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DDDDesarrolloνdeνunνEnsayoνCompetitivoνparaνlaνDetecciónνdeνEndotoxinasesarrolloνdeνunνEnsayoνCompetitivoνparaνlaνDetecciónνdeνEndotoxinasesarrolloνdeνunνEnsayoνCompetitivoνparaνlaνDetecciónνdeνEndotoxinasesarrolloνdeνunνEnsayoνCompetitivoνparaνlaνDetecciónνdeνEndotoxinasνννν

ν

Laν sepsisν yν elν shockν sépticoν sonν seriasν causasν deνmuerte.ν Estasν condicionesν

puedenν iniciarseνporνunaν liberaciónνmasivaνdeν lipopolisacáridoν(LPS)νprovenienteνdeν laν

paredνcelularνdeν lasνbacteriasνGram-negativas,ν elν cualν activaνenν formaν inapropiadaνelν

sistemaνinmuneνinnato.νActualmente,νelνensayoνenzimáticoνdelνlisadoνdeνamebocitosνdelν

Limulusν Polyphemusν (LAL)ν seν utilizaν ampliamenteν enν laν detecciónν yν cuantificaciónν deν

endotoxinasνenνmuestrasνclínicasνyνnoνclínicas.νSinνembargo,νesteνprocedimientoνposeeν

variasνlimitaciones.ν

νElν LPSν estáν organizadoν enν tresν dominiosν estructurales,ν unν heteropolisacáridoν

queνrepresentaν laνsuperficieνantigénicaνdeν laνbacteriaν llamadoνantígenoνO,νunaνporciónν

centralν constituidoν porν unν oligosacárido,ν denominadoν núcleoν sacáridoν yν unaν porciónν

lipídicaν llamadaν lípidoνA,νresponsableνdeν laνactividadνendotóxicaνdelνLPS.νDebidoνaν lasν

propiedadesνquímicasνdelνLPS,νelνestudioνdeνsusνrutasνmetabólicas,νsuν interacciónνconν

moléculasν deν reconocimientoν oν superficiesν modificadas,ν seν realizaν empleandoν LPSν

marcado.νPorνotraνparte,νdadaνsuν tendenciaνaν formarνagregados,νsuνderivatizaciónνconν

técnicasνcomúnmenteνutilizadasνenνpolisacáridosνrindeνresultadosνpobresνyνpérdidaνdeνsuν

actividadνendotóxica.ν

νEnν elν presenteν trabajoν deν tesisν seν estudiaronν distintasν estrategiasν paraν laν

síntesisν deν conjugadosν deνLPSνdeνSalmonellaνMinnesota.ν Laνderivatizaciónνdeν LPSν seν

llevóνaνcaboνenν laνregiónνpolisacáridaνlejosνdelν lípidoνA.νSeνhanνsintetizadoνconjugadosν

conνdiversasνsondasνincluyendo,νdansilo,νbiotina,νperoxidasaνdeνrábanoνpicanteν(HRP)νyν

complejosν electroactivos.ν Losν conjugadosν conν biotinaν yν HRPν seν utilizaronν enν elν

desarrolloνdeνensayosνcompetitivosνamperométricosνparaνlaνdetecciónνdeνendotoxinas.ν

Laνconfiguraciónνdeνlosνensayosνinvolucraνunaνsuperficieνdeνoroνmodificadaνconν

unν derivadoν delν dextranoν yν comoν elementoν deν reconocimientoν unaν proteínaν

recombinante,νEndotoxinνNeutralizingνProteinν (ENP),ν queν reconoceνespecíficamenteν laν

regiónνdelν lípidoνAνdelνLPS.νParaνestosνensayosνseνhaνestudiadoν laνmodificaciónνdeν laν

superficieνdeνoroνconνpolímerosνhidrofílicosνconνelνobjetivoνdeνminimizarνlaνinteracciónν

inespecíficaν deν losν componentesνdelν ensayoν conν laν superficie.νLaν construcciónνdeν losν

electrodosν seν evaluóν porν medidasν electroquímicas,ν elipsometríaν yν espectroscopíaν

fotoelectrónicaνdeνrayosνXν (XPS).νConνelνsistemaνutilizandoνelνconjugadoνdeνLPS-HRPν

seνalcanzóνunνlímiteνdeνdetecciónνdeν0,06νUEνmL-1.ν

ν

Palabrasν clave:Palabrasν clave:Palabrasν clave:Palabrasν clave:ν Lipopolisacáridos,ν endotoxinas,ν conjugación,ν fluoróforo,ν enzima,ν

adsorción,νensayoνamperométrico,νensayoνcompetitivo.νν
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DevelopmentνofνaνCompetitiveνAssayνforνtheνDetectionνofνEndotoxinsDevelopmentνofνaνCompetitiveνAssayνforνtheνDetectionνofνEndotoxinsDevelopmentνofνaνCompetitiveνAssayνforνtheνDetectionνofνEndotoxinsDevelopmentνofνaνCompetitiveνAssayνforνtheνDetectionνofνEndotoxinsνννν

ν

Sepsisν andν septicν shockν areν majorν causesν ofν death.ν Theseν conditionsν canν beν

initiatedνbyνtheνmassiveνreleaseνofνlipopolysaccharideν(LPS)νfromνtheνcellνwallνofνGram-

negativeν bacteria,ν whichν thenν inappropriatelyν activatesν theν innateν immuneν system.ν

Currently,ν theν enzymaticν Limulusν Polyphemusν amebocyteν lysateν (LAL)ν assayν isν usedν

mostν widelyν toν detectν andν quantifyν endotoxinν inν clinicalν andν nonclinicalν samples.ν

However,νthereνareνseveralνlimitationsνtoνthisνprocedure.νν

LPSν isν organizedν inν threeν structuralν domains,ν aν heteropolysaccharideν whichν

representsν theν antigenicν surfaceν ofν theν bacteriaν calledν O-antigen,ν aν shortν

oligosaccharide,ν whichν isν theν coreν regionν andν aν fatty-acylatedν regionν calledν lipidν A,ν

whichνisνtheνactiveνmoietyνofνLPS.νBecauseνofνtheνchemicalνpropertiesνofνLPS,νstudiesνofν

itsνbiologicalνpathways,νitsνinteractionsνwithνrecognitionνmolecules,νandνitsνinteractionsν

withνmodifiedνsurfacesνareνcarriedνoutνmainlyνusingνlabeledνLPS.νInνcontrast,νbecauseνitsν

abilityν toν formν aggregates,ν theν modificationν ofν LPSν usingν polysaccharidesν commonν

labelingνprotocolsνgivesνpoorνyieldsνandνendotoxicνactivityνloss.νννννννννν

Inν thisν thesisν work,ν differentν strategiesν wereν studiedν forν theν synthesisν ofν

Salmonellaν Minnesotaν LPSν conjugates.ν Theν LPSν labelingν wereν carriedν outν inν theν

polysaccharideν region,ν awayν fromν lipidν A.ν Weν haveν synthesizedν conjugatesν withν

differentν probesν including,ν dansyl,ν biotin,ν horseradishν peroxidaseν (HRP)ν andν

electroactiveνcomplexes.νTheνbiotinνandνHRPνderivativesνwereνusedνinνtheνdevelopmentν

ofνcompetitiveνelectrochemicalνassaysνforνtheνdetectionνofνendotoxins.ν

Theνassayνconfigurationνinvolvesνaνdextran-derivativeνmodifiedνgoldνsurfaceνandν

aν recombinantν protein,ν Endotoxinν Neutralizingν Proteinν (ENP),ν asν theν recognitionν

element,νwhichν specificallyν recognizesν theν LPSν lipidν Aν portion.ν Forν theseν assays,νweν

haveνstudiedνtheνgoldνsurfaceνmodificationνwithνhydrophilicνpolymersνwithνtheνobjectiveν

ofνreducingνtheνnonspecificνinteractionνofνtheνassayνcomponentsνwithνtheνsurface.νTheν

constructionν ofν theν electrodesν wasν evaluatedν byν electrochemicalν andν ellipsometricν

measurementsνandνX-rayνphotoelectronνspectroscopyν(XPS).νTheνdeviceνusingνtheνLPS-

HRPνconjugateνwasνableνtoνdetectνtheνpresenceνofνendotoxinsνinνconcentrationsνasνlowν

asν0.06νEUνmL-1.ν

ν

Keywords:Keywords:Keywords:Keywords:ννννLipopolysaccharides,νendotoxins,ν labeling,ν fluorophore,νenzyme,νadsorption,ν

amperometricνassay,νcompetitiveνassay.ν
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1.11.11.11.1 ––––νEndotoxinasνEndotoxinasνEndotoxinasνEndotoxinasνννν

