidrofobicas con
los acidos grasos del lipido A. Es muy importante considerar, para una desagregacion
optima, el numero de moléculas necesarias para rodear al lipido A, pero también la

concentracion del surfactante en la cual se presentard una interaccién mas fuerte
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consigo mismo que con el lipido A. Por lo tanto, debe considerarse la concentracion

micelar critica de cada uno de los tensioactivos empleados (Tabla 7.1).

Detergante ((:rl\r/lll\(/:l)l # Agregacion Mr Micela
SDS 8,1 84 24200
Triton X-100 0,25 140 90000
NaDC 1,6 5 2000

! Datos correspondientes en agua [273].

Tabla 7.1: Propiedades de los compuestos anfifilicos ensayados para desagregar al LPS.
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Figura 7.3: Purificacion cromatografica del conjugado LPS-dansilo usando los
tensioactivos en una concentraciéon de 1,5 x CMC. Se inyect6é 1 mL de la

solucién de reaccién. Figura insertada: Ampliacion del mismo perfil.

La misma cantidad de LPS (0,5 mL de LPS 2 mg mL ') se disolvié en presencia
de uno de los compuestos anfifilicos a una dada concentracion mas 50 pL. de EDTA 2,5
mM, y luego se activo mediante el agregado de CDAP. Finalmente, la adicion de

hidracina de dansilo da lugar a la formacion del conjugado fluorescente de LPS. El

156



7 — Conjugados de LPS: Activacién con CDAP

exceso de dansilo que no reaccioné se removié por cromatografia de exclusién (Figura
7.3) y el producto deseado se dializ6 y caracterizd por espectroscopia de fluorescencia
y su contenido de Kdo. De esta forma, se evaluo la relacién de conjugacion de modo de
determinar las mejores condiciones de sintesis.

En la Figura 7.4 puede observarse el efecto que tiene cada surfactante sobre el
rendimiento de conjugacién. En el caso del SDS no hay una mejora significativa a
medida que aumenta su concentracién. En este caso, la mejor relaciéon de conjugacion
(4 nmoles por mg de LPS), que es apenas tres veces mayor que la que se obtiene en
ausencia de tensioactivo (1,4 nmoles por mg de LPS), se obtiene para una concentraciéon

igual a su valor de concentracién micelar critica.

120
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()]
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Figura 7.4: Modificaciéon de LPS con hidracina de dansilo en presencia de

moléculas anfifilicas a distintas concentraciones.

El panorama cambia significativamente para el triton X-100 y el NaDC. El uso de
estos compuestos favorece notablemente la conjugaciéon respecto a lo obtenido en su

ausencia. Para estos dos casos, la mejor relacién de conjugaciéon se obtiene cuando su

concentracién corresponde a 1,5 veces la concentracién micelar critica. Este

comportamiento puede interpretarse de la siguiente forma: a bajas concentraciones no
hay suficiente surfactante para desagregar completamente al LPS, mientras que a

concentraciones elevadas prevalece la interaccion del surfactante consigo mismo. Esta
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conducta se corresponde con la disminucién de la conjugacién a concentraciones
superiores a 1,5 veces la CMC.

De los ultimos dos tensioactivos mencionados, el NaDC es el que da lugar a la
mejor relacion de conjugacion, 110 nmoles de dansilo por mg de LPS. El conjugado
sintetizado en estas condiciones fue evaluado respecto de su actividad endotoxica
rindiendo una actividad correspondiente al 70 % (0,45 UE ngfl) de la actividad

endotoxica original de la fraccion de LPS empleada (0,65 UE ngfl).

7.3.2 - Conjugado LPS-PEG-HRP

En el capitulo anterior se ha presentado la modificacion de LPS con HRP a
través de su activacion con BrCN. El conjugado sintetizado presentaba una excelente
relaciéon de conjugacion conservando el comportamiento endotdéxico del LPS. Sin
embargo, el uso de solventes orgénicos en los diferentes pasos de reaccion ha tenido
como consecuencia una reduccién notable en la actividad biologica de la enzima. Por tal
motivo, en este caso se ha implementado una nueva estrategia sintética de modo de

evitar la inactivacién enzimatica.

HO ) NalO,
OR (oxidaci6n)
HO
NaCNBH,

HZN\/[/\O/\]E\Z/NH2

DAPEG

H, N\/{/\ /\]\/NH o

dHRP-PEG-NH,

Figura 7.5: Pasos sintéticos involucrados en la modificacion de HRP con DAPEG.

La conjugacién de proteinas con polisacaridos empleando CDAP es una técnica
bien conocida, comtinmente aplicada en la sintesis de vacunas [268-270]. También, en
la mayoria de los casos, es una practica habitual emplear una molécula espaciadora,

como la hidracida del 4cido adipico (ADH) [76], para unir la proteina con el
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polisacarido. En nuestro caso, como molécula espaciadora, hemos empleado un diamino
polietilenglicol de masa molecular 1000 (DAPEG). La introduccion del espaciador a la
enzima involucra una primera etapa de oxidacion con periodato de sodio, dando lugar a
la formacion de grupos aldehido, seguida de una segunda etapa, donde uno de los
grupos aminos del DAPEG reacciona con el carbonilo generando la amida
correspondiente que tras su reduccion con NaCNBHj3 da lugar al producto final dHRP-

PEG-NH, (Figura 7.5).
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Figura 7.6: Efecto del tratamiento oxidativo sobre la actividad enzimatica de dHRP.

El tratamiento con periodato de sodio sobre la HRP da lugar a la formacion de
grupos aldehidos. La eficiencia del tratamiento oxidativo y la incorporacién del diamino
polietilenglicol (Figura 7.5) aumenta con la concentracion del periodato de sodio, sin
embargo, también es responsable de la pérdida de actividad enzimdtica. El rol de la
porcion sacarida de la enzima ha sido investigado en varios trabajos cientificos. Silva y
colaboradores [32] han informado su rol esencial a nivel estructural de la enzima,
asignando los sutiles cambios conformacionales a la remocion del polisacarido. Estos
cambios conformacionales pueden llevar a una disminucion de la proteccién frente a la
proteolisis. Asimismo, han reportado que la proteina deglicosilada presenta una
actividad enzimdtica significativamente menor respecto del valor correspondiente a la
enzima nativa. Smith y colaboradores [274] obtuvieron una HRP deglicosilada por

expresion heterdloga en Escherichia Coli, la cual presentaba el 50 % de la actividad
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enzimatica de la proteina glicosilada. Resultados similares se han obtenido para una
isoenzima neutra de la peroxidasa de nabo (TP, turnip peroxidase) [275]. La actividad
de TP se reduce al 50 % del valor de la enzima nativa después de la remocion
enzimatica del 32 % de la region oligosacarida.

Incluso si existen observaciones no del todo concluyentes respecto si la porcion
sacarida es esencial o no para la actividad de la peroxidasa, su remocidén posee alguna
influencia. En este punto, debemos tener en cuenta no solo el efecto de la remocion del
oligosacarido de la enzima, sino el método empleado con este proposito. El tratamiento
con periodato puede provocar la oxidacién de aminoacidos [276]. Una caracteristica
comun de las peroxidasas es la fuerte conservacion de los aminoacidos en las regiones
de los residuos de histidina a ambos lados de los sitios de unién del grupo hemo, el cual
es esencial para la actividad enzimatica. Este sitio puede afectarse durante el
tratamiento con periodato, afectando la actividad de la enzima. Duarte-Vazquez y
colaboradores [275] notaron que la oxidacion de la region oligosacarida de peroxidasa
de nabo con periodato (10 mM) produce su parcial remocién y la disminucion de la
actividad enzimatica a 86 % y 15 % de la actividad de la proteina nativa, tras 1 y 20
horas de tratamiento, respectivamente.

El procedimiento oxidativo con periodato disminuye la actividad de peroxidasas
por remocion de la cubierta protectora de carbohidrato y posible oxidacién de
aminoacidos, principalmente aquellos involucrados en la regiéon de union del sustrato.
Por lo tanto, en la elecciéon de las condiciones del tratamiento oxidativo debe
establecerse un compromiso entre la eficiencia de la formacion de grupos aldehidos y
consecuente incorporaciéon del DAPEG y la conservacién de la actividad catalitica de la
enzima. Para ello, se evaludé el proceso oxidativo para distintas concentraciones de
periodato de sodio caracterizando cada una de las condiciones por la actividad biologica
de la enzima y el cambio producido en su masa molecular tras ambos, su deglicosilacion
y la incorporacion de la molécula espaciadora. En la Figura 7.6 puede observarse el
efecto del proceso oxidativo sobre la actividad biolégica de la enzima, generandose una
disminucién significativa incluso a bajas concentraciones de oxidante. Posterior a esta
etapa, la HRP deglicosilada (dHRP) se separd cromatograficamente de los componentes
de reaccién y fue caracterizada por espectrometria MALDI-TOF y utilizada para su
conjugacion con la molécula espaciadora. Puede observarse en la Figura 7.7 el
corrimiento de la sefial correspondiente al ion [M + H]" de dHRP hacia valores de
masas inferiores. Queda claro aqui que el tratamiento con periodato de sodio genera la

pérdida de azucares de la enzima, produciendo ademdas una disminuciéon en la capacidad
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de la enzima para reducir el peroxido de hidrogeno. En la condicién mas severa, 100
mM de oxidante, el cambio en la masa de la enzima se corresponde con la pérdida de

aproximadamente 8 hexosas.

[M+H]" = 43038

[M+H]" = 41692
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Figura 7.7: Espectrometria de masa MALDI en modo positivo de dHRP obtenida

a diferentes concentraciones de periodato de sodio. De I a VII: 0; 5; 10; 25;
50; 75; 100 mM. La seccion mostrada corresponde al ion [M + H]".

Tras el proceso oxidativo, la enzima deglicosilada se hizo reaccionar con un
exceso de DAPEG. Finalizada la reaccién, el exceso de espaciador que no reacciond fue
separado del derivado de la enzima por cromatografia de exclusion. El producto dHRP-
PEG-NH, fue caracterizado por su actividad enzimdtica y por espectrometria MALDI-
TOF. En la Figura 7.8 puede observarse el desplazamiento del pico correspondiente al
ion [M + H]" de dHRP-PEG-NH,, para distintas condiciones del tratamiento oxidativo,
hacia valores de mayor masa. Esto pone en evidencia la incorporacién de la molécula

espaciadora a la enzima. Puede notarse también como la efectividad de la incorporaciéon
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del DAPEG aumenta madas débilmente hacia mayores valores de concentraciéon de
periodato de sodio. En la Figura 7.9 este ultimo hecho puede visualizarse mas
claramente. De aqui puede seleccionarse la condicion mdas conveniente para llevar a
cabo la modificacion de la enzima con la menor pérdida de actividad biologica posible. A
25 mM de periodato de sodio se obtiene un corrimiento del pico del ion [M + H]" de
3686 unidades de masa, que corresponde a la incorporacion, en promedio, de 3,7
moléculas de DAPEG. A mayores valores de periodato de sodio la adicion de la molécula
espaciadora no escala linealmente con la concentracion, sin embargo el decaimiento de
la actividad enzimatica si es notable. Por lo tanto, llevar a cabo el tratamiento oxidativo

a 25 mM de periodato de sodio resulta ser una eleccién idonea.
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Figura 7.8: Espectrometria de masa MALDI en modo positivo de dHRP-PEG-
NH sintetizado luego de haber deglicosilado HRP en presencia de diferentes
concentraciones de periodato de sodio. De I a VII: 0; 5; 10; 25; 50; 75; 100

+

mM. La seccién mostrada corresponde al i6on [M + H]
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Figura 7.9: Efecto del tratamiento oxidativo sobre: la actividad enzimatica de dHRP-

PEG-NH; (azul) y la incorporacion de DAPEG (bordo).

Otro aspecto importante a tener en cuenta respecto a la incorporacion del
DAPEG a la enzima es la naturaleza quimica del extremo amino de la molécula
espaciadora que reaccionara luego con el LPS activado. La reaccion de conjugacion del
espaciador con la dHRP se llevd a cabo en condiciones donde se favorece su adicién
solo por uno de sus extremos, dejando el restante grupo amino libre. Con el objetivo de
evaluar la presencia de los grupos aminos primarios en los extremos del polietilenglicol,
se implementd la siguiente estrategia: se hizo reaccionar ferrocenoaldehido con el
derivado dHRP-PEG-NH, a través de la condensacion del amino libre del
polietilenglicol con el grupo aldehido del complejo en presencia de NaCNBHj; (Figura
7.10). Luego, a partir de las medidas de voltametria diferencial de pulso puede
conocerse la incorporacién de ferroceno a la enzima que se corresponde con la cantidad
de grupos aminos libres. Con esta informacién y conociendo la cantidad de moléculas
espaciadoras unidas a la enzima provisto por el andlisis por espectrometria MALDI-
TOF, puede determinarse el niumero efectivo de polietilenglicoles unidos a dHRP que

pueden reaccionar con el LPS.
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Figura 7.10: Esquema de la modificaciéon de dHRP-PEG-NH; con ferrocenoaldehido.

La Tabla 7.2 resume los resultados obtenidos del analisis por voltametria
diferencial de pulso. El modelo aplicado al andlisis de la respuesta electroquimica esta
detallado en la seccion 2.2.4. Para poder relacionar la corriente medida con la cantidad
de ferroceno unido a la enzima es necesario conocer el coeficiente de difusion de la
misma. Este valor puede estimarse, considerando a la HRP como una esfera y

conociendo su radio, a partir de la ecuacion de Stokes—Einstein [277]:

kT

D _
67771{, Trp

HRP,H,0 (7.1)
donde k£ es la constante de Boltzmann, 7" es la temperatura en Kelvin, 7,0 es la
viscosidad del agua a la temperatura 7 (la solucion diluida puede considerarse como si

fuese agua) y rypp es el radio de la HRP. El coeficiente de difusion de la proteina a 25

°C, con rpp= 32,8 A [278], es 6,6 x 107" cm? s

1 2 3
Muestra [HRP] [Fcl [PEG]
uM) uM) uM)
HRP-Fc 13 0 0
dHRP-PEG-Fc 13 20 48

! Espectrofotometria. % Voltametria diferencial de pulso. 3 MALDI-TOF.

Tabla 7.2: Caracterizaciéon de dHRP-PEG-Fc y HRP-Fc por DPV.

En la Figura 7.11 se presenta la respuesta obtenida para el derivado dHRP-
PEG-Fc¢ y para una muestra de HRP modificada directamente con ferrocenoaldehido

como blanco (HRP-Fc) (secciéon 7.2.4.3.1). Puede observarse que dHRP-PEG-Fc
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presenta el perfil caracteristico de la cupla Fc%Fc*; mientras que la respuesta
electroquimica de HRP-Fc es nula. Este ultimo hecho puede deberse a la incorporacion
del ferroceno en la region hidrofébica de la enzima impidiendo su acceso a la superficie
del electrodo. Por otro lado, la incorporacién de una molécula espaciadora a la proteina
posibilita la exposicion del ferroceno a la solucion, facilitando la transferencia de
electrones al electrodo.

Mais alla del analisis cuantitativo que propicia la Figura 7.11, puede evidenciarse
un corrimiento en el valor de £, del ferroceno unido a la enzima respecto del
correspondiente para el ferrocenoaldehido (Figura insertada). Al reaccionar con la
enzima, el grupo carbonilo en el ferroceno se reduce, consecuentemente su potencial de
oxidacion se desplaza a valores mas pequefios. De los valores presentados en la Tabla
7.2 pudo calcularse la relaciéon dHRP:Fc, correspondiente a la incorporacion de 1,5
moléculas de complejo por molécula de enzima. Teniendo en cuenta la estequiometria
dHRP:PEG (1:3,7) y los resultados correspondientes a HRP-Fc, se extrae que el 40 %
de los DAPEG unidos a la dHRP poseen sus extremos aminos libres para reaccionar con
el LPS. En este punto debe considerarse que los resultados obtenidos representan una
cota inferior, dado que se asume un rendimiento del 100 % para la reaccién entre el

grupo carbonilo del complejo y el grupo amino del DAPEG.

50C

i/ nA

T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
E/mV

Figura 7.11: Voltametria diferencial de pulso de dHRP-PEG-Fc (azul) y HRP-Fc
(bordd) segun las especificaciones de la seccion 7.2.4.3.2. Figura insertada:

Respuesta de ferrocenoaldehido. De [ a VI, 4 a 24 uM.
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Adicionalmente, las proteinas o péptidos modificados con derivados del
ferroceno u otros complejos electroactivos se utilizan frecuentemente como mediadores
redox en mediciones electroquimicas, con particular enfoque en biosensores
amperométricos [279-281]. Estos derivados representan un componente importante en
la quimica molecular y supramolecular. El campo de aplicacion de este tipo de derivados
es muy amplio. Algunos ejemplos en esta area incluyen su uso como sondas
bioelectrocataliticas en ensayos amperométricos [282], dispositivos rectificadores de
corriente [283], biosensores de acidos nucleicos [284, 285], ensayos inmunolégicos
competitivos con deteccién electroquimica [286, 2871, entre otros.

Finalmente, el derivado dHRP-PEG-NH,, correspondiente a la oxidacion a 25
mM de periodato de sodio, se hizo reaccionar con el LPS previamente activado con
CDAP (Figura 7.12). Concluida la reaccion, el producto se concentré y se desald
empleando buffer Tris 50 mM pH 6,5. De esta forma se separan los reactivos de baja
masa molecular y se lleva el derivado de LPS al pH necesario para proseguir con la
purificacion por cromatografia de intercambio anionico. La Figura 7.13 muestra el perfil
de elucién, donde claramente el derivado de la enzima sin reaccionar eluye primero, con
practicamente no interaccién con la columna, y luego el conjugado LPS-PEG-HRP es
eluido al incrementarse la fuerza ionica de la fase movil. Como se ha introducido en el
capitulo 6, a pH 6,5 la enzima posee carga positiva. Por otro lado, al unirse al LPS, los
grupos fosfatos del lipido A le confieren al conjugado carga negativa resultando en su
interaccion con la columna, necesitandose aumentar la fuerza i6nica para asegurar su

elucion.

H,C ~CHy
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Figura 7.12: Pasos sintéticos involucrados en la conjugaciéon de LPS con dHRP-PEG-NHa.
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Figura 7.13: Cromatografia de intercambio aniénico para la separacion de LPS-
PEG-HRP de dHRP-PEG-NH; sin reaccionar (linea azul). El cambio en la

concentracién de NaCl esta dado por la linea negra. Volumen de inyecciéon: 3 mL.
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Figura 7.14: Perfil de elucion para el desalado de LPS-PEG-HRP seguido por
absorbancia a 403 nm (linea azul). Se emplearon dos columnas de desalado

HiTrap en serie (5 mL de capacidad cada una). Volumen de inyeccién: 3 mL.
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Las fracciones correspondientes al conjugado se agruparon, concentraron y
luego se desalaron para eliminar el exceso de NaCl (Figura 7.14). El producto final se
caracterizé por su contenido de Kdo (seccién 3.2.2.2), proteina (seccion 3.5.4), actividad
enzimatica (seccién 3.5.3) y actividad pirégena (seccion 3.2.2.2). Posteriormente, se lo
suplementd con glicerol al 20 % v/v, etanol al 10 % v/v y se conservd a 4 °C en

oscuridad hasta su utilizacion.

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

Absorbancia / UA

0,2

0,1+

0,0 v T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600
Longitud de onda / nm

T T T

Figura 7.15: Espectro de absorcion en agua MilliQ de LPS-PEG-HRP 400 ng mL "

Muestra [Proteinas] [Proteinas] Conjugacién Act. Enzimética Act. Endotéxica
(Bradford) (Abs. 403 nm) (nmoles sonda o o
(Umg™) (UE ng™)
(ug mL™Y (ug mL™Y) por mg de polimero)
225+ 15 29 + 4 98 £ 8 0,30 £ 0,05

LPS-PEG-dHRP

-1
(400 ng mL. ) 178 + 4 21+ 3 120 + 10 0,30 + 0,05

Tabla 7.3: Resultados de la caracterizacion del conjugado LPS-PEG-HRP.

En la Tabla 7.3 se resumen los resultados obtenidos correspondientes a la
caracterizaciéon del LPS-PEG-HRP. Notese la clara mejoria en la conservacion de la
actividad enzimatica de la peroxidasa unida al LPS. Si bien siguen existiendo diferencias

entre los valores de proteinas que se obtienen por el ensayo colorimétrico (Bradford) y
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por la medida de absorbancia a 403 nm (Figura 7.15), esa diferencia es inferior a la que
se obtiene para el conjugado sintetizado via BrCN (capitulo 6). Este hecho y la actividad
enzimatica ponen en evidencia la eficacia de este procedimiento sintético respecto de la

conservacion de la enzima.

7.4 — Sumario

La sintesis de conjugados de lipopolisacarido empleando 1-ciano—-4-
dimetilaminopiridinio como agente activante en medio acuoso demostré ser muy
eficiente cuando se aplica una etapa de monomerizaciéon del LPS con tensioactivos
previa a su activacién. De los agentes anfifilicos ensayados, el NaDC fue el que dio
lugar a la sintesis de derivados con mayor relacion de conjugacion. Mediante la
aplicacion de esta estrategia sintética pudieron obtenerse conjugados de LPS con un
fluoréforo, hidracina de dansilo y con una enzima, peroxidasa de rabano picante. En
forma similar a lo descripto en el capitulo 6, el rendimiento de conjugacién resulté ser
satisfactorio obteniéndose una incorporacion de 110 nmoles de dansilo y 29 nmoles de
HRP por mg de LPS manteniendo un 70 y 60 % de la actividad pirdégena
respectivamente. El punto sobresaliente respecto a la modificacion con bromuro de
cianogeno es la conservacion de la actividad enzimética de la peroxidasa.