ν

Lasν bacteriasν Gram-negativasν seν hallanν protegidasν deν suν entornoν porν unaν

membranaνexternaνasimétricaνqueνencapsulaνsuνpeptidoglicano.νLaνsecciónνexternaνdeν

estaνmembranaνseνcomponeνprincipalmenteνdeνlipopolisacáridoν(LPS),νunνglicolípidoνqueν

constituyeνelνmayorνcomponenteνsuperficialνdeνlasνbacteriasνGram-negativas,νmientrasν

queν laν secciónν internaν seν componeν porν fosfolípidosν [1].ν Elν LPS,ν tambiénν denominadoν

endotoxinaνestáνorganizadoνenνtresνdominiosνestructurales,νantígenoνO,νnúcleoνsacáridoν

(denominadoνenνinglésνcore)νyνlípidoνAν[2].ν

Unaν únicaν célulaν deν Escherichiaν Coliν contieneν aproximadamenteν 3,5ν xν 106ν

moléculasν deν LPSν [3].ν Estasνmoléculasν estánν ancladasνenν laνmembranaνexternaνdeν laν

célula,νcomoνpuedeνobservarseνenνlaνFiguraν1.1,νyνsonνliberadasνcontinuamenteνalνmedioν

circundanteνdeν lasν célulasν bacterianasνenν laν etapaν deν replicaciónνyν tambiénν cuandoν laν

bacteriaνmuereνoνseνlisa.νSonνmoléculasνmuyνestables,νresistenνtemperaturasνextremasν

(180-220ν°C)νyνmediosνmuyνácidosνóνbásicosν(pHν3-12),νenνcomparaciónνconνproteínas.ν

Debidoνaνsuνtamaño,νpuedenνatravesarνlasνmembranasνdeνlosνfiltrosνdeνesterilizaciónνdeν

fluidosν(0.1-0.22νµm).ν

ν

Figuraν1.1:Figuraν1.1:Figuraν1.1:Figuraν1.1:νEstructuraνesquemáticaνdeνlaνcubiertaνdeνunaνcélulaνdeνE.νColiνK-12ν[4].ν

νννν
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1.1.1ν1.1.1ν1.1.1ν1.1.1ν––––νEstructuraνquímicaνEstructuraνquímicaνEstructuraνquímicaνEstructuraνquímicaνννν

ν

Elν lipopolisacáridoν poseeν unaν regiónν polisacáridaν yν unaν regiónν lipídica.ν Suν

estructuraν fueν elucidadaν enν laν décadaν delν 80ν porν diferentesν gruposν deν investigación.ν

Consisteνenνtresνregionesνdiferentesνdesdeνelνpuntoνdeνvistaνquímico.νEnνlaνFiguraν1.2νAν

seν presentaν unν esquemaν deν laν estructuraν químicaν deν unν LPSν completoν (liso)ν yν enν laν

Figuraν1.2νB,νlaνestructuraνquímicaνparaνelνLPSνdeνlosνdistintosνmutantesνdeνSalmonellaν

minnesota.νComoνyaνseνhaνmencionadoνelνLPSνestáνconstituidoνporνunaνporciónνlipídicaν

noν polarν llamadaν lípidoν A,ν unaν porciónν centralν constituidaν porν unν oligosacárido,ν

denominadoν núcleoν sacáridoν yν unν heteropolisacáridoν queν representaν laν superficieν

antigénicaνdeνlaνbacteria,νllamadoνantígenoνO.ν

ν

ν

Figuraν 1.2Figuraν 1.2Figuraν 1.2Figuraν 1.2::::ν Estructuraν esquemáticaν deν LPS.ν A)ν LPSν completoν (liso).ν B)ν LPSν

provenienteνdeνmutantesνdeνSalmonellaνMinnesotaν[5].ν

ν

TodasνlasνbacteriasνGram-negativas,νconνlaνexcepciónνdeνalgunasνqueνproducenν

esfingolípidosν enν lugarν deν LPS,ν sintetizanν elν lípidoν Aν medianteν caminosν metabólicosν

similaresν alν deν E.ν Coliν [4].ν Elν lípidoν Aν esν unν anfifiloν formadoν porν unν disacáridoν deν
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glucosaminaνdifosforilado,νporνloνtanto,νhidrofílicoνyνnegativamenteνcargado,νunidoνaνunν

dominioνhidrofóbicoνdeν6-7νcadenasνconν12-16νcarbonosνcadaνuna,νvíaνunνenlaceνamidaν

oν ésterν [6-8].ν ν Laν regiónνhidrofóbicaν adoptaν unaνestructuraν hexagonal,ν resultandoνenν

unaνestructuraνmásνrígidaνcomparadaνconνelνrestoνdeνlaνmolécula.νLaνFiguraν1.3νmuestraν

laνestructuraνquímicaνdelν lípidoνAνparaνSalmonellaνyνE.νColi.νElν lípidoνAνactúaνcomoνunν

anclajeνhidrofóbicoνparaνelνLPSνyνesνelνcomponenteνbioactivoνdeν laνmoléculaνasociadaν

conνelνshockνsépticoνgeneradoνporνbacteriasνGram-negativasν[2,ν9-11].ν

ν
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Figuraν1.3:Figuraν1.3:Figuraν1.3:Figuraν1.3:νEstructuraνquímicaνdeνKdo2-lípidoνAνdeνA)νE.νColiνyνB)νSalmonella.ν

ν

Laνzonaνcentralνdeνlaνmolécula,νelνnúcleoνsacárido,νestáνcompuestaνporνhidratosν

deν carbonoν presentandoν unaν estructuraν pocoν variableν entreν lasν distintasν especies.ν Laν

mismaνpuedeνdividirseνenνdosν regiones:νunaν regiónν interiorνyνotraνexterior.νLaν regiónν

interior,νdenominadaνnúcleoνinternoν(innerνcore)νyνvecinaνalν lípidoνA,νestáνformadaνporν

heptosasνyνácidoν3-desoxi-D-mano-2-octoulosónicoν(Kdo).νAlνigualνqueνelνlípidoνA,νseν

encuentraνparcialmenteνfosforilada,νporν loνqueνlasνendotoxinasνexhibenνunaνcargaνnetaν

negativaν enν soluciónν aν pHν fisiológicoν [12].ν Laν regiónν exterior,ν denominadaν núcleoν

externoν (outerν core),ν estáν formadaν porν hexosasν yν aminohexosasν yν presentaν mayorν

diversidadνentreνlipopolisacáridosνdeνdistintosνorígenes.ν
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Elν antígenoν Oν estáν formadoν porν unaν cadenaν deν unidadesν repetitivasν deν unν

oligosacáridoν (3ν aν 8ν monosacáridos),ν específicosν yν determinantesν deν laν identidadν

serológicaνdeνlaνbacteria.νÉstaνesνlaνporciónνmásνvariableνentreνdistintasνespeciesνyνaúnν

dentroνdeνlaνmismaνespecie.νPuedeνcambiarνelνtipoνdeνazúcarνdeνunaνespecieνaνotraνoνdeν

unνserotipoνaνotroνyνtambiénνpuedeνcambiarνelνnúmeroνdeνunidadesνrepetidasνdentroνdeν

unaνmismaνespecieνyνserotipo,νporνloνqueνlasνmuestrasνsonνaltamenteνheterogéneas.νUnaν

descripciónνdetalladaνsobreνlaνestructuraνyνbiosíntesisνdelνnúcleoνsacáridoνyνelνantígenoν

Oν puedeν encontrarseν enν lasν referenciasν [2,ν 13].ν Laν masaνmolarν deν unνmonómeroν deν

endotoxinaνesνdeνalrededorνdeν10νkDa,νaunqueν tambiénν seνhaν llegadoνaν estimarνentreν

15-20νkDa,νdependiendoνdeνlaνvariabilidadνdelνantígenoνOν[12,ν14].νν

ν

1.1.2ν1.1.2ν1.1.2ν1.1.2ν––––ννννEstructuraνsupramolecularEstructuraνsupramolecularEstructuraνsupramolecularEstructuraνsupramolecularνννννννν

ν

Lasν endotoxinasν sonν moléculasν anfifílicas,ν yν porν loν tantoν tiendenν aν formarν

agregadosν multiméricosν (Figuraν 1.4)ν porν encimaν deν unaν concentraciónν deν agregaciónν

críticaν(CAC),νtambiénνdenominadaνconcentraciónνmicelarνcríticaν(CMC),νqueνdependeνdeν

suν hidrofobicidad.ν Porν encimaν deν esaν concentración,ν existeν unν equilibrioν entreν losν

monómerosνlibresνyνlosνagregados.νLaνCMCνesνinfluenciadaνporνlaνcantidadνdeνazúcaresν

unidosνaνlaνporciónνdeνlípidoνA,νasíνcomoνporνelνnúmeroνyνdistribuciónνdeνlasνcargas.νDeν

estaν forma,ν laν CMCν esν mayorν paraν LPSν lisoν queν paraν LPSν provenienteν deν cepasν

mutantes,νdadaνsuνelevadaνcantidadνdeνazúcaresνenνlaνregiónνdelνantígenoνOν[15].ν

LaνestructuraνdeνlosνagregadosνformadosνporνencimaνdeνlaνCMCνpuedeνserνtantoν

nolamelarν invertidaν (cúbica,ν Q,ν oν hexagonal,ν HII)ν oν lamelar,ν dependiendoν deν laν

conformaciónν deν lasν moléculasν queν contribuyenν alν agregadoν [16].ν Porν otroν lado,ν laν

agregaciónν yν laν estructuraν queν adoptaν elν LPSν seν veν influenciadaν porν laν presenciaν deν

contraionesνdivalentesν[17],νdadaνsuνinfluenciaνsobreνlasνcadenasνacílicasνyνlaνmovilidadν

deν lasνcabezasνhidrofílicasνdelνLPSν[18,ν 19].νEnνparticular,νelνCa2+,νMg2+νyνenνmenorν

magnitudνelνBa2+νmodificanνlosνparámetrosνbiofísicosνtalesνcomoνelνordenνdeνlasνcadenasν

acílicasνyνlaνestructuraνdeνagregaciónν[20].νν

LosνmonómerosνdeνLPS,νpuedenνobtenerseνporνencimaνdeν laνCMCνmedianteνelν

usoν deν tensioactivosν talesν comoν tritonν X-100ν [21],ν ácidosν biliaresν oν cólicosν comoν elν

deoxicolatoν[22],νquelantesνcomoνelνEDTAν[23]νyνtambiénνporνsonicado.ν

Lasνcadenasνhidrocarbonadasνdeνlosνfosfolípidosνenνgeneral,νasumenν2νestadosνóν

fasesν principalmente,ν elν gelν (β)ν yν elν líquidoν cristalinoν (α).ν Laν transiciónν entreν lasν

distintasν fasesν estáν acompañadaν porν cambiosν enν laν geometríaν deν lasν moléculasν
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involucradasνyνporν loν tantoν tieneν tambiénνunν impactoνenν laνestructuraνdelνensambladoν

supramolecularν [24].ν Elν cambioν reversibleν entreν dichasν fasesν puedeν inducirseν conν laν

temperatura.νDichaνtemperatura,νlaνtemperaturaνdeνtransiciónνoνtemperaturaνcríticaν(Tc),ν

dependeνdelνtipoνdeνcabezaνhidrofílicaν(tamañoνyνcarga)νyνdelνnúmero,νlongitudνyνgradoν

deνsaturaciónνdeνlasνcadenasνhidrocarbonadasνhidrofóbicas.ν

ν

ν

ν

Figuraν1.4:Figuraν1.4:Figuraν1.4:Figuraν1.4:νAlgunasνdeνlasνestructurasνsupramolecularesνdelνLPS.νLaνregiónνpolarνdeνlaνmoléculaν

estáνrepresentadaνconνunaνesferaνrojaνyνlaνregiónνhidrofóbicaνconνunνbastónνazul.ν

ν

ParaνelνcasoνdeνLPSνyνlípidoνA,νdebeνconsiderarseνlaνvariaciónνenνlaνestructuraν

químicaνprimaria,νporνejemploνvariacionesνenν laνconformaciónνyνestadoνdeνcargaνdeν laν

cabezaν hidrofílica,ν enν elν patrónν deν acilaciónν yν enν laν longitudν deν laν cadenaν deν

carbohidratos,ν aúnν dentroν deν laν mismaν preparación,ν porν loν tantoν losν valoresν

macroscópicosνmedidosνcorrespondenνaνunνpromedioνdeνunaνmezclaνmicroscópicamenteν

heterogénea.ν Estoν representaν elν principalν impedimentoν paraν elν estudioν deν lasν

propiedadesνfisicoquímicasνdelνLPSν[22],νpudiéndoseνencontrarνresultadosνparcialmenteν

contradictoriosνenνlaνliteratura,νtantoνsobreνestructuraνcomoνsobreνsuνcomportamiento.ν

Paraνmásνdetallesν acercaνdeνparámetrosν fisicoquímicosνyνestructuraν tridimensionalν deν

LPSνyνLípidoνAνpuedenνconsultarseνlasνreferenciasν[17,ν25-29].ν
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ElνconocimientoνdelνvalorνdeνlaνconcentraciónνaνpartirνdeνlaνcualνelνLPSνcomienzaν

aνformarνagregadosνesνfundamentalνparaνelνdesarrolloνdeνensayosνparaνsuνdetección,νasíν

comoν paraν suν caracterizaciónν yν laν deν susν derivados.ν Enν variasν publicacionesν seν hanν

presentadoν estudiosν queν permitieronν estimarν elν valorν deν CMCν paraν LPSν deν distintasν

cepasνbacterianasν[30-33],νasíνcomoνlaνmasaνmolecularνdeνsusνmonómeros.ν

ν

1.1.3ν1.1.3ν1.1.3ν1.1.3ν––––νAcciónνfisiológicaνAcciónνfisiológicaνAcciónνfisiológicaνAcciónνfisiológicaνννν

ν

Cuandoν unν organismoν reconoceν aν unν potencialν patógenoν comoν extraño,ν unν

eficienteν sistemaν deν alertaν disparaν laν respuestaν inmune.ν Esteνmecanismoν esν activadoν

paraνdestruirνalνagenteν invasor,νperoνtambiénνpuede,νsiνesνsobreestimuladoν iniciarνunaν

cascadaνdeνeventosνfisiopatológicosνdenominadoνshockνséptico.ν

Cuandoνlasνendotoxinasνseνadministranνenνformaνintravenosaνproducenνunνefectoν

similarν alν delν inicioν deν laν sepsisν yν porν estaν razónν seν hanν utilizadoν ampliamenteν comoν

modeloν enν humanosν yν animalesν paraν estudiarν elν mecanismoν deν laν sepsisν [34].ν Losν

esfuerzosνactualesνenνsuνinvestigaciónνseνdebenνaνlaνpredominanciaνdeνsuνocurrenciaνyν

laν mortalidadν asociada.ν Seν estimaν queν seν producen,ν soloν enν losν Estadosν Unidos,ν

alrededorν deν 500000ν casosν porν año,ν deν losν cualesν elν 35%ν deν esosν pacientesν noν seν

recuperanν[35].νν

Laνsepsisνseνhaνdefinidoνcomoνlaνˈrespuestaνsistémicaνaνlaνinfecciónˉ[36],νdondeν

laν bacteremia,ν endotoxemia,ν fungemia,ν yν viremiaν másν específicamenteν representanν laν

presenciaν deν bacteriasν viables,ν endotoxinas,ν hongos,ν yν virus,ν respectivamente,ν enν laν

sangre.νElν shockνsépticoνesνelν resultadoν finalνdeν laν sepsisνyνseνhaνdefinidoνcomoνˈunν

estadoν deν perfusiónν tisularν inadecuadaν inducidaν porν productosν microbianosν yν

caracterizadaνporνbajaνpresiónνsanguíneaνyνseñalesνbioquímicasνasociadasνalνdéficitνdeν

oxígenoˉ[37].νLaν respuestaν inflamatoriaν intravascularν generalizadaν causaν laν reducciónν

deν oxígenoν yν deν laν capacidadν deν transporteν deν nutrientesν aν losν órganosν vitalesν

resultandoνenνvasodilatación.νν

Laν introducciónν deν componentesν bacterianosν aν laν circulaciónν sanguíneaν esν

causadaν porν infecciones,ν frecuentementeν infeccionesν hospitalarias,ν debidoν alν usoν

excesivoν deν catéteresν yν otrosν dispositivosν invasivos.ν Estoν ocurreν generalmenteν enν

pacientesν inmunodeprimidosν porν quimioterapias,ν porν transplantes,ν conν enfermedadesν

inflamatoriasνcomoνasíνtambiénνenνpacientesνbajoνtratamientoνporνquemadurasνoνtraumasν

severos.ν
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Laν respuestaν delν organismoν aν laν presenciaν deν endotoxinasν (Figuraν 1.5)ν enν elν

torrenteνsanguíneoνactivaνdosνlíneasνdeνdefensaνdelνsistemaνinmune:νunaνlíneaνhumoralν

(comprendidaνporνelνcomplemento,νanticuerposνyνproteínasνdeν faseνaguda)νyνunaν líneaν

celular,νenνparticularνdeνcélulasνmononuclearesν(monocitosνyνmacrófagos)νyνneutrófilos.ν

νν

ν

ν
Figuraν1.5:Figuraν1.5:Figuraν1.5:Figuraν1.5:νCascadaνdeνeventosνasociadaνconνelνshockνsépticoν[38].ν

ν

Laν respuestaν sensibleν delν sistemaν inmuneν alν LPSν requiereν alν menosν deν dosν

elementosνbioquímicos:νunaνproteínaνqueνloνreconoce,νproteínaνdeνuniónνaνLPSν(LBP,νdelν

inglésνLPS-bindingνprotein)ν[8,ν39-42]νyνunνreceptorνcelularνconocidoνcomoνCD14ν[43,ν