En el capitulo 8 se presentan resultados de este derivado LPS-PEG-HRP, en el

desarrollo de un ensayo competitivo amperométrico para la deteccion de LPS.
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8.1 - Introducciéon

En este capitulo se describe la implementacion del LPS-PEG-HRP, sintetizado
de acuerdo a lo especificado en el capitulo 7, en el desarrollo de un ensayo competitivo
amperométrico para la deteccién de endotoxinas. Como plataforma transductora se
utilizd6 un arreglo de 8 electrodos de 0,6 cm?® de 4rea geométrica cada uno. La
construccion de este dispositivo involucra la combinacién de técnicas serigraficas y de
electrodeposicion de oro. Este sistema empleado en conjunto con un multipotenciostato
permite el analisis simultaneo de 8 muestras independientes por ensayo, favoreciendo la
reproducibilidad y rapidez del mismo.

En la ejecucién del ensayo competitivo se utilizan electrodos de oro modificados
covalentemente con el agente de reconocimiento ENP (Endotoxin Neutralizing Protein).
Esta proteina se inmoviliza sobre el electrodo a través de su unién a una matriz de
carboximetildextran, también covalentemente unida a la superficie de oro. Como se ha
introducido en el capitulo 4, la matriz de dextrano es capaz de disminuir la adsorcion
inespecifica de una proteina hidrofobica como la neutravidina favoreciendo la relacion
seflal especifica/sefial inespecifica. Considerando la naturaleza hidrofébica del lipido A,
se aplica este mismo concepto en vista de minimizar la adsorcion inespecifica del LPS.

En el proceso de construcciéon de los electrodos modificados, el oro se
funcionaliz6 con cistamina de modo de proveer a la superficie grupos aminos.
Posteriormente, la incorporaciéon del carboximetildextrdn procede a través de la
formacion de un enlace amida entre los grupos carboxilicos del polimero y los aminos
en la superficie del electrodo segun se ha descripto en 4.2.2. Finalmente, la misma
reaccion, previa activacion de los grupos carboxilicos del carboximetildextran, permite
la incorporacion de la proteina de reconocimiento. En la Figura 8.2 se representa un
esquema de las modificaciones mencionadas.

La incorporaciéon del alcanotiol puede evaluarse por desorcion reductiva a pH
bésico, segtn lo descripto por Walczak y colaboradores [234] como ha sido realizado
en el capitulo 4, seccion 4.2.4.1. Otra forma de evaluar el cubrimiento del tiol es por
modificacién de los electrodos Au/Cys con ferrocenocarboxialdehido. Para un
rendimiento de reaccion del 100 %, la cantidad de moles de ferroceno incorporados es
equivalente a la cantidad de cistamina sobre el electrodo. Con este mismo método
puede estimarse, de forma indirecta la cantidad de carboximetildextran unida a la
cistamina. En este caso electrodos Au/Cys/CMDex son modificados con

ferrocenocarboxialdehido, por lo tanto, el cubrimiento de ferroceno proporciona por
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diferencia con el que se obtiene para Au/Cys, la cantidad de polimero unido al
electrodo. En el capitulo 4 se ha introducido el uso de la elipsometria para evaluar la
incorporacion del carboximetildextran a la superficie del electrodo. Un tratamiento
similar se ha aplicado para determinar el grado de modificaciéon del oligosacarido con la
proteina de reconocimiento, ENP. Esos estudios han sido detallados en la tesis doctoral
de la Dra. Priano [122] y publicados parcialmente en [148].

Otra forma de evaluar las distintas etapas de la modificacion de los electrodos
es por espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS). Por esta técnica, evaluando las
regiones N 1s y C 1s de los espectros obtenidos, pudo monitorearse la incorporacién de
los distintos componentes de los electrodos modificados.

Habiéndose construido la plataforma de analisis se estudi6é su comportamiento
frente a la adsorcion inespecifica del LPS y en el desarrollo de un ensayo competitivo
empleando LPS-PEG-HRP y una fraccion purificada de LPS de Sa/monella Minnesota.
En este ensayo, la molécula de ENP inmovilizada en el electrodo interactua
especificamente tanto con el lipopolisacarido presente en la muestra, como con el LPS
conjugado. Los electrodos se incuban con concentraciones variables de LPS vy
concentracion fija del conjugado para dar lugar a la competencia por los sitios en la
superficie modificada. La corriente catalitica generada a través de la enzima HRP en el
conjugado, sera directamente proporcional a la cantidad de LPS-PEG-HRP incorporado
al electrodo. La respuesta a distintas concentraciones de LPS esta representada por la
curva de calibracién o curva de dosis-respuesta. Para altas concentraciones de LPS, se
espera que una cantidad nula o muy pequefia de LPS conjugado se una a los sitios de
ENP, generando en consecuencia una caida de la sefial a cero. Por otro lado, para
concentraciones bajas de LPS, una gran cantidad de LPS conjugado estara unido a los
sitios de ENP resultando en una seflal maxima. Por lo tanto, la cantidad de LPS
conjugado unido, y asi mismo la seflal amperométrica, tendran una dependencia
inversamente proporcional con la concentracion de LPS en la muestra. A partir de este
tipo de respuesta, el LPS puede ser cuantificado por su capacidad de inhibir la union del
conjugado al ENP inmovilizado en la plataforma transductora.

Los principales factores que determinan las caracteristicas del ensayo, su
sensibilidad y su limite de deteccién, son: la afinidad del LPS y el LPS conjugado hacia
el agente de reconocimiento, el numero de sitios especificos y el nivel de uni6on
especifica. Para obtener una maxima sensibilidad, la cantidad de sitios especificos debe
disminuirse tanto como sea posible, la cantidad de conjugado utilizada debe ser cercana

pero menor a la concentracién de saturacion y la unién inespecifica debe ser minima.

174



8 — Ensayo Competitivo

Para la determinacion de la concentracion 6ptima de conjugado, una técnica muy
utilizada en el disefio de inmunoensayos competitivos es la construccién de lo que se
llama un “tablero de titulacién” [288]. El tablero se construye a partir de experimentos
de adsorcion del conjugado a distintas concentraciones de la molécula de
reconocimiento, pudiéndose también variar la concentracion de conjugado.

Una vez definidas las condiciones, se llevd a cabo el ensayo competitivo. A tal
efecto, los electrodos fueron expuestos a soluciones de concentracion fija de conjugado
y concentracion variable de LPS, y la respuesta, la corriente catalitica dada por la
enzima HRP, en presencia de su sustrato, fue graficada en funcion de la concentracion

de LPS, obteniéndose la curva de calibracion.

8.2 — Experimental

8.2.1 — Reactivos

rENP (version recombinante de LALF) proveniente de Saccharomyces
Cerevisiae fue provista y caracterizada por Seikagaku America de Associates of Cape
Cod, Inc. (pI 8.5, Mr = 12.2 kDa, 105 residuos aminoacidos y 90% de pureza, lote: 9-
054). Carboximetildextran70 (CMDex70) fue sintetizado de acuerdo a lo detallado en la
seccion 3.3. El mediador redox soluble [Os(bpy)s(py)ClIPFs (bpy: bipiridina, py:
piridina) fue sintetizado en nuestro laboratorio como ha sido previamente informado

[226].

8.2.2 — Construccién de electrodos modificados

El detalle experimental de la construcciéon de los electrodos modificados se
describi6o en el capitulo 4, en la seccion 4.2.2. El mismo procedimiento se implemento
tanto para las laminas planas de oro como para las placas multielectrodos.

Aquellos electrodos Au/Cys/CMDex destinados a una modificacion subsiguiente
con ENP, se enjuagaron primero con buffer PIPES 100 mM pH 7,4 con NaCl 150 mM y
luego con buffer MES 50 mM pH 5,5.
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8.2.2.1 - Modificacién con la proteina de reconocimiento ENP (Au/Cys/CMDex/ENP)

La union de ENP a los electrodos modificados con carboximetildextran
(Au/Cys/CMDex) se realiz6 con un procedimiento similar al empleado para la
construccién de Au/Cys/CMDex. El agente de reconocimiento se une al
carboximetildextran a través de la activacion de los grupos carboxilicos empleando EDC
y NHS vy posterior conjugacion de ENP formando un enlace amida (Figura 8.2). Los
electrodos se sumergieron en buffer MES 50 mM pH 5,5 conteniendo EDC 100 mM y
NHS 125 mM, con agitaciéon durante 30 minutos de modo de activar los grupos
carboxilicos presentes en el CMDex. Luego, se enjuagaron con buffer MES 50 mM pH
5,5 y se sumergieron en una solucion de ENP 1 pM en buffer HEPES 50 mM pH 8,0, a
menos que se indique otra concentraciéon. La reaccion se dejo proseguir durante 2 hora
a 22 °C y agitacion. Luego, los electrodos modificados se sumergieron en una solucion
de etanolamina 1 M para bloquear los grupos carboxilicos activados que no hayan
reaccionado. Finalmente, los electrodos se enjuagaron con buffer HEPES 50 mM pH 8,0

y luego con agua milliQ.

8.2.3 — Andlisis de los electrodos modificados por espectroscopia fotoelectronica de

rayos X

La espectroscopia fotoelectréonica de rayos X (XPS, X-ray photoelectron
spectroscopy) se basa en el efecto fotoeléctrico. Basicamente, un foton de alta energia
impacta sobre un electron de un nivel electronico interno de un atomo, produciendo su
eyeccion. La energia cinética, £, del electron emitido (fotoelectrén), que depende de la
energia del foton incidente, Av, se mide en un espectréometro de electrones. La energia

de union del electrén, Ep, se puede calcular mediante la siguiente ecuacion:
E.=hvV-E,-w (8.1)

En esta ecuacién, w es la funcion de trabajo del espectrometro, un factor
corrector del entorno electrostatico en el cual el electron se forma y se mide. La
energia de union de un electron es caracteristica del 4&tomo y del orbital en el que se
encontraba el electron que se ha emitido, dependiendo ademas del entorno quimico del
elemento. De esta forma, los espectros de XPS proporcionan informacién cualitativa
sobre los tipos de atomos presentes en un compuesto, el numero relativo de cada uno y

su entorno quimico.
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Es importante sefialar que los fotoelectrones producidos en XPS son incapaces
de pasar a través de mas de 10 a 50 A de un solido. Por lo tanto, la aplicacion mas
importante de la espectroscopia de electrones es la obtencion de informacién sobre las
superficies. En XPS se trabaja con rayos X blandos (1keV) lo que la convierte en una
técnica no destructiva, aplicable a materiales organicos, bioldgicos e inorganicos. Una
descripcion mas detallada de la técnica y el instrumental utilizado puede encontrarse en
[274, 289].

Las mediciones de XPS que se presentan en este capitulo se realizaron en el
Laboratorio de Nanoscopias y Técnicas de Superficie (INIFTA) dirigido por el Dr.
Salvarezza, y estuvieron a cargo de los Dres. Benitez y Rubert. El espectrometro consta
de una fuente de Mg Ka (XR50, Specs GmbH) y un analizador hemisférico (PHOIBOS
100, Specs GmbH). La energia de los fotones incidentes es de 1253 eV. Se realiz6 una
calibracion de la escala de energia de dos puntos utilizando oro evaporado (energia de

enlace de Au 4f;5 = 84,00 eV) y cobre (energia de enlace de Cu 2ps;» = 933,67 eV).