44].νLaνproteínaνdeνuniónνaνLPSνseνproduceνyνsecretaνporνelνhígadoνyνseνacumulaνenν

plasmaνenνconcentracionesν100νvecesνmayoresνqueν loνnormalνalν iniciarseν laνrespuestaν

inmuneνinducidaνporνlaνpresenciaνdeνLPS.νOtroνcomponenteνdeνlaνmembranaνcelular,νelν

TLR2,νactúaνcomoνco-receptorνeνinductorνdeνlaνproducciónνdeνcitoquinas.νLaνactivaciónν

generalizadaνdeνcélulasνdelνsistemaνinmuneνenνrespuestaνaνLPSνresultaνenνlaνliberaciónν

desmedidaνdeνmediadoresνdeν laνrespuestaν inflamatoria:νcitoquinasν(TNF-α,ν IL-1νeν IL-

6),νprostaglandinas,ν interleuquinasνyνespeciesνoxigenadasνreactivas.νEstosνcompuestosν

inducenν vasodilataciónν yν sobreregulaciónν deν moléculasν deν adhesión,ν resultandoν enν laν

liberaciónν desmesuradaν deν neutrófilosν yν monocitosν yν enν laν activaciónν deν linfocitos,ν
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leucocitosν yν célulasν delν endotelio.ν Lasν citoquinasν sonν losνmediadoresν primariosν deν laν

cascadaν deν eventosν queν ocurrenν luegoν deν laν endotoxemia.ν Mediadoresν secundarios,ν

talesνcomoνprostaglandinasνyν leucotrienosν liberadosνporν losνneutrófilosνyνóxidoνnítricoν

producidoν enν grandesν cantidadesν porν monocitosν yν macrófagos,ν jueganν tambiénν unν

importanteν rolν debidoν aν suν potenteν acciónν localν sobreν laν microvasculatura.ν Algunosν

vasosνsanguíneosνseνcontraenνmientrasνqueνotrosνseνdilatanνresultandoνenνunaνanormalν

distribuciónν delν flujoν sanguíneo.ν Ademásν deν laν estimulaciónν deν laν coagulaciónν porν

citoquinas,νelνLPSνinteraccionaνdirectamenteνconνelνsistemaνdeνcoagulaciónνactivandoνlaν

cascadaν deν complementoν yν modificandoν variasν etapasν delν sistemaν deν coagulación.ν Elν

cuadroνclínicoνresultanteνseνdenominaνCoagulaciónνIntravascularνDiseminadaν(DIC).ν

Laν producciónν desmedidaν deν citoquinasν induceν alteracionesν metabólicas,ν

hormonalesν yν neuroendocrinológicas,ν queν sumadoν aν laν anormalν distribuciónν delν flujoν

sanguíneo,νproduceνlaνdisfunciónνdeνlasνcélulasνyνlaνfallaνprogresivaνdeνdistintosνórganosν

importantesν talesν comoν elν cerebro,ν corazón,ν riñón,ν hígadoν yν pulmónν dandoν lugarν aν

cuadrosν clínicosν severosν comoν elν Síndromeν deν Fallaν Multiorgánicoν (MOSF)ν yν elν

SíndromeνdeνDistrésνRespiratorioνAgudoν(ARDS).νν

ν

1.1.4ν1.1.4ν1.1.4ν1.1.4ν––––νUnidadνdeνendotoxinaνestándarνUnidadνdeνendotoxinaνestándarνUnidadνdeνendotoxinaνestándarνUnidadνdeνendotoxinaνestándarνννν

ν

Debidoν aν queν igualν masaν deν cualesquieraν dosν endotoxinasν provenientesν deν

distintasν bacteriasν oν cepas,ν oν aúnν deν diferentesν métodosν deν extracción,ν noν

necesariamenteνposeenνigualνpotenciaνenνcuantoνaνsuνactividadνbiológicaνseνrefiere,νesν

necesarioνestablecerνunaνendotoxinaνestándarνdeνreferenciaνcuyaνpotenciaνseaνconocidaν

enν relaciónν aν susν efectosν enν humanos.ν Seν estableceν entoncesν laν UEν (unidadν deν

endotoxina),νcomoνlaνactividadνdeνunaνendotoxinaνespecíficaν(EC-2)ν[45],νdefinidaνcomoν

laνquintaνparteνdeν laνcantidadνdeνendotoxinaνdeνE.νColiν (EC-2)νrequeridaνparaνgenerarν

unaνrespuestaνpirogénicaνcuandoνesνinyectadaνenνhumanosνyνconejos,νsobreνlaνbaseνdeν

suνpesoνexpresadoνenνkg.νLaνUEνestablecidaνyνdefinidaνcomoν0,2νngνdeνEC-2νexpresaνlaν

actividadν biológicaν deν cualquierν soluciónν enν términosν deν suν similitudν conν laν potenciaν

pirógenaνdeνE.νColi.ν

ν

1.1.5ν1.1.5ν1.1.5ν1.1.5ν––––ννννEnsayoνdeνendotoxinasνbacterianas.νEnsayoνLALEnsayoνdeνendotoxinasνbacterianas.νEnsayoνLALEnsayoνdeνendotoxinasνbacterianas.νEnsayoνLALEnsayoνdeνendotoxinasνbacterianas.νEnsayoνLALνννν

ν

LaνutilizaciónνdelνLALν(LisadoνdeνAmebocitosνdelνLimulusνPolyphemus)νparaν laν

detecciónνdeνendotoxinasνsurgióνdeνlosνestudiosνdeνBangν[46],νalνobservarνunνcuadroνdeν
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coagulaciónν intravascularν fatalν enν elν cangrejoν herradura,νLimulusνPolyphemus,ν bajoν laν

infecciónνporνbacteriasνGram-negativas.νLuego,νLevinνyνBangν[47,ν48]νdemostraronνqueν

laν coagulaciónν eraν elν resultadoν deν laν reacciónν entreν laν endotoxinaν yν unaν proteínaν

coagulableν enν losν amebocitosν delν Limulus.ν Seguidoν delν desarrolloν deν unν agenteν

anticoagulanteν paraν laν sangreν delνLimulus,ν Levinν yνBangν [49]ν prepararonν unν lisadoν aν

partirνdeνamebocitosνqueνpresentabaνunaνelevadaνsensibilidadνfrenteνaν laνpresenciaνdeν

endotoxinas.ν Solumν [50,ν 51],ν Young,ν Levinν yν Prendergastν [52]ν demostraronν queν laν

reacciónν involucradaν entreν laν endotoxinaν yν laν proteínaν coagulableν eraν enzimática.ν Laν

endotoxinaνcatalizaν laνactivaciónνdeνunaνproenzimaν enνelν lisadoνdeν losνamebocitosνdelν

Limulus.ν Laν enzimaν activadaν (coagulasa)ν hidrolizaν enlacesν específicosν dentroν deν laν

proteínaν coagulableν (coagulógeno)ν presenteν enν elν lisado.ν Unaν vezν hidrolizada,ν laν

resultanteνcoagulinaνseνasociaνyνdaνlugarνaνunνgel.νEsteνhechoνdioνorigenνalνmétodoνdeν

determinaciónνLALνdeνgelνenνtuboνyνelνensayoνLALνturbidimétricoν(Figuraν1.6)ν[53,ν54].ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

Figuraν 1.6:Figuraν 1.6:Figuraν 1.6:Figuraν 1.6:ν Reacciónν deν coagulaciónν enν cascadaν enν elν lisadoν deν amebocitosν delν cangrejoν

herradura.νElνFactorνC,νFactorνB,νFactorνGνyνlaνEnzimaνCoagulableνsonνcomponentesνdelνlisadoνdeν

amebocitos.ν

ν

Basadoν enν esteν mismoν principioν seν desarrollóν unν métodoν cromogénicoν [55]ν

dondeν seν agregaν unν sustratoν peptídicoν cromogénicoν incoloroν queν reaccionaν conν elν

coagulógenoν duranteν laν cascadaν deν coagulaciónν delν lisadoν enν presenciaν deν LPS.ν Elν

sustratoνcromogénico,νenνsuνreacciónνconνelνcoagulógenoνliberaνp-nitroanilinaνdeνcolorν

amarillo,ν pudiéndoseνmedirν suν absorbanciaν aν 405ν nm.νTantoν elνmétodoν turbidimétricoν

Endotoxinasν(LPS)Endotoxinasν(LPS)Endotoxinasν(LPS)Endotoxinasν(LPS)