8.2.4 - Adsorciéon de LPS-PEG-HRP

La adsorcion de LPS-PEG-HRP se llevé a cabo sumergiendo los electrodos en
solucion de conjugado 5 ng mL ! en buffer apirégeno Tris 50 mM pH 7,4 con NaCl 100
mM, durante 1 hora a 22 °C con agitacion orbital suave. Posteriormente, los electrodos
se enjuagaron con buffer apirégeno y luego con agua apiroégena. En las mismas
condiciones se realizdé un experimento blanco empleando HRP 10 ng mL ! (Actividad

280 U mg ).

8.2.5 - Ensayo competitivo

El ensayo competitivo se llevo a cabo por adsorcién de una mezcla de LPS
fraccion 9-10 (Actividad endotéxica 1,2 UE ng ') (previamente sonicado) de
concentraciéon variable v LPS-PEG-HRP a una concentracién fijada en 5 pg mL ™' en
buffer apirégeno Tris 20 mM pH 7,4 con NaCl 100 mM, durante 1 hora a 22 °C con
agitaciéon orbital suave. Finalizado el proceso de adsorcion, los electrodos se enjuagaron
con buffer apiroégeno y luego con agua apiroégena. La corriente informada para cada

concentracion corresponde al promedio de al menos dos electrodos.
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8.2.6 — Mediciones cronoamperométricas

Las medidas cronoamperométricas se realizaron manteniendo el potencial del
electrodo de trabajo fijo a 50 mV vs. Ag/AgCl. Los electrodos funcionalizados se
midieron inmediatamente luego de su preparaciéon. Para todos los ensayos descriptos,
los electrodos se enjuagaron y se introdujeron en la celda electroquimica conteniendo
buffer Tris 50 mM pH 7,5, KNO5 0,2 M. El mediador redox [Os(bpy)spyCl]PFg se utilizo
a una concentraciéon de 20 uM. Los electrodos modificados fueron conectados al
potenciostato (ver Figura 2.14 pag. 57), dejando equilibrar con la solucién; las
corrientes de fondo fueron siempre menores que 10 nA. Luego, se agreg6 peroxido de
hidrégeno a una concentracion final de 0,9 mM; inmediatamente un cambio en el valor
de la corriente fue observado, que alcanz6 un valor constante, debido a la corriente
catalitica catodica producida, la cual fue proporcional a la concentraciéon superficial de
LPS-PEG-HRP. La Figura 8.1 ilustra el tipo de sefial que se obtiene en este tipo de
mediciones. Para los electrodos modificados con carboximetildextran, las sefiales
obtenidas fueron normalizadas por el drea geométrica, dado que para experimentos que
involucran especies electroquimicas en solucion, y tiempos del orden de los minutos, el

factor de rugosidad no tiene efecto [227].
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Figura 8.1: Cronoamperometria para la adsorcion de LPS-PEG-HRP
sobre Au (linea negra) y sobre Au/Cys/CMDex70 (linea roja). Se indica

el momento del agregado de H20Os.
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8.3 — Resultados

8.3.1 — Seguimiento de la construcciéon de los electrodos modificados

La construccion de los electrodos modificados procede en primera instancia por
la incorporacion del reactivo bifuncional, la cistamina, la cual da lugar a la adsorcién de
2 aminoetanotioles sobre la superficie de oro. Posteriormente, se incorpora el
carboximetildextran a través de la formaciéon de un enlace amida entre los grupos
aminos en la superficie del electrodo y los grupos carboxilicos del CMDex. Finalmente,
mediante la misma reaccién, se funcionaliza la superficie con la proteina de
reconocimiento, ENP, reaccionando los grupos aminos de la proteina con los grupos

carboxilicos del polisacarido (Figura 8.2).

HZN O
T8 S NH S~
~"NH, 2 CMDex ﬁ
Cistamina IS EDC / NHS | g Q
" NH, N
H
Au Au/Cys Au/Cys/CMDex
] EDC / NHS
—S\/\
NH2
Au/Cys/CMDex/ENP

Figura 8.2: Construccion de electrodos modificados empleados en el desarrollo del
ensayo competitivo. El CMDex es inmovilizado a la superficie de oro a través de la

formacién de un enlace amida, luego ENP es incorporado mediante la misma reaccion.

Como ya se ha introducido en el capitulo 4, la modificacion de la superficie de
oro con cistamina pudo evaluarse mediante la desorcién electroquimica en medio basico
rindiendo un cubrimiento completo de la superficie, (5,7 + 0,3) x 107 moles cm % Por
otro lado, de las medidas elipsométricas de electrodos modificados con el polisacarido
se pudo concluir que el CMDex70 se encuentra inmovilizado como una pelicula

., . . _2
densamente empacada con una concentracion superficial de 51 pmoles cm
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Una alternativa para evaluar la incorporacion de cada uno de los elementos que
componen a los electrodos modificados es la espectroscopia fotoelectrénica de rayos X.
Los electrodos modificados, Au/Cys, Au/Cys/CMDex vy Au/Cys/CMDex/ENP,
construidos de acuerdo a lo descripto en la seccién experimental, se analizaron en las
regiones del espectro correspondientes al Au 4f, S 2p, N 1s y C 1s correspondientes al
sustrato y a los componentes principales de los adsorbatos. En la Figura 8.3 se
presenta el espectro de XPS correspondiente a la region Au 4f para las tres etapas de la
modificacion de los electrodos. Obsérvese como disminuye la intensidad de la sefal a
medida que se avanza en las distintas etapas de la construccion de los electrodos. Este
comportamiento es consecuencia del aumento del espesor del sustrato depositado sobre
la superficie del oro, dado que la intensidad de los electrones de una dada energia
cinética decae como una funcion de la distancia dentro del solido [274, 289]. Si bien,
estos espectros no proveen informacién respecto de la naturaleza quimica de los

adsorbatos, se pone en evidencia la incorporacion de material al electrodo.

\
Intensidad / UA

172 168 164 160
Energia de union / eV

Intensidad / UA

Au/Cys/
CMDex

Au/Cys/
CMDex/ENP

94 92 90 88 86 84 82
Energia de unién / eV

Figura 8.3: Espectros de XPS de la region Au 4f de los electrodos modificados
Au/Cys, Au/Cys/CMDex y Au/Cys/CMDex/ENP. Figura insertada: Evidencia

de la adsorcion de cistamina. Espectro XPS de la region S 2p de Au/Cys.
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Para obtener informacion de la naturaleza quimica de los adsorbatos
incorporados a la superficie de oro, se realizaron espectros de XPS de las regiones N
1s y C 1s de los distintos electrodos modificados. En la Figura 8.4 se presentan los
espectros obtenidos con sus respectivas deconvoluciones, para los tres sistemas bajo
estudio.

Analizando los corrimientos quimicos presentes en la sefial de N1s (Figura 8.4
A) se observan dos componentes principales en todos los espectros, una sefial a 401,5
eV asignable a grupos aminos protonados [290-292] o aminos que presentan enlaces
de tipo puente hidrogeno [291]. y otra sefial a 400,1 eV consistente con grupos aminos
primarios libres [290-293]. Esta ultima sefial se encuentra muy proxima al corrimiento
quimico de nitrégeno de grupos amidas, que suele observarse a 0,3 eV por encima
[291]. Observando el espectro de Au/Cys se evidencian las sefiales correspondientes al
grupo amino libre y al amino protonado del alcanotiol. En este y en los espectros
sucesivos, a valores bajos de energia se observa una tercera sefial que no se
corresponde con la estructura quimica de la cistamina, pudiendo deberse a alguna
impureza proveniente del reactivo o bien a algin producto de reaccion de la cistamina.
La energia a la cual se observa este pico es consistente con la sefial que se observa
para grupos iminas (=N" <) [290, 293].

La incorporacion del carboximetildextrdan se evidencia en el espectro de
Au/Cys/CMDex por un aumento en la sefial a 401,5 eV respecto de la sefial a 400,1 eV.
Este cambio en las intensidades relativas de los picos puede entenderse por la
formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos aminos que provee la cistamina a la
superficie y los grupos carbonilos del polisacarido. La sefial de amida que se espera
observar producto de la reaccion del CMDex con la cistamina no puede distinguirse de
la propia sefial de los aminos libres.

En el caso del espectro de Au/Cys/CMDex/ENP se invierte la relacion de
sefiales observada en la etapa anterior de la modificaciéon (Au/Cys/CMDex). La otra
particularidad del espectro es que su maximo se desplaza a valores de mayor energia
(400,4 eV). Estas observaciones son consistentes con un gran aumento de la
concentracion superficial de grupos amida como consecuencia de la inmovilizacién de la

proteina.
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ha observado para oro sin modificar y puede asignarse a residuos carbonosos propios
del metal [291, 292]. Por otro lado, a 289,0 eV se observa una sefial de baja intensidad
atribuible a la formacién de carbamatos como resultado de la reaccion entre el dioxido
de carbono y los grupos aminos de la cistamina [294-296]. A corrimientos quimicos
cercanos a este pico suelen observarse las sefiales correspondientes a grupos amidas
(O=C-N), carboxilicos (0=C-0) y carbonilos (C=0) [291, 293]. En el espectro
correspondiente al electrodo Au/Cys/CMDex se observa un aumento relativo de las
sefiales de metilenos (285.8 eV) y alcoholes o alcoxidos (287,0 eV), consistente con la
adsorcién del polisacarido. La incorporacién de la proteina a la superficie del electrodo
se evidencia por un aumento significativo de la sefial a 289,0 eV caracteristico de

grupos amidas.

8.3.2 — Adsorcion de LPS-PEG-HRP

En el ensayo presentado en este capitulo, se eligi6 ENP como elemento de
reconocimiento. La eleccién se basa en algunas caracteristicas importantes, es una
proteina que se une y neutraliza a LPS proveniente de diferentes cepas bacterianas
Gram—negativas tanto en ensayos /n vivo como in vitro [41, 105, 297], existe como una
proteina recombinante de S. Cerevisiae, v es altamente estable. El polvo liofilizado
puede ser almacenado a —-20 °C practicamente por tiempo indefinido, y una soluci6on
acuosa puede guardarse a 2-8 °C durante 1 mes o congelada a -20 °C por varios
meses. El otro componente clave de este ensayo es el conjugado LPS-PEG-HRP
(capitulo 7), el elemento responsable de generar la sefial.

En un ensayo competitivo balanceado, el conjugado de LPS debe poseer una
actividad endotoxica apropiada y buena relacién de conjugacion. Por lo tanto, la sintesis
de este derivado de HRP debe satisfacer esas caracteristicas. Por otro lado, los
electrodos modificados deben proporcionar una respuesta especifica, mediada en este
caso por ENP, que sea significativa, y deben minimizar la sefial correspondiente a la
adsorcién inespecifica. De esta forma, se busca optimizar el disefio de la plataforma de
medicion de modo de obtener una buena relacion sefial especifica/sefial inespecifica.