FactorνCFactorνCFactorνCFactorνC
FactorνCFactorνCFactorνCFactorνC

ActivadoActivadoActivadoActivado

FactorνBFactorνBFactorνBFactorνB
FactorνBFactorνBFactorνBFactorνB

ActivadoActivadoActivadoActivado

EnzimaEnzimaEnzimaEnzima

ProcoagulanteProcoagulanteProcoagulanteProcoagulante

FactorνGFactorνGFactorνGFactorνG

ActivadoActivadoActivadoActivado
FactorνGFactorνGFactorνGFactorνG

ββββ(1-3)-Glucanas(1-3)-Glucanas(1-3)-Glucanas(1-3)-Glucanas

EnzimaEnzimaEnzimaEnzima

CoagulanteCoagulanteCoagulanteCoagulante

SustratoSustratoSustratoSustrato

CromogénicoCromogénicoCromogénicoCromogénico

ODν545νnmODν545νnmODν545νnmODν545νnm

EnzimaEnzimaEnzimaEnzima
CoagulableCoagulableCoagulableCoagulable
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comoνelν cromogénicoνpermitenνestimacionesν cuantitativas,νmientrasν queν elνmétodoνdeν

gelνenνtuboνseνempleaνcomoνensayoνlímiteνoνsemicuantitativo.ν

Elνmétodoν tieneνunaν importanteνvariabilidad,ν requiereνensayosνdeνconfirmaciónν

deνsensibilidadνdelνlisadoνyνdeνinhibiciónνoνintensificación.νPorνotraνparteνesνcostoso,νnoν

soloν porν elν requerimientoν deν personalν entrenadoν paraν laν realizaciónν delν ensayo,ν sinoν

tambiénν debidoν aν losν pasosν queν seν requierenν paraν laν preparaciónν delν reactivo,ν queν

involucraνdesdeνlaνcapturaνdelνcangrejoνhastaνlaνpurificaciónνdelνlisado.νν

Laνprincipalνventajaνdelνmétodoνesνsuνaltaνsensibilidadνyνbajoνlímiteνdeνdetección.ν

Losν proveedoresν aseguranν queν valoresν tanν bajosν comoν 0,03,ν 0,005ν yν 0,001ν UEνmL-1ν

puedenν detectarseν conν elνmétodoν deν gelν enν tubo,ν elν cromogénicoν yν elν turbidimétrico,ν

respectivamente,νaunqueνnoνrecomiendanνelνusoνdeνconcentracionesνmenoresνaν0,01νUEν

mL-1νenνlaνcurvaνdeνcalibraciónν[56-58].ν

ElνensayoνLALνestáνaprobadoνporνlaνFederalνDrugνAdministrationν(FDA)νparaνlaν

determinaciónν deν endotoxinasν enν bañosν deν diálisis,ν inyectables,ν suerosν yν dispositivosν

médicos.ν Sinν embargo,ν dadaν suν variabilidad,ν recomiendaν anteν resultadosν dudosos,ν laν

realizaciónνdelνensayoνenνconejos,νdondeνlaνadministraciónνdeνendotoxinasνenνsangreνdaν

lugarνaνunνcuadroνfebrilν[59].ν

ν

1.1.6ν1.1.6ν1.1.6ν1.1.6ν––––νMoléculasνdeνuniónνaνLPSνMoléculasνdeνuniónνaνLPSνMoléculasνdeνuniónνaνLPSνMoléculasνdeνuniónνaνLPSνννν

ν

Alν ingresarν alν torrenteν sanguíneo,ν elν LPSν puedeν causarν shockν séptico,ν dandoν

lugarνalνdañoνdeνlosνórganosνprincipales,νyνenνelν60%νdeνlosνcasosνllevandoνaνlaνmuerte.ν

Porν loν tanto,ν elν desarrolloν deν procedimientosν paraν suν detoxificaciónν esν deν sumaν

importanciaν yν urgencia.ν Losν avancesν recientesν enν elν descubrimientoν deν moléculasν

capacesν deν neutralizarν endotoxinasν seν haν centradoν enν péptidosν conν laν propiedadν deν

unirseνalνLPSνyνneutralizarνsusνefectosνtóxicos.νEstosνpéptidosνsonν laνpolimixinaνBν[3,ν

60-66]νyνsusνpéptidosνsintéticosνderivadosν[67,ν68],νyνtambiénνfragmentosνdeνproteínasν

capacesνdeνunirseν alνLPS,ν entreν lasν queνpodemosνcitar,ν LBPν [8,ν 69],νLALFν [41,ν 69],ν

TALFν [70],ν BPIν [69,ν 71]ν yν CAP37ν [72]ν entreν otros.ν Otrasν moléculas,ν comoν losν

anticuerposν antiendotoxinasν [65,ν 73,ν 74],ν tambiénν hanν demostradoν tenerν estasν

propiedades.νννννν

Elνusoνdeνestosνagentesνnoνseνlimitaνsoloνalνdesarrolloνdeνprocedimientosνparaνlaν

detoxificaciónνoνremociónνdeνendotoxinas,νsinoνqueνtambiénνencuentranνsuνaplicaciónνenν

procedimientosν preventivos,ν enν sistemasν capacesν deν detectarν muyν bajasν

concentracionesνdeνendotoxinas.ν
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1.1.6.1ν1.1.6.1ν1.1.6.1ν1.1.6.1ν––––νAnticuerposνantiendotoxinasνAnticuerposνantiendotoxinasνAnticuerposνantiendotoxinasνAnticuerposνantiendotoxinasνννν

ν

DadoνqueνelνlípidoνAνesνunνelementoνestructuralνcomúnνaνtodasνlasνendotoxinas,ν

presentaν bajaν variabilidadν yν representaν suν centroν endotóxicamenteν activo,ν esteν

segmentoνdelνLPSν fueνconsideradoνelνobjetivoν idealνparaν laνgeneraciónνdeνanticuerposν

queν puedanν reaccionarν conν muchosν LPSν serológicamenteν distintos.ν Siν bien,ν estosν

anticuerposν anti-lípidoν Aν reaccionaronν conν unaν extensaν variedadν deν lípidosν Aν

provenientesνdeνbacteriasνdeνdistintoνorigen,νmostraronνmuyνbajaν afinidadνconνLPS,ν oν

seaν conν lípidoν Aν conteniendoν laν porciónν polisacáridaν [65,ν 74],ν ademásν deν unirseν

inespecíficamenteν aν unν amplioν rangoν deν ligandosν hidrofóbicosν comoν porν ejemploν

lipoproteínasν[3,ν12].ν

Enν laνactualidad,νelνdesarrolloνdeνvacunasνparaνbacteriasνGram-negativasνyνdeν

sistemasνdeνdetoxificaciónνdeνLPSνbasadosνenνanticuerposνseνcentraνenνlaνutilizaciónνdeν

laν regiónν sacáridaν delν LPSν [75-81].ν Enν esteν caso,ν laν problemáticaν surgeν enν laν altaν

variabilidadνqueνexisteν enν laν regiónνdelν antígenoνOνentreνdistintasν bacteriasν eν inclusoν

distintosν serotiposν deν unaν mismaν bacteria.ν Siν bien,ν estoν limitaν suν aplicaciónν aν unaν

bacteriaν oν LPSν específicoν [12,ν 65]ν permiteν obtenerν anticuerposν conν unaν elevadaν

afinidadνporνunνpatógenoνdeterminado.νν

OtrasνestrategiasνinmunoterapéuticasνincluyenνelνbloqueoνdeνlaνuniónνdelνLPSνalν

CD14νconνanticuerposνanti-CD14νoνanti-LBPν[82-86].ν

ν

1.1.6.2ν1.1.6.2ν1.1.6.2ν1.1.6.2ν––––νProteínasνdeννProteínasνdeννProteínasνdeννProteínasνdeνgranulocitosνdeνgranulocitosνdeνgranulocitosνdeνgranulocitosνdeνuniónνaνLPSuniónνaνLPSuniónνaνLPSuniónνaνLPSνννν

ν

Enνelν cursoνdeνunaν infecciónνporνbacteriasνGram-negativas,νelνexcesoνdeνLPSν

generadoν esν responsableν deν causarν shockν yν fallaν orgánicaν múltiple.ν Aν laν fecha,ν lasν

terapiasν aplicadasν paraν neutralizarν efectivamenteν suν toxicidadν hanν sidoν limitadas.ν Lasν

proteínasν deν uniónν aν LPSν derivadasν delν sistemaν inmuneν delν hospedadorν puedenν

funcionarν correctamenteν comoν moduladoresν deν laν actividadν biológicaν delν LPS.ν Talesν

proteínasνseνencuentranνenνunaνvariedadνdeνfuentes,νincluyendoνelνsuero,ν laνmembranaν

celularν deν lasν célulasν delν hospedador,ν amebocitos,ν yν enν insectos.ν Estaν secciónν seν

centraráν enν aquellasν proteínasν deν uniónν aν LPSν presentesν enν losν granulocitosν

lisosomales:νBPIν(proteínaνqueνaumentaνlaνpermeabilidadνbactericida),νCAP57,νCAP37νyν

CAP18ν (proteínasν antimicrobianasν catiónicas),ν LZMν (lisozima),ν LFν (lactoferrina)ν yν

catepsinaνG.νννννν

ν
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1.1.6.2.1.1.6.2.1.1.6.2.1.1.6.2.1ν1ν1ν1ν––––ννννPPPProteínaroteínaroteínaroteínaνqueνaumentaνlaνpermeabilidadνbνqueνaumentaνlaνpermeabilidadνbνqueνaumentaνlaνpermeabilidadνbνqueνaumentaνlaνpermeabilidadνbactericidaactericidaactericidaactericidaν(BPI)ν(BPI)ν(BPI)ν(BPI)νννν