En el capitulo 4 se ha discutido el uso de distintos polimeros hidrofilicos para
disminuir la adsorcién inespecifica de una proteina hidrofobica modelo como es la
neutravidina. Muy buenos resultados se han obtenido modificando la superficie de
electrodos de oro con carboximetildextranos y polietilenglicoles. En particular, el

CMDex70 proporcion6 una plataforma muy util, dado que su uso disminuye la adsorcion
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inespecifica de la proteina en un orden de magnitud respecto a oro sin modificar.
Ademas, entre las bondades que presenta la construccion de electrodos modificados con
CMDex70 podemos citar su capacidad de formar una capa densa en la cual el mediador
redox mantiene su comportamiento reversible, asi como la posibilidad de unir moléculas
de reconocimiento a través de los grupos carboxilicos usando un simple paso de
reaccion. El comportamiento de esta plataforma se estudidé respecto a la adsorciéon
inespecifica del LPS. Para ello, arreglos de multielectrodos fueron modificados con
carboximetildextran70 y se llevaron a cabo ensayos de adsorcién similares a los
descriptos en el capitulo 4. En este caso, el uso del conjugado LPS-PEG-HRP
proporciona, midiendo la corriente catalitica en presencia de agua oxigenada y un
mediador redox, una medida de la concentracion superficial de LPS adsorbido sobre el
electrodo. La Figura 8.5 muestra el comportamiento de la plataforma seleccionada para

el ensayo competitivo.

] N Au
1600 Hl Au/Cys/CMDex70

LPS-PEG-HRP HRP

Figura 8.5: Corriente catalitica debido a la adsorciéon inespecifica de
LPS-PEG-HRP y HRP sobre distintos electrodos. [Os(bpy)opyCl]PFg
= 20 LJM, [HzOz] = 0,9 mM.

La plataforma seleccionada (Au/Cys/CMDex70) para realizar el ensayo
competitivo muestra un comportamiento efectivo, reduciendo la adsorcién inespecifica
del conjugado LPS-PEG-HRP en 5 veces respecto a electrodos de oro sin modificar.

Esta misma superficie se evalu6 respecto de la adsorciéon de HRP rindiendo valores de
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corriente catalitica pequefios, evidenciando que la eventual adsorcion inespecifica de
HRP libre es despreciable. En estos ensayos de adsorcion inespecifica, la concentracion
de mediador y peréxido de hidroégeno permanecen constantes. En el andlisis de los
resultados, debe considerarse que la actividad de la enzima sin modificar es
aproximadamente 3 veces mayor que la correspondiente para la enzima conjugada con
el LPS. Por lo tanto, a una misma concentracion superficial de HRP, la corriente
catalitica proporcionada por la enzima sin modificar seria 3 veces mayor que la
correspondiente para la enzima modificada con LPS. Esta observacién fortalece el
hecho de que la superficie modificada con CMDex70 se comporta satisfactoriamente
respecto de la adsorcién inespecifica de tanto, el LPS-PEG-HRP, como la HRP. En
particular se observa una mayor adsorciéon de la enzima sobre los electrodos
modificados con el carboximetildextran respecto a oro limpio. Este comportamiento
podria asignarse a una interacciéon de tipo electrostatica considerando la carga negativa
del CMDex y la carga positiva de la proteina (pI 9) al pH de la adsorciéon (pH 7,4). De
todos modos, al margen de la mayor actividad de la HRP nativa, las cifras de corriente
que se obtienen para su adsorcion son significativamente inferiores a las corrientes
obtenidas para el conjugado LPS-PEG-HRP, denotando que la superficie de oro
modificada con carboximetildextran es una buena eleccién para el desarrollo de un
ensayo de reconocimiento molecular en las condiciones descriptas.

La respuesta especifica del electrodo pudo evaluarse incorporando el agente de
reconocimiento. La Figura 8.6 muestra el resultado de un experimento en el cual
soluciones de distinta concentracién de ENP se utilizaron para su inmovilizaciéon sobre
el electrodo modificado con el polisacarido. La corriente catalitica generada por la
presencia del conjugado LPS-PEG-HRP en la superficie del electrodo, fue graficada en
funcion de la concentracion de ENP utilizada. Puede observarse que a bajas
concentraciones de ENP la respuesta que se obtiene es baja y coincide con el valor de
corriente que se obtiene para un electrodo Au/Cys/CMDex70 sin modificar con la
proteina de reconocimiento (300 + 30 nA cm ?). La diferencia entre la respuesta
especifica y la inespecifica se hace pronunciada a medida que aumenta la concentracion
de ENP por encima de 0,1 uM. Considerando que el ensayo requiere un numero limitado
de sitios de reconocimiento disponibles para la competencia, se escogié 1 uM como
concentracion de ENP para la modificacion de los electrodos. La concentracion de
conjugado LPS-PEG-HRP seleccionada fue 5 pg mLfl, dado que presenta una respuesta

facilmente medible y est4 por debajo de la concentracion micelar critica [31].
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Figura 8.6: Adsorcion de LPS-PEG-HRP 5 pg mL ™' sobre electrodos
Au/Cys/CMDex70/ENP.

8.3.3 — Ensayo competitivo

En las condiciones descriptas en la seccién 8.2.5 se prosigui6 a la realizaciéon del
ensayo competitivo. En este ensayo, la superficie con el agente de reconocimiento
inmovilizado se pone en contacto con una mezcla de LPS-PEG-HRP y LPS, los cuales
competiran por los sitios de unién a ENP (Figura 8.7). Para altas concentraciones de
LPS, se espera que una cantidad nula de conjugado se una a los sitios de
reconocimiento y la sefial caiga a cero, mientras que para muy bajas concentraciones de
LPS, una elevada concentraciéon de LPS-PEG-HRP interaccionard con ENP y la sefial
serda maxima. En consecuencia la seflal serd inversamente proporcional a la
concentracién de LPS en la solucion.

La Figura 8.8 muestra la curva de calibracion logaritmica, de corriente catalitica
a potencial constante en funcion de la concentraciéon de LPS, resultado del ensayo
competitivo entre LPS y LPS-PEG-HRP, para una concentracién fija de conjugado de
5000 ng mL %, La forma de la curva no se corresponde con la tipica forma que se
espera para un ensayo competitivo como ha sido descripto en la seccion 2.4. Su forma
es caracteristica de la situacion particular cuando existe un defecto de receptores en la
superficie del electrodo (seccion 2.4 Figura 2.12). Por otro lado, el cambio pronunciado

de sefial en un intervalo pequefio de concentraciones es consistente con la fuerte
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interaccion del receptor con el lipido A del LPS (Kq = 10719 M [298]) [113]. Estudios
previos de este sistema [122], indican que ENP forma un cubrimiento completo de la
superficie en las condiciones utilizadas en este ensayo. Por lo tanto, la respuesta
observada en la curva dosis—respuesta no seria consecuencia de una baja concentracion
de receptor en la superficie, sino de la capacidad de los mismos para interaccionar con
el LPS. En este sentido, debe considerarse la orientaciéon y exposicion de ENP en la
superficie del electrodo. Su inmovilizacién involucra la unién covalente a la matriz de
carboximetildextran a través de la reaccion de los grupos aminos de las lisinas de la
proteina y los grupos carboxilicos del polimero. En consecuencia, el proceso de
inmovilizaciéon y la ubicacién del receptor en la estructura del polisacarido pueden
afectar su capacidad para reconocer al analito. Por lo tanto, el comportamiento
observado podria ser consecuencia de una baja concentracién de receptores capaces de
interaccionar eficientemente con el analito. Estas observaciones ponen en evidencia la
trascendencia de la etapa de inmovilizacion de ENP. Naturalmente, la calidad del ajuste
de la curva utilizando la ecuacion 2.18 (seccion 2.4) se vera afectada. Sin embargo,

pueden obtenerse pardmetros relevantes respecto del comportamiento del sistema.

Contactos de los electrodos de trabajo
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Figura 8.7: Placa de multielectrodos y esquema del ensayo competitivo entre LPS y LPS-HRP.

La ecuacion 2.18, Y=(A-D)/[1+ (x/C)®1+ D, como se introdujo en la seccion 2.4,
permite ajustar la respuesta experimetal del ensayo competitivo. En esta ecuacién, 4 es
el valor maximo de corriente catalitica, B es la pendiente de la curva en el punto de

inflexion, C es la concentracion de analito de punto de inflexién y D es el valor minimo
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de corriente catalitica. El parametro C, en la practica corresponde a la concentracion de

LPS que disminuye la sefial maxima al 50%, ICsqq.
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Dada la competencia entre el LPS y el LPS con u ado por los sitios de uni6tn
especi icos so re los electrodos, a mayor concentraciéon de LPS, se o serva menor
sefial de corriente y viceversa. muy a as concentraciones de LPS, la sefial o servada
es maxima de ido a que el conu ado se encuentra unido a todos los sitios disponi les
so re la super icie. En este caso, la concentraciéon de LPS es lo su icientemente a a
como para que no aya competencia. Para concentraciones de LPS superiores a 0,01 n
mL ! la sefial disminuye producto de la competencia entre el LPS y el LPS con u ado.
elevadas concentraciones de analito, el conu ado se aya practicamente despla ado de
los sitios de uni6on. Sin em ar o, la sefial no cae a cero como predice el modelo sino que
alcan a un valor constante que se corresponde con la adsorcion inespeci ica. Para
concentraciones de LPS mayores que 10 n mL ! la sefial se mantiene constante,
torndndose insensi le al cam io en la concentracion, lo cual representa una limitacion al

ensayo. a as concentraciones de analito, el ensayo se muestra muy sensi le al
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cambio de concentracién, generando una importante disminuciéon de la sefial entre
muestras que contienen 0,01 y 0,1 ng mL ! de LPS. Notese que el ensayo presenta un
aceptable comportamiento dentro del intervalo de concentraciones entre 0,01 y 10 ng
mL . La sensibilidad del ensayo, expresada como la concentracion de LPS que reduce
la sefial maxima del ensayo al 50 % (ICsps) es de (0,05 + 0,02) ng mL™". Como se ha
comentado en la seccién 2.4, el criterio habitual utilizado para calcular el limite de
deteccion corresponde a la concentracion de analito que reduce la sefial al 90 % del
maximo (ICgpe). En este caso, dada la caracteristica de la respuesta observada, un
criterio mas conservador es considerar como limite de deteccion el valor
correspondiente a la ICsgpq. Este valor, conociendo la actividad endotoxica del LPS
empleado, corresponde a (0,06 £ 0,02) UE mL™}, cifra significativamente inferior al
valor limite establecido por las Farmacopeas Americana y Sueca, para drogas
inyectables (0,25 EU mL™") [149].

Obsérvese la baja dispersion de los valores presentados en la curva de
calibracion. Estos resultados ponen de manifiesto el buen comportamiento de la
plataforma multielectrodos respecto a la reproducibilidad del sistema. Un
comportamiento similar ya se habia evidenciado en el proceso de construccion del

arreglo de electrodos (seccién 3.6).

8.4 - Sumario

El estudio presentado en este capitulo explora exitosamente la posibilidad de
determinar bajas concentraciones de endotoxinas empleando una estrategia de
reconocimiento quimico a través de un ensayo competitivo. En este sistema se
modificaron superficies de oro con carboximetildextran (70 kDa) obteniendo resultados
satisfactorios respecto de la adsorcion inespecifica de los analitos involucrados en el
ensayo. Por otro lado, la matriz de polisacarido permite la generaciéon de una superficie
con reconocimiento especifico de LPS, mediada por una versién recombinante de una
proteina antimicrobiana presente en el sistema inmune del cangrejo herradura. El
ensayo se llevo a cabo empleando una concentracién constante del conjugado LPS-
PEG-HRP y LPS presente en la muestra, permitiendo la deteccién de endotoxinas en
bajas concentraciones en un ensayo alternativo al cominmente empleado LAL test.

La combinacion del sistema multielectrodos, el uso de carboximetildextran y el
conjugado sintetizado muestran una importante mejora respecto de los ensayos

realizados previamente [148]. Entre los aspectos mas destacados del ensayo podemos
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citar: su alta reproducibilidad, su bajo limite de deteccién, su baja sefial inespecifica y la
marcada diferencia entre la corriente maxima y minima.
En el proximo capitulo se presentard un analisis mas minucioso del sistema

descripto.
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9 — Discusion y Conclusiones

9.1 — Conjugados de LPS

La sintesis de conjugados con un buen grado de funcionalizaciéon y que
conserven su actividad endotéxica representa uno de los ejes centrales de este trabajo
de tesis. El uso de derivados de LPS no se limita al desarrollo de sistemas para la
deteccion de endotoxinas, sino que encuentra un amplio campo de aplicacion en el
estudio de rutas metabélicas [151-153], elucidaciéon del mecanismo de la sepsis [299,
3001, fisicoquimica de su agregacion [33] y su interaccion con moléculas de
reconocimiento [61, 148] o superficies marcadas [154]. En todas estas areas la calidad
de los conjugados puede significar la diferencia entre el éxito y el fracaso de un estudio
determinado. Es importante disponer de rutas sintéticas que permitan, no solo obtener
derivados de LPS biologicamente activos y modificados con buen rendimiento, sino
también que posibiliten su marcaciéon con una amplia gama de sondas, no restrictiva a
compuestos fluorescentes. Esto ultimo hace posible, de acuerdo a los requisitos del
estudio a realizar, seleccionar o sintetizar el derivado mas conveniente.

Los grupos funcionales amino primario, hidracina e hidracida estan presentes en
una gran variedad de moléculas fluorescentes, enzimas, proteinas o péptidos,
anticuerpos y moléculas espaciadoras. En consecuencia, desarrollar métodos de
derivatizacion de LPS que involucren a moléculas con estos grupos funcionales
proporciona un abanico de posibilidades respecto de la marcacion de LPS con una gran
variedad de sondas.

La literatura cientifica respecto a la conjugacion de proteinas por modificacion
de grupos funcionales aldehidos, carboxilos, aminos o tioles es amplia; mientras que la
informacién relativa a la modificacion de polisacaridos es mds limitada y se refiere
principalmente a su oxidacion con periodato. Como se ha introducido en el capitulo 1,
son muy acotados los procedimientos sintéticos de modificacién de LPS liso para la
obtencién de conjugados. El mayor numero de métodos para su obtencién estd limitado a
LPS detoxificado o proveniente de cepas mutantes. Estos hechos pueden entenderse
considerando la complejidad que representa la molécula de lipopolisacarido, no solo
respecto de su estructura quimica, sino también de su comportamiento micelar,
sobretodo en solucion acuosa. Adicionalmente, toda modificacion quimica que se haga
debe ser lo suficientemente moderada de forma tal de no afectar su actividad
endotéxica.

Nuestro primer intento de conjugar al lipopolisacarido involucré su oxidacién con

periodato de sodio, seguida de una etapa de conjugacion mediante una sonda con un
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grupo hidracida o hidracina. Por esta via se sintetizaron conjugados con biotina y
dansilo. El uso de una sonda fluorescente como el dansilo permitié encontrar las
condiciones de reaccién mas propicias para la sintesis del derivado con biotina. Esta
estrategia posee la ventaja de utilizar una molécula pequefia como sonda, presentando a
su vez el grupo funcional hidracina, el cual es mas conveniente que el grupo amino ante
la eleccion de las condiciones de trabajo. La adicion del compuesto nitrogenado basico
al carbono carbonilico implica un ataque nucleofilico. La protonacién del oxigeno
carbonilico hace al carbono correspondiente mas susceptible al ataque por el nucleofilo.
Por lo tanto, en lo que concierne al compuesto carbonilico, la adicion se favorece con
una acidez elevada. Sin embargo, el derivado amoniacal también puede protonarse para
formar el ion "H3N-R, que carece de electrones no compartidos, de modo que deja de
ser nucleofilo. Las hidracinas alifaticas son bases mas débiles (pKa = 8) que las aminas
alifaticas (pKa = 10). Esta propiedad permite trabajar a valores de pH donde se favorece
la protonaciéon del oxigeno carbonilico sin afectar significativamente la capacidad
nucleofilica de la hidracina.

El conjugado LPS-biotina obtenido presentdé un buen nivel de conjugacion (50
nmoles biotina por mg de LPS) y una actividad endotoxica aceptable (0,08 UE ng_l),
pero significativamente inferior a la del LPS utilizado para su sintesis (0,4 UE ngfl). Sin
embargo, su potencia pirogena resultdo ser superior a la del conjugado comercial LPS-
HRP (0,012 UE ng_l) (AlerCHEK Inc.) utilizado previamente en un ensayo competitivo
amperométrico [148]. La sintesis de LPS-biotina posibilito6 el desarrollo de un
procedimiento alternativo al ensayo competitivo precedente [164]. Los detalles de este
método de cuantificaciéon de endotoxinas se discutiran mas adelante.

Otra de las alternativas empleadas consisti6 en la oxidacién enzimatica de los
alcoholes primarios presentes en la galactosa del LPS mediante la enzima galactosa
oxidasa. Como fue detallado en la seccién 5.2.2.1, si bien la enzima funciona con muy
buen rendimiento en monosacaridos de galactosa, el rendimiento de la reacciéon con LPS
es practicamente nulo.

Considerando la tendencia del LPS a formar agregados, otra de las estrategias
evaluadas se centrdé en reacciones que se lleven a cabo sobre polisacaridos en fase
heterogénea. Un método eficiente, utilizado habitualmente en la modificacion de agarosa
para la preparacion de columnas de afinidad, es el uso de BrCN. El BrCN promueve la
activacion de los grupos hidroxilos del carbohidrato generando un éster cianato, que
luego puede hacerse reaccionar con una molécula conteniendo un grupo hidracida,

hidracina o amino primario. Este procedimiento dio lugar a la sintesis de un derivado de
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LPS con dansilo con un excelente nivel de conjugacién, correspondiente a la
incorporacion de 330 nmoles de fluoroforo por mg de LPS, conservando ademds un
90 % de su actividad endotoxica original (1,7 UE ngfl). Este resultado representa una
notoria mejora respecto de los derivados de LPS que pueden hallarse comercialmente.
Por ejemplo, Sigma ofrece un producto que presenta una conjugacion maxima de 26
nmoles de FITC por mg de LPS de E. Coli. En forma similar, Tobias y colaboradores
han informado la sintesis de conjugados de LPS Reb95 (S Minnesota) con FITC
obteniendo una relacion de conjugacion de 130 nmoles por mg de LPS [152]; Troelstra
y colaboradores han presentado también la sintesis de LPS Re595 con FITC obteniendo
resultados comparables a los ultimos [151]. Respecto de nuestros propios
antecedentes, la relacion de derivatizacion informada aqui es considerablemente
superior a la que se obtuvo por el tratamiento oxidativo con periodato. El conjugado
sintetizado de esa forma, utilizando LPS proveniente de la misma cepa bacteriana,
presentaba una relacion de conjugacion de 50 nmoles de biotina por mg de LPS, yv una
actividad biolégica significativamente inferior [164].

Por otro lado, con un procedimiento similar se sintetizé un conjugado de LPS
con HRP, en primera instancia en forma directa, y en otro procedimiento, introduciendo
previamente a la enzima una molécula espaciadora bifuncional. En este ultimo caso, el
rendimiento de conjugaciéon del LPS fue muy satisfactorio, rindiendo 28 nmoles de HRP
por mg de LPS, vy conservando un 65 % de la actividad endotoxica original. De los
resultados expuestos en la seccion 6.3.2 se puso en evidencia que a lo largo de la
sintesis de LPS-PEG-HRP se produce una pérdida significativa de la actividad catalitica
de la enzima; la cual representa una limitacion en la aplicacion de este conjugado en
ensayos competitivos amperomeétricos como los descriptos en el capitulo 1. Aunque es
claro que la utilizacibn de una molécula espaciadora bifuncional presenta ventajas
respecto a la conjugacion de LPS con HRP, la numerosa cantidad de pasos sintéticos y,
en particular los solventes empleados en la modificacion de la enzima, genera una
elevada reduccion de la actividad enzimatica. A pesar de esto, puede aplicarse sobre el
conjugado, un procedimiento convencional de revelado por actividad de peroxidasa
(Figura 6.11 B).

Uno de los puntos clave de esta sintesis converge en el solvente o mezcla de
solventes que se utiliza. La eleccién de una mezcla de acetona—agua como solvente
funciona correctamente. Esta eleccién constituye un compromiso entre dos posibles
escenarios, uno es el uso de acetona pura, donde la peroxidasa presenta baja

solubilidad; el otro corresponde a la utilizacién de un solvente acuoso, en donde el LPS

195



Desarrollo de un Ensayo Competitivo para la Deteccién de Endotoxinas

no solo posee una mayor tendencia a formar agregados, sino que ademds, una vez
activado rapidamente se desactiva dando lugar a carbamatos inertes [253]. Otro
aspecto a tener en cuenta es que en acetona acuosa la temperatura de la etapa de
activacion de los grupos hidroxilos con el complejo bromuro de N-ciano-trietilamonio
puede mantenerse baja, evitando la rapida descomposicién del complejo por encima de
-10 °C [301]. Se ha empleado el mismo protocolo descripto en la secciéon experimental,
pero usando agua MilliQ como solvente. En estas condiciones, la conjugacion de LPS
con dansilo da lugar a un conjugado con apenas 5 nmoles del fluoroforo por mg de LPS;
en el caso de la modificaciéon con HRP el rendimiento fue nulo. Ademaés, la mezcla
acetona—agua permite trabajar mas convenientemente con la mayoria de las moléculas
fluorescentes sin pérdida de la actividad biologica del LPS.

Finalmente, esta efectiva modificacion con moléculas conteniendo grupos
hidracina o amino primario no solo permite seleccionar la molécula fluorescente de
acuerdo a la longitud de onda de excitaciéon y/o emisiéon requerida para un estudio
particular, sino que también permite el uso de otras técnicas como el revelado por
actividad [302], luminiscencia [303] o amperometria [304], que en conjunto
constituyen herramientas muy importantes para el estudio de las propiedades quimicas
y bioldgicas del LPS.

A pesar de todas las ventajas que proporcion6 el uso de BrCN en la obtenciéon
de derivados de LPS con distintas sondas, existen algunos inconvenientes. El BrCN es
uno de los reactivos mas peligrosos de manipular en el laboratorio, la reaccién de
activacion debe realizarse a —15 °C, lo que limita el uso de ciertos reactivos, acotando
la elecciéon de un solvente o mezcla de solventes adecuados. De los resultados
obtenidos en la seccién 6.3.2 quedd demostrado que las condiciones de reaccion no son
las mas adecuadas si se intenta modificar LPS con HRP.