ν

BPIνesνunaνproteínaνcatiónicaνdeνmasaνmolecularν55νkDaνqueνestáνlocalizadaνenν

losν granulocitosν deν losν neutrófilosν [39].ν Laν proteínaν seν uneν aν laν superficieν deν lasν

bacteriasν Gram-negativas,ν alterandoν laν permeabilidadν deν laν membranaν yν causandoν laν

muerteν celularν [87].ν Lasν característicasν molecularesν determinantesν deν suν actividadν

específicaν estánν presentesν dentroν delν fragmentoν N-terminalν deν unosν 25ν kDa.ν Estaν

porciónν aisladaν deν BPIν esν unν potenteν neutralizadorν deν endotoxinasν conν indicaciónν

terapéuticaν enν sepsisν porν meningococos.ν Laν potenciaν deν neutralizaciónν deν esteν

fragmento,ν asíν comoν laν deν laν proteínaν completaν esν similarν paraν LPSν lisoν yν LPSν deν

distintosν mutantesν (carentesν deν laν regiónν antígenoν O).ν Esteν fragmentoν N-terminalν

exhibeνdosνcaracterísticasνestructurales:νa)νUnνelevadoνcontenidoνdeν residuosνbásicosν

estáνconcentradosνenνestaνregiónν(Laνcargaνnetaνesν+17),νb)νHidrofobicidad.νLaνprimeraν

posibilitaν unaν fuerteν atracciónν electrostáticaν conν losν sitiosν aniónicosν enν laν regiónν delν

lípidoνAνyνelνnúcleoνsacáridoνdelνLPSνyνlaνúltimaνfacilitaνlaνinteracciónνhidrofóbicaνconνlaν

regiónνdelνlípidoνAν[88,ν89].ν

ν

1.1.6.2.2ν1.1.6.2.2ν1.1.6.2.2ν1.1.6.2.2ν––––ννννProteínasνantimicrobianasνcatiónicasProteínasνantimicrobianasνcatiónicasProteínasνantimicrobianasνcatiónicasProteínasνantimicrobianasνcatiónicasν(CAP)ν(CAP)ν(CAP)ν(CAP)νννν

ν

Estasνproteínasνdifierenνsustancialmenteνenνsuνmasaνmolecularν(57νkDa,ν37νkDaν

yν18νkDa),νcomposiciónνdeνaminoácidosνyνactividadνantimicrobiana.νLasνcaracterísticasν

deνlaνproteínaνdeνmayorνmasaνmolecularνsonνsimilaresνaνlaνBPIνhumanaν[39].νν

Elν mecanismoν deν acciónν deν CAP57ν [90,ν 91]ν esν similarν alν mecanismoν deν laν

polimixinaνBν(secciónν1.1.6.3.4).νCAP37νademásνdeνposeerνpropiedadesνantimicrobianas,ν

poseeν actividadν deν quimioatracciónν específicaν deν monocitosν [92,ν 93].ν Laν homologíaν

entreνCAP37νconν laνelastasaνyνcatepsinaνGνsugiereνunνmecanismoνdeνacciónνanálogoνyν

unaνfuerteνinteracciónνconνelνLPS.ν

CAP18ν esν unaν proteínaν aisladaν originalmenteν deν granulocitosν deν conejoν yν

recientementeνidentificadaνenνhumanos.νEstáνformadaνporν142νresiduosνyνtieneνunνpesoν

molecularν aproximadoν deν 18ν kDa.ν Laν proteínaν estáν compuestaν porν dosν dominios:ν unaν

porciónνN-terminalνcuyaνfunciónνnoνseνconoceνyνunνfragmentoνC-terminalνqueνpresentaν

propiedadesν deν uniónν aν LPS.ν Esteν fragmentoν presentaν tambiénν actividadν bactericidaν

contraνbacteriasνGram-negativasνyνGram-positivas.νν

ννν

ν
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1.1.6.2.3ν1.1.6.2.3ν1.1.6.2.3ν1.1.6.2.3ν––––νLisozimaν(LZM)νLisozimaν(LZM)νLisozimaν(LZM)νLisozimaν(LZM)νννν

ν

Laν lisozimaν esν unaν enzimaν catiónicaν deν bajaν masaν molecularν conν propiedadesν

bacteriolíticasν mediadasν porν laν hidrólisisν delν peptidoglicanoν deν laν paredν celularν

bacteriana.νEnνelνserνhumanoνseνhallaνpresenteνenνaltasνconcentracionesνenνlasνlágrimasν

yνenνmenorνcantidadνenνlaνsalivaνyνelνplasmaνyνsoloνenνtrazasνenνlaνorina.νEnνlosνtejidos,ν

seνhallaνprincipalmenteνenνlosνpulmones,νriñonesνyνenνlaνsangre.νTambién,νseνhaνhalladoν

queν laν LZMν seν uneν alν LPSν yν neutralizaν suν endotoxicidadν yν suν actividadν

inmunofarmacológicaν[94-97].νLaνuniónνdelνLPSνaνlaνLZMνnoνestáνcaracterizadaνporνunν

soloνsitioνdeνunión,νsinoνmúltiplesνsitiosνdeνuniónνconνdistintasνafinidades.νDeνestaνforma,ν

laνuniónνaνlaνenzimaνdependeνtantoνdelνtiempoνcomoνdeνlaνtemperatura.νElνmecanismoνdeν

uniónνtambiénνseνveνafectadoνporνelνpH,νviéndoseνfavorecidoνaνpHνácido.νSinνembargo,ν

unaν vezν formadoν elν complejoνmolecular,ν tantoν losν cambiosν deν pHν comoν losν deν fuerzaν

iónicaνnoνafectanνsuνintegridad.νEstoνsugiereνqueνlaνinteracciónνinicialνestáνmediadaνporν

interacciónνiónicaνyνluegoνlaνestabilizaciónνdelνcomplejoνseνlograνbajoνinteraccionesνdeν

tipoνhidrofóbicas.νEsteνtipoνdeνmecanismoνesνanálogoνalνdescriptoνparaνBPI.ννν

ν

1.1.6.2.4ν1.1.6.2.4ν1.1.6.2.4ν1.1.6.2.4ν––––νLactoferrinaν(LF)νLactoferrinaν(LF)νLactoferrinaν(LF)νLactoferrinaν(LF)νννν

ν

Laνlactoferrinaνesνunaνglicoproteínaνmonoméricaνnoνhémicaνdeνuniónνaνhierroνdeν

80νkDaνpresenteνenνgranulocitosνdeνneutrófilos,νasíνcomoνenνleche,νlágrimas,νyνsuero.νElν

efectoν bacteriostáticoν relativoν aν laν inhibiciónν deν laν multiplicaciónν bacteriana,ν estáν

relacionadoν aν suν habilidadν deν captarν Fe3+ν queν esν esencialν paraν elν crecimientoν yν

expresiónνdeνvirulenciaνdeνalgunosνagentesνpatógenosν[98-100].νElνefectoνbactericidaν

radicaνenνlaνcapacidadνdeνlaνlactoferrinaνdeνinteraccionarνconνcationesνdivalentesνcomoν

elν Ca2+ν queν contribuyenν aν estabilizarν laν superficieν bacterianaν yν conν componentesν

bacterianosνconνcargaνnegativaνcomoνelνlipopolisacárido.νDichaνinteracciónνdesorganizaν

yν desestabilizaν laν superficieν celularν causandoν laν pérdidaν deν laν permeabilidadν yν

finalmenteνlaνmuerteνcelularν[100,ν101].ν

ν

1.1.6.2.5ν1.1.6.2.5ν1.1.6.2.5ν1.1.6.2.5ν----ννννCCCCatepsinaνGatepsinaνGatepsinaνGatepsinaνGνννν

ν

Laν catepsinaν Gν esν unaν proteasaν tipoν quimiotripsinaν queν poseeν actividadν

antimicrobianaνtantoνparaνbacteriasνGram-negativasνcomoνGram-positivasνyνhongos.νElν

puntoνisoeléctricoνdeνlaνcatepsinaνGνesνmayorνaν12,5,νyνestaνpropiedadνfísicoquímicaνesν



ν

DesarrolloνdeνunνEnsayoνCompetitivoνparaνlaνDetecciónνdeνEndotoxinasν

ν
ν

ν16ν

importanteν paraν laν actividadν antimicrobianaν deν laν proteínaν asíν comoν paraν suν fuerteν

interacciónνconνelνLPSν[102].νν

ν

1.1.6.3ν1.1.6.3ν1.1.6.3ν1.1.6.3ν––––ννννOtrasνmoléculasνdeνOtrasνmoléculasνdeνOtrasνmoléculasνdeνOtrasνmoléculasνdeνuniónνaνLPSuniónνaνLPSuniónνaνLPSuniónνaνLPSνννν