La activacion de los grupos hidroxilos de un carbohidrato también puede
lograrse empleando CDAP. El uso de CDAP proporciona la posibilidad de llevar a cabo
la activacion y modificaciéon de un polisacarido en solvente acuoso, siendo méas adecuado
para la conjugacion de enzimas. Sin embargo, cuando se extiende este procedimiento al
LPS, su agregaciéon se convierte en un factor determinante en el rendimiento de
reaccion. El uso de compuestos anfifilicos, particularmente NaDC, permitié sortear este
impedimento posibilitando la sintesis de conjugados de LPS con dansilo y con HRP,
previa modificaciéon con una molécula PEG espaciadora. Con esta alternativa sintética,
se obtuvo un derivado de LPS con HRP con excelente relacion de conjugacién, una

satisfactoria actividad enzimatica, y muy buena actividad pir6gena, 0,3 UE ng_l, que
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representa la conservacion del 60 % de la actividad original de la fraccién de LPS.
Obsérvense las excelentes caracteristicas del conjugado sintetizado en relacion a
diversos conjugados comercialmente disponibles (Tabla 9.1). Es notable la diferencia en
actividad endotoxica que existe entre nuestro conjugado LPS-PEG-HRP y un analogo
comercializado por AlerCHEK Inc. En lo que respecta a la actividad biologica de la
peroxidasa, es este ultimo conjugado el que presenta una ventaja significativa. Pierce
comercializa un derivado de neutravidina con HRP con una actividad enzimatica de 120
U mg_l, muy similar a la informada para nuestro conjugado, siendo en su caso un
derivado netamente proteico, sin las complicaciones que introduce la quimica del LPS.
Sigma, por otro lado, comercializa una serie de conjugados de LPS de £. Coli O26-B6
con FITC, una molécula significativamente mas pequefia que la peroxidasa, con

relaciones de conjugacion similares a las correspondientes a nuestro derivado.

Muestra [Proteinas] [Proteinas] Conjugaci6n Act. Enzimatica Act. Endotéxica
(Bradford) (Abs. 403 nm) (nmoles sonda o o
(Umg™) (UE ng™h)
(ug mL™Y) (ug mL™) por mg de polimero)
225 £ 15 29+ 4 98 £ 8 0,30 £ 0,05
LPS-PEG-dHRP
-1
(400 ng mL™) 178 + 4 21+ 3 120 + 10 0,30 + 0,05
LPS-HRP
* +
(AlerCHEK) nd nd nd 950 £ 15 0,012 + 0,006
LPS-FITC * %
(Sigma) - - 5,2 = 25,7 - sd

" Datos del proveedor. nd: no determinado. sd: sin datos.

Tabla 9.1: Comparacion entre el conjugado LPS-PEG-HRP y conjugados comerciales.

Optimizando las condiciones de oxidacion de la enzima pudo obtenerse un
derivado LPS-PEG-HRP con una actividad enzimatica correspondiente a un tercio de la
actividad original, lo que constituye una notable mejora respecto a su analogo
sintetizado via BrCN. El uso de un agente capaz de activar los grupos hidroxilos del
LPS en medio acuoso permitié realizar la conjugaciéon con peroxidasa en un ambiente
mas conveniente para la enzima. Notese que el cambio de solvente tiene ademdas un
efecto significativo sobre el rendimiento de conjugaciéon. En el caso del BrCN, el uso de
una mezcla acuosa de acetona favorece la incorporacion del dansilo rindiendo 330

nmoles de fluoroforo por mg de LPS. Sin embargo, empleando un medio netamente
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acuoso, la incorporaciéon de dansilo se reduce a un tercio en el mejor de los casos, 110
nmoles de fluoroforo por mg de LPS. Si bien la comparaciéon de los agentes activantes
no es tan trivial, el uso de acetona como medio de reaccion beneficia la disoluciéon del
dansilo favoreciendo su conjugacién con el LPS activado mientras que el uso de un
medio acuoso promueve la agregacién del LPS dificultando su modificacién. Estas dos
condiciones facilitan la incorporacion del dansilo al LPS en un ambiente organico. En el
caso de la modificacién de LPS con HRP, ambas estrategias proveen resultados
similares, pero con una clara diferencia a favor del derivado obtenido con CDAP
respecto a la conservacion de la actividad enzimatica. En este ultimo caso, si bien el uso
de un medio de reaccién acuoso beneficia la disolucién de la enzima, también dificulta la
incorporacion de HRP al LPS, dado que se favorece la agregacion del mismo.

El uso de CDAP, como se ha introducido en el capitulo 7, es una excelente
alternativa al BrCN en la sintesis de derivados de LPS con glicoproteinas en general.
No solo provee una alternativa menos peligrosa sino que ademas permite emplear
medios de reaccién acuosos, siendo éstos, ambientes mas adecuados para trabajar con
enzimas. La principal objecién que tiene este medio es que favorece la agregacion del
LPS dificultandose su modificaciéon. Sin embargo, hemos demostrado que usando
agentes anfifilicos en las condiciones adecuadas puede superarse este inconveniente
permitiendo la obtencién de conjugados con propiedades cataliticas y endotéxicas

satisfactorias.

9.2 — Ensayos para la deteccién de endotoxinas

Como se ha introducido en el capitulo 1, existe un gran interés en el desarrollo
de sistemas especificos de deteccién de endotoxinas como alternativa a las distintas
variantes del ensayo LAL. Este hecho es motivado por la elevada toxicidad del LPS y
por las desventajas de los sistemas de deteccion basados en el lisado de amebocitos del
Limulus Polyphemus. En los ultimos afios se han propuesto algunas opciones para la
deteccion de endotoxinas en bajas concentraciones, sin embargo, aun ninguna de ellas
se ha introducido en la practica.

En esta area de investigacion, nuestro grupo ha presentado previamente dos
métodos para la deteccion de endotoxinas basados en ensayos competitivos con
deteccion electroquimica. En el afio 2005 se publicd un trabajo el cual describia el uso
de electrodos de oro funcionalizados con una proteina de reconocimiento: ENP [148].

Esta superficie permiti6 desarrollar un ensayo competitivo entre un conjugado
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comercial, LPS-HRP, y LPS proveniente de la muestra a analizar. La competencia entre
el conjugado y el LPS por los sitios de reconocimiento en la superficie del electrodo,
generaba una disminuciéon en la corriente amperométrica a medida que la concentracion
de LPS de la muestra aumentaba. Con la configuracion covalente (Figura 9.1), similar a
la desarrollada en este trabajo de tesis (capitulo 8), se alcanz6 una corriente maxima de
1,4 pA cmfz, correspondiente a un cubrimiento de conjugado de 0,08 pmoles cm72, y una
corriente debida a adsorcion inespecifica de 0,9 pA cm 2. En estas condiciones, el
ensayo proveia un limite de deteccién de 1,5 UE mL L. Como se comentd en la seccién
1.5.1, las principales limitaciones del ensayo se deben a la baja actividad endotéxica del
conjugado utilizado y la elevada sefal correspondiente a la adsorcion inespecifica. Esto
es consecuencia de la necesidad de utilizar altas concentraciones de conjugado y del
propio comportamiento del carboximetildextran (CMDex24) utilizado en la modificacién

de la superficie del electrodo.

e « «

7 4 « & oo

& ENP € 1rS @ ® LPS-HRP

H20:2

Figura 9.1: Esquema del ensayo competitivo entre LPS y LPS-HRP (AlerCHEK Inc.).

Con el desarrollo de conjugados de LPS, se introdujo la posibilidad de nuevas
alternativas al ensayo precedente. La sintesis de un conjugado de LPS con biotina
(seccidn 5.3.2), con una actividad endotéxica mejorada respecto del conjugado de LPS-
HRP comercial, permitié el desarrollo de otra configuracion de ensayo competitivo
amperométrico, cuyos resultados fueron publicados en el afio 2007 [164]. Los
componentes clave de este ensayo fueron, el elemento de reconocimiento ENP, el
conjugado LPS-biotina y el elemento responsable de generar la sefial, el conjugado N-
HRP (Figura 9.2). A diferencia de la configuracion anterior, la concentracion de LPS en
la superficie del electrodo no se determinaba en forma directa, sino que involucraba
otro paso correspondiente a la interaccién de la biotina unida al LPS con el derivado N-

HRP.
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Figura 9.2: Ensayo competitivo entre LPS y LPS-biotina. Se emplea N-HRP

como el elemento generador de la sefial.
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Figura 9.3: Curva de calibracion logaritmica para el ensayo competitivo
con una concentracion fija de LPS-biotina (10 pg mL™Y) vy
concentraciones variables de LPS. La presencia de LPS-biotina se
revela por la union de N-HRP. Los electrodos se modificaron en un
procedimiento similar al descripto en la secciéon 8.2.2 con [ENP] = 0,8

uM. [N-HRP] = 25 ug mL ™%, [Os(ID] = 40 uM, [Hz02] = 1 mM.

La seflal maxima obtenida fue de 7,8 pA cmfz, mientras que la sefial
correspondiente a la adsorcion inespecifica fue de 5 pA cm 2 Un cambio importante en
la sefial pudo observarse entre muestras que contenfan 0,01 y 0,1 ng mL™' de LPS,
mientras que el ambito dinamico se extendia hasta 1 ng mL ™' (Figura 9.3). En este

. . -9 .
ensayo, se obtuvo una diferencia de 2,8 pA cm ° entre concentraciones extremas, lo
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que representaba una importante mejora respecto del ensayo competitivo precedente,
donde esa diferencia de corriente correspondia a 0,5 pA cm 2 Entre otras cosas, se
obtuvo un valor mayor de corriente de saturacion, 7,8 pA cm © versus 1,4 pA cmfz, asi
como una mayor corriente debida a la union inespecifica de N-HRP. Si bien este ensayo
presentaba intensidades de corriente superiores al ensayo anterior, lo cual permitiria su
miniaturizacion, agregaba una nueva etapa al procedimiento sumando tiempo de ensayo
y complejidad, y afectando notablemente la adsorcion inespecifica.

Uno de los objetivos de este trabajo de tesis fue mejorar los ensayos para la
deteccion de endotoxinas teniendo en cuenta principalmente dos puntos; la sintesis de
conjugados de LPS de mejor calidad, y la mejora de la superficie de ensayo respecto a
la adsorcioén inespecifica.

En el capitulo 4 se describio el desarrollo de distintas variantes de cubrimiento
de un electrodo de oro utilizando derivados del dextrano y polietilenglicoles de modo de
minimizar la adsorciéon inespecifica de una proteina hidrofobica como la neutravidina. En
particular, el carboximetildextran70 o una combinacién de CMDex con PEG5000
produjeron los mejores resultados disminuyendo la adsorcién inespecifica en un orden
de magnitud respecto de la superficie de oro sin modificar u oro modificado con
cistamina. La eleccién del CMDex70 como matriz para el ensayo competitivo
desarrollado en el capitulo 8, se justifica por su buen comportamiento como superficie
que rechaza la adsorcion del LPS y ademas porque posibilita la inmovilizacion covalente
de la proteina de reconocimiento. Por su parte, la incorporacion de cada uno de los
elementos a la superficie de oro pudo evaluarse por diversas técnicas incluyendo:
voltametria de desorcién reductiva, elipsometria y espectroscopia fotoelectronica de
rayos X.

El otro punto critico del ensayo correspondia a la calidad del conjugado LPS-
HRP. Distintas estrategias sintéticas se implementaron para su desarrollo, accediendo a
las condiciones mas adecuadas con la utilizaciéon de CDAP como agente activante del
LPS y posterior conjugaciéon, en presencia de compuestos anfifilicos, con un derivado de
la enzima, HRP-PEG-NHo,.

Con estos nuevos elementos se procedi6 a la realizacion de un ensayo
competitivo amperomeétrico. Entre los aspectos mas relevantes del ensayo puede citarse
el importante cambio de seflal que se observa entre muestras que contienen 0,01 ng
mL' v 0,1 ng mL™' de LPS, extendiéndose el ambito dinamico hasta 10 ng mL ' La
corriente debida a la adsorcién inespecifica es pequefla en comparacion con la maxima

seflal obtenida, lo que introduce un claro progreso respecto del ensayo analogo con
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LPS-biotina [164] y el correspondiente utilizando un conjugado de LPS-HRP comercial
[148]. En este ultimo, empleando una concentracion de mediador de 45 uM (mas del
doble de la empleada en el ensayo descripto en el capitulo 8) se obtuvo una corriente
méaxima similar (1,4 pA cm ) pero con una corriente debida a procesos de adsorcion
inespecifica de 0,9 pA cm 2, cuatro veces mayor que la que presenta esta nueva version
del ensayo competitivo. Estos resultados estan relacionados con dos aspectos
fundamentales: el uso de una menor concentracién de conjugado LPS-PEG-HRP y el
uso de CMDex70 como matriz. Su combinacién provee una significativa disminucién de
la adsorcion inespecifica dando lugar a una mayor diferencia entre valores extremos de
corriente, 1,3 pA cm 2 frente al 0,5 pA cm 2 previamente reportado [148]. Todos estos
resultados sugieren un mejor comportamiento del conjugado de LPS-PEG-HRP
sintetizado segun lo descripto en el capitulo 7 respecto del adquirido comercialmente y
una respuesta satisfactoria del polisacarido empleado para modificar los electrodos.

Otro de los puntos sobresalientes del ensayo desarrollado en el capitulo 8
corresponde al uso de la plataforma multielectrodos. Este sistema no solo permite
analizar 8 electrodos simultaneamente, lo que significa un ahorro sustancial de tiempo
en el procedimiento del ensayo, sino que ademds posee un impacto muy satisfactorio en
la reproducibilidad de las mediciones. Esto tltimo se verifica en la baja dispersién que
existe entre duplicados y triplicados de un mismo punto de la curva logaritmica de
calibracion.

En la seccién 2.2.5 se presentd un modelo para la catdlisis de HRP y su conexion
con un mediador redox cuando la enzima se encuentra inmovilizada en una pelicula y el
mediador se encuentra en solucion. El tratamiento realizado considera que la
concentracién de sustrato (H;0s) es mucho mayor que la concentracion de mediador
(Os(ID)), por lo que la reacciéon enzima-sustrato es la que controla la velocidad del
proceso global. Ademas, la concentracién de sustrato es tal que no inhibe la actividad
de la enzima. Por otro lado, en este modelo de pelicula delgada se considera que no hay
gradiente de concentracién, ni de mediador, ni de sustrato, con lo cual la concentracion
de Os(II) en la cercania del electrodo es igual a la del seno de la solucién. Bajo estas
condiciones, a partir de las corrientes obtenidas, la concentraciéon de mediador y la
constante de velocidad del paso limitante (k3), puede determinarse la concentracion
superficial del conjugado LPS-PEG-HRP.

La corriente maxima que se obtiene en el ensayo competitivo corresponde a
1,5 pA cm . Teniendo en cuenta la concentracién de mediador y la constante de

velocidad del paso limitante, utilizando la ecuacion 2.16, se predice un cubrimiento de
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(0,26 £ 0,01) pmoles cm 2 de enzima. En funcion de la estequiometria del conjugado,
considerando una masa molecular de LPS de 20 kDa, se obtiene una concentracion
superficial de LPS de (0,45 £ 0,02) pmoles cm . Este resultado corresponde a una
concentracion 3 veces mayor que la obtenida para el ensayo competitivo precedente,
donde incluso, se utiliza una concentracion de conjugado del doble en la etapa de
adsorcién. Esto pone en evidencia la mayor interaccién de nuestro conjugado con el
elemento de reconocimiento respecto del analogo comercial.

La concentracion de conjugado calculada a partir de la corriente méaxima
obtenida en el ensayo dista aproximadamente en un orden de magnitud respecto al valor
para una monocapa de un conjugado voluminoso como la N-HRP (3,7 pmoles cm )
[175]. De estudios previos [122], en las condiciones de la inmovilizacion de ENP
(seccion 8.2.2) se obtiene un cubrimiento total de la superficie. Se esperaria entonces
una mayor adsorciéon de conjugado y consecuentemente un valor mayor de corriente
méaxima. Si bien, la mejora de la actividad endotoxica del conjugado de LPS con HRP
mejord sustancialmente su interacciéon con la molécula de reconocimiento, en
comparacion con lo que se habia obtenido previamente, los valores de corriente maxima
obtenidos son significativamente inferiores de lo que se esperaria para la concentracion

superficial de ENP. Aqui deben tenerse en cuenta varios aspectos:

e Se considera que la inmovilizaciéon del conjugado no afecta la actividad de la
HRP, con lo que se podria estar subestimando la concentracién superficial de
LPS-PEG-HRP.

e El proceso de inmovilizacion de ENP podria disminuir su capacidad para
interaccionar con el lipido A del LPS. Este efecto puede producirse al afectar su
orientaciéon asi como por modificacion estructural o quimica de la regiéon
involucrada en el reconocimiento. De hecho, la proteina se inmoviliza por
reaccion de sus residuos de lisina con los grupos carboxilicos del
carboximetildextran, estando algunos de esos residuos en la regién responsable
de la interaccion especifica con el lipido A.

e El CMDex70 podria ocultar la molécula de reconocimiento en su matriz,
dificultando el acceso del LPS al ENP. Un efecto andlogo al que se comentd en

el capitulo 4 para CMDex modificado con biotina.
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9.3 - Conclusiones

La experiencia del grupo de trabajo en esta area comenzo6 con el inicio de la
tesis doctoral de la Dra. Priano. En su trabajo de tesis se comenz6 a explorar la
posibilidad de desarrollar un método alternativo al actualmente utilizado ensayo LAL
para la deteccion de endotoxinas. Un método mas automatizado, que dependa menos de
la calificaciéon del operador, utilizando reactivos que no involucren la captura de un
animal que no se puede criar en cautiverio, como es el caso del cangrejo herradura.

Este trabajo de tesis surge como una continuacion enfocandose en algunos
aspectos puntuales de los ensayos competitivos previamente desarrollados. Uno de los
puntos centrales consisti6 en mejorar la calidad de los conjugados de LPS, no solo
pensando en el desarrollo de nuevos ensayos competitivos para la deteccion de
endotoxinas, sino considerando la necesidad de disponer de procedimientos sintéticos
que puedan aplicarse en forma global a las necesidades de distintas areas de
investigacion. El otro aspecto relevante que se tratdé en el desarrollo de esta tesis, fue
evaluar distintas alternativas para modificar una superficie de oro con polimeros
hidrofilicos de modo de minimizar la adsorcion inespecifica tanto de proteinas como de
LPS. La relevancia de este aspecto involucra el hecho de que en su ambiente natural, la
mayoria de las biomoléculas presentan una elevada tendencia a adsorberse fisicamente
sobre sustratos soélidos desprovistos de receptores especificos. Este comportamiento
reduce la eficiencia de muchos ensayos de afinidad. El desarrollo de una superficie
donde se pueda inmovilizar el receptor especifico y que a su vez minimice la interaccién
no especifica permitiria obtener una relacion 6ptima entre la sefial especifica y la sefial
no especifica aumentando la sensibilidad del dispositivo.

En este trabajo de tesis se explordé exitosamente la sintesis de diversos
conjugados de LPS. A lo largo de los capitulos 5, 6 y 7 se describieron distintas
estrategias sintéticas que permitieron obtener derivados con buenas caracteristicas
tanto de conjugacion como de actividad endotoxica. Particularmente, lo que se
desprende de la informacién presentada en esos capitulos es la eficiencia del
procedimiento utilizando BrCN para la obtencion de LPS marcado con fluoréforos. Este
método, si bien presenta algunas desventajas respecto a la peligrosidad del reactivo
empleado, provee conjugados de LPS con un excelente rendimiento de conjugacion
conservando practicamente intacta la actividad bioldgica del LPS. Su extensién a un
derivado con HRP produjo valores satisfactorios de conjugacion y actividad pirdgena,

sin embargo, afectaba notablemente la actividad de la enzima. Una estrategia en medio
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acuoso utilizando CDAP como agente activante del LPS permiti6 sortear ese
inconveniente posibilitando la sintesis de un derivado de LPS con HRP con buenas
caracteristicas de conjugacion, actividad pirogena y actividad enzimadtica. El uso de
periodato posee como principal ventaja la sencillez de su procedimiento. Si bien se
obtienen los derivados con la menor actividad pirogénica de todos los conjugados
presentados, el método provee una via rapida y sencilla de obtener LPS marcado con
sondas de tamafio pequefio.

Los conjugados sintetizados presentan excelentes caracteristicas en
comparacion con los conjugados disponibles comercialmente y con los reportados en
bibliografia. Esto pone en evidencia la contribucién de este trabajo de tesis en esta
area.

Combinando la plataforma de 8 electrodos de oro modificados con CMDex70 vy la
proteina de reconocimiento ENP, y el conjugado LPS-PEG-HRP sintetizado con el
procedimiento utilizando CDAP, se desarrolld un ensayo competitivo amperomeétrico
para la deteccién de endotoxinas. Los resultados muestran que puede detectarse la
presencia de endotoxinas en concentraciones de 0,06 UE mL ™!, una concentracion
significativamente inferior al limite de deteccion del ensayo precedente utilizando una
configuraciéon similar (1,5 UE mL™) [148], y por debajo del limite establecido por la
Farmacopea Americana para inyectables (0,25 UE mL ). El ensayo ademas mostré una
baja dispersion de las mediciones y una mayor diferencia entre valores extremos de
corriente en comparacién con ese mismo ensayo. Estas caracteristicas son
consecuencia de la calidad del conjugado utilizado, el comportamiento satisfactorio del
CMDex70 como matriz y el uso de la placa multielectrodos.

Como se ha comentado en la discusién, se han logrado mejoras importantes al
ensayo aumentando la calidad del conjugado de LPS y disminuyendo la adsorcion
inespecifica. Como trabajo a futuro podria intentarse mejorar la etapa de inmovilizacion
del agente de reconocimiento ya que constituye una etapa critica del ensayo. Una
mejora en la especificidad podria alcanzarse por un cambio en la orientacién y la
ubicacion de la proteina. La utilizacién de una molécula espaciadora podria facilitar la
exposicion del receptor a la solucidn, evitando los problemas asociados con su oclusion
dentro de la matriz de CMDex. Por otro lado, podria evaluarse su unién a la matriz de
CMDex mediante una reaccion que no involucre a los grupos aminos de los residuos de
lisina. Una alternativa posible seria hacerlo a través de los grupos carboxilicos de los

residuos de aspértico y glutamico.
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