ν

Enν elν marcoν delν diseñoν deν nuevasν estrategiasν preventivasν yν terapéuticasν seν

incluyeν elν desarrolloν oν descubrimientoν deν unaν serieν deν moléculasν queν presentanν unaν

fuerteνcapacidadνeνuniónνaνLPSνprovenientesνdeνdistintasνfuentesνuνorganismos.ννν

ν

1.1.6.3.1ν1.1.6.3.1ν1.1.6.3.1ν1.1.6.3.1ν––––νProteínaνdeνuniónνaνLPSν(LBP)νProteínaνdeνuniónνaνLPSν(LBP)νProteínaνdeνuniónνaνLPSν(LBP)νProteínaνdeνuniónνaνLPSν(LBP)νννν

ν

Enνcirculación,νelνLPSνseνuneνaνlaνLBP,νglicoproteínaνmiembroνdeνlaνsuperfamiliaν

deν proteínasν queν unenν yν transfierenν fosfolípidos.ν Laν LBPν circulaν enν plasmaν deν

mamíferosν asociadaν aν lasν lipoproteínasν deν altaν densidadν (high-densityν lipoproteins,ν

HDL)νyνsuνconcentraciónνincrementaν100νvecesνenνplasmaνduranteνlaνrespuestaνdeνfaseν

aguda.ν Estaν proteínaν presentaν unν sitioν deν uniónν paraν elν lípidoν Aν yν participaν enν laν

respuestaνcelularνdelνLPS,νmediandoν laνdesagregaciónνdeνagregadosνsupramolecularesν

deνLPSνparaνformarνelνcomplejoνLPS-LBP.νDeνestaνmaneraνparticipaνenνlaνpresentaciónν

delν LPSν aν losν receptoresν CD14mν (Figuraν 1.5)ν asociadosν aν membrana,ν presentesν enν

célulasν mieloidesν incluyendoν monocitosν yν neutrófilos,ν iniciándoseν asíν laν activaciónν

celularνconνlaνsubsiguienteνliberaciónνdeνcitoquinasν(IL-1,νIL-6νyνTNF-α).νν

Porν otroν lado,ν elν complejoν LPS-LBPν seν uneν aν lasν lipoproteínasν plasmáticasν

resultandoν enν laν detoxificaciónν delν LPSν [103,ν 104].ν Seν haν demostradoν queν laν LBPν

incrementaν laν incorporaciónνaν lasνHDLνdeνmonómerosνdeνLPS,νyaνseaνdesdeνsuν formaν

micelarνoνdeνcomplejosνLPS-CD14sνporνunνprocesoνenνelνcualνlasνmoléculasνdeνLPSνsonν

intercambiadasνporνfosfolípidos.ννν

ν

1.1.6.3.2ν1.1.6.3.2ν1.1.6.3.2ν1.1.6.3.2ν––––νFactorννFactorννFactorννFactorνLimulusLimulusLimulusLimulusννννaaaantintintinti----LPSν(LALFνLPSν(LALFνLPSν(LALFνLPSν(LALFνooooνENP)νENP)νENP)νENP)ν

ν

Enν 1982,ν fueν identificadoν enν losν amebocitosν deν laν hemolinfaν delν Limulus,ν unν

anticoagulanteν queν inhibeν laν cascadaν deν coagulaciónνmediadaν porν LPS.ν Debidoν aν esteν

efecto,νseνloνllamóνFactorνLimulusνanti-LPSν(LALF).νResultadosνexperimentalesνinνvivoν

eνinνvitroνindicanνqueνLALFνseνuneνyνneutralizaνLPSνdeνnumerosasνyνdiferentesνcepasνdeν

bacteriasν Gram-negativasν [105].ν Esteν factorν fueν aisladoν yν caracterizado.ν Esν unaν



ν

1ν-νIntroducciónν

ν
ν

� 17ν

proteínaν deν puntoν isoeléctricoν 10,2ν yν pequeñaν queν constaν deν unaν únicaν cadenaν

polipeptídicaνdeν101νaminoácidos,νconνunaνmasaνmolecularνdeνaproximadamenteν12νkDa.ν

Laνproteínaνexhibeνunνúnicoνdominioνqueνconsisteνdeν3να-hélicesνempaquetadasν

frenteνaνunaνláminaνplegadaνβνformadaνporν4νhebrasν(Figuraν1.7).νLasνhebrasν2νyν3νdeνlaν

láminaνplegadaνrecorrenνelνlargoνdeνlaνproteínaνformandoνunνlazoνanfifílicoνenνformaνdeν

cuña.ν Estasν hebrasν estánν unidasν porν unν puenteν disulfuroν queν cierraν elν cicloν (entreν laν

cisteínaν31νyν52)ν[41,ν106].νEsteνlazoνinvolucraνelνsitioνdeνuniónνalνLPS.νν

ν

ν

ν
Figuraν 1.7:Figuraν 1.7:Figuraν 1.7:Figuraν 1.7:ν Representaciónν esquemáticaν deν LALFν conν losν extremosν deν laν estructuraν

secundariaν numerados.ν Lasν hélicesν seν muestranν comoν tirabuzones,ν lasν hebrasν comoν

flechasν yν losν enlacesν disulfurosν comoν cuerdasν amarillas.ν Losν distintosν tonosν enν rojoν

(aminoácidosν 2-30,ν 92-101ν yν 72)ν indicanν laν superficieν negativamenteν cargadaν deν laν

estructuraνdelνLALF.νLosνdistintosνtonosνenνazulν(aminoácidosν31-91)νindicanνlaνsuperficieν

positivamenteνcargada.νElνlazoνanfifílicoνincluyeνaνlosνaminoácidosν32-50ν[106].ν
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Laν secuenciaν deν aminoácidosν paraν elν LALFν fueν dilucidadaν yν usadaν comoν baseν

paraν laν síntesisν delν genν clonadoν enν E.ν Coliν yν luegoν expresadoν comoν suν formaν

recombinanteν (rENPν oν rLALF)ν enν Saccharomycesν yνPichiaν pastorisν obteniéndoseν unaν

proteínaν deν 12.2ν kDaν conν unν puntoν isoeléctricoν deν 8.5ν queν neutralizaν laν actividadν

biológicaν deν LPS.ν Estaν proteínaν contieneν 105ν aminoácidos,ν puestoν queν adiciona,ν

respectoν deν laν proteínaν natural,ν laν secuenciaν deν aminoácidosν Glu-Ala-Glu-Alaν aν suν

porciónνN-terminalν[107].ν

LaνdistribuciónνdeνlaνcargaνsuperficialνdelνLALFνesνbipartitaν(Figuraν1.7)ν[106]:ν

laνsuperficieν izquierdaν inferiorνcontieneν losν6νgruposνácidosνyνningúnνgrupoνbásico.νLaν

superficieνderechaνsuperiorνcontieneνsoloνgruposνbásicos.νPorνloνtanto,νaνpHνneutro,ν laν

moléculaνactúaνcomoνunνdipolo.νLosν residuosνcargadosνpositivamenteνapuntanνhaciaνelν

mismoνladoνfavoreciendoνelνacercamientoνdelνLPSνporνfuerzasνelectrostáticasνentreνsusν

gruposν fosfatoν yν losν gruposν aminosν deν losν aminoácidos.ν Porν otroν lado,ν losν residuosν

hidrofóbicosνquedanνcontenidosνenνelνinteriorνdeνlaνproteína,νsiendoνlosνresponsablesνdeν

estabilizarνelνcomplejoνporνfuerzasνdeνvanνderνWaalsνconνlasνcadenasνarílicasνdelνLPS.νν

�

1.1.6.3.3ν1.1.6.3.3ν1.1.6.3.3ν1.1.6.3.3ν––––νFactorνCνFactorνCνFactorνCνFactorνCνννν

ν

Elν Factorν Cν activaν laν cascadaν deν coagulaciónν delν lisadoν deν amebocitosν delν

Limulus.ν Puedeν existirν comoνcadenaν simpleν conν unaνmasaνmolecularν estimadaνdeν 123ν

kDaν oν comoν dobleν cadena.ν Contieneν unaν serieν deν dominiosν estructurales,ν 3ν deν losν

cuales,νlocalizadosνenνlaνporciónνN-terminal,νexhibenνunaνaltaνafinidadνporνelνLPS.νEstosν

dominiosν sonν Sushiν 1,ν Sushiν 2ν yν Sushiν 3.ν Seν unenν alν LPSν cooperativamente,ν conν

constantesνdeνdisociaciónνdelνordenνdeν10-12νMν[108].ν

ν

1.1.6.3.4ν1.1.6.3.4ν1.1.6.3.4ν1.1.6.3.4ν––––νPolimixinaνBνPolimixinaνBνPolimixinaνBνPolimixinaνBνννν(PmB)(PmB)(PmB)(PmB)νννν

ν

LasνinvestigacionesνdeνlasνinteraccionesνentreνelνLPSν(oνlípidoνA)νyνoligopéptidosν

fueronν motivadasν aν partirν delν hallazgoν queν laν polimixinaν Bν (PmB),ν unν antibióticoν

peptídicoν catiónicoν cíclico,ν seν uneν alν lípidoν Aν [109]ν conν unaν constanteν aparenteν deν

disociaciónν enν elν intervaloν delν micromolarν [110]ν neutralizandoν suν patogenisidad.ν Laν

acciónνdelνantibióticoνpuedeνatribuirseνaνsuνcapacidadνdeνalterarνlaνmembranaνcelularνdeν

laνbacteriaν[111].νLaνpolimixinaνEν(PmE)νdifiereνenνsoloνunνaminoácidoνenνlaνposiciónν6ν

yνposeeνfuncionesνbiológicasνsimilares.νDesafortunadamente,νPmBνesνtóxicoνyνnoνpuedeν

serν empleadoν paraν terapia.ν Sinν embargo,ν seν laν utilizadaν ampliamenteν enν laν industriaν
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biotecnológicaνcomoν ligandoνenνcolumnasνdeνafinidadν[14]νyνseνcomercializaνparaνusoν

clínicoνenν cartuchosνdeνhemoperfusiónνextracorporalν (ˈToraymyxinˉ,νTorayν Industriesν

Inc.,νTokio).ν

AνpartirνdeνlosνestudiosνsobreνlaνestructuraνyνfunciónνbiológicaνdeνlaνPmB,νseνhanν

sintetizadoν péptidosν queν imitanν suν estructuraν primariaν yν secundariaν yν poseenν laν

capacidadν deν unirseν yν detoxificarν alν LPSν oν lípidoν Aν [68].ν Variosν factoresν sonν

responsablesνdeνlaνcapacidadνdeνuniónνdelνpéptidoνalνlípidoνA,νincluyendoνlaνnaturalezaν

anfifílicaν yν catiónicaν deν laν estructuraν primaria,ν elν tamañoν deν laν estructura,ν yν laν

conformaciónνdelνpéptido.νLaνestructuraνdeν laνpolimixinaνBνhaνsidoνdeterminadaνenνsuν

formaνlibreνyνunidaνaνlípidoνAν[63].νEnνelνcomplejoν lípidoνA–PmBνlosνgruposνcarboniloν

formanνunaνsuperficieνpolarνsobreνunaνcaraνdeνlaνporciónνcíclicaνdelνpéptido,νlaνcualνseν

encuentraν sobreν laν estructuraν glicosídicaν hidrofílicaν delν lípidoν A,ν yν laν parteν linealν

conteniendoν laν cadenaν hidrocarbonadaν delν péptido,ν seν ubicaν paralelaν aν lasν cadenasν

acílicasν delνLípidoνA,ν loν cualν constituyeν laν baseν deν laν interacciónνhidrofóbicaνentreνelν

péptidoν yν elν LPS.ν Losν gruposν γ−NH2ν deν losν residuosν Dabν (α,γ-ácidoν diaminobutírico)ν

apareadosν(Dab3/Dab4νyνDab7/Dab8)νformanνunaνuniónνiónicaνbidentadaνconνlosνgruposν

fosfatoνdelνlípidoνA.ν

ν

1.2ν1.2ν1.2ν1.2ν––––νSelectividadνquímicaνyνreconocimientoνmolecularνSelectividadνquímicaνyνreconocimientoνmolecularνSelectividadνquímicaνyνreconocimientoνmolecularνSelectividadνquímicaνyνreconocimientoνmolecularνννν

ν

Elν términoν reconocimientoν molecularν esν unν términoν adoptadoν deν laν químicaν

biológica,ν enν algunosν casosν utilizadoν enν elν áreaν deν sensoresν paraν describirν procesosν

químicosν deν transducciónν basadosν enν selectividad.ν Laν selectividadν esν unν términoν

bastanteνmásνamplioνqueνelνreconocimientoνmolecularνyνpuedeνalcanzarseνenνprocesosν

químicosν noν relacionadosν conν procesosν biológicos.ν Enν unν sentidoν bioquímico,ν elν

reconocimientoνmolecularνperteneceνaνunaνinteracciónνaltamenteνespecíficaνqueνimplicaν

laν formaciónν deν enlacesν porν complementaridadν yν funcionesν biológicasν [112].ν Laν

complementaridadνestructuralνesνelνresultadoνdeνmúltiplesνenlacesνdébiles,νporνejemplo,ν

uniónνpuenteνdeνhidrógeno,νiónico,νyνvanνderνWaals,νlosνcualesνenνconjuntoνdanνlugarνaν

unaνevidenteνinteracciónνglobalνfuerte.νDeνestaνforma,νelνanalitoνseνuneνfuertementeνalν

sitioνactivoνdeνunaνenzima,νunνantígenoνseνuneνfuertementeνaνunaνregiónνapropiadaνdeνunν

anticuerpoν complementarioν oν unν receptorν celularν daν origenν aν suν funciónν biológicaν aν

partirν delν reconocimientoν molecularν deν unaν sustanciaν químicaν específica,ν talν comoν laν

aperturaνdeνunνcanalνiónico,νexocitosis,νoνtransmisiónνneuronal.ννν
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Paraνelνdiseñoνdeνmuchosνbiosensores,νelνreconocimientoνmolecularνbiológicoνseν

utilizaνenνelνpasoνdeνtransducciónνquímica.νLasνmoléculasνbiológicasν inmovilizadas,νporν

ejemplo,ν enzimas,ν anticuerpos,ν células,ν yν tejidos,ν exhibenν enν esosν dispositivosν suν

funciónνbiológicaνproductoνdeνlaνinteracciónνmolecularνaνtravésνdeνunionesνespecíficas.ν

Enν otrosν sensores,ν particularmenteν enν aquellosν dondeν laν transducciónν químicaν estaν

basadaν enν laν selectividadν deνmoléculasν noν biológicas,ν elν reconocimientoνmolecularν noν

necesariamenteν formaνparteνdeν laνselectividadνdelνdispositivo.νLaνuniónνmetal-ligando,ν

particiónν entreν fases,ν yν exclusiónν porν tamañoν oν carga,ν sonν algunosν ejemplosν deν

mecanismosνdeνselectividadνnoνbasadosνenνreconocimientoνmolecular.ν

ν

1.2.1ν1.2.1ν1.2.1ν1.2.1ν––––νInmunoensayosνInmunoensayosνInmunoensayosνInmunoensayosνννν[113][113][113][113]νννν

ν

Losνinmunoensayosνsonνunaνtécnicaνanalíticaνqueνutilizaνanticuerposνenνlaνetapaν

deν reconocimientoν específicoν deν unν analito.ν Lasν principalesν característicasν queν seν leν

atribuyenνaνesteνtipoνdeνensayosνsonνsuνsensibilidad,νselectividad,νsencillez,νrapidezνyν

bajoνcosto.νEstasνcaracterísticasνhicieronνqueνlosν inmunoensayosνseνconviertanνenνunaν

deνlasνcontribucionesνtecnológicasνmásνproductivasνaν laνmedicinaνyνlaνinvestigaciónνenν

cienciasνdeνlaνsalud.ν

Lasνcaracterísticasνúnicasνdeνlosνinmunoensayosνprovienenνdeνtresνpropiedadesν

importantesνqueνposeenνlosνanticuerpos:ν1)νSuνhabilidadνdeνunirseνaνunaνgranνvariedadν

deν analitosν químicosν naturalesν yν sintéticos,ν biomoléculas,ν célulasν yν virus.ν 2)ν

Especificidadν excepcionalν porν laν sustanciaν aν laν cualν cadaν anticuerpoν seν une.ν Estoν

permiteν determinarν laν presenciaν deν unaν moléculaν específicaν enν presenciaν deν otrasν

similaresν yν enν concentracionesν muyν bajasν (10-12ν M).ν 3)ν Laν fuerzaν deν uniónν entreν elν

anticuerpoνyνsuνanalitoνespecífico.νEsteνtipoνdeνinteracciónνprevaleceνduranteνlosνpasosν

deνprocesamientoνyνmedición.νν

Laν fuerzaν deν uniónν primariaν entreν elν anticuerpoν yν elν antígenoν esν iónicaν

(interacciónνdeνlargoνalcance),νoperandoνsobreνdistanciasνdelνordenνdeνlosν10νnm.νLuegoν

laνexclusiónνdelνaguaνdeνhidrataciónνpermiteνlaνformaciónνdeνenlacesνhidrógenoνyνaνunaν

distanciaνdeν0,5-0,15νnm,ν lasν fuerzasνdeνvanνderνWaalsν (interacciónνdeνcortoνalcance)ν

entreν dipolosν sobreν átomosν adyacentesν seν vuelvenν másν importantesν yν fortalecenν laν

unión.νLaνfuerzaνdeνuniónνentreνlasνdosνespeciesνpuedeνserνdescriptaνporνsuνconstanteν

deνequilibrio,νKeq.νValoresνdeνKeqνtípicamenteνseνencuentranνenνelνintervaloνdeν10
6ν–ν1012ν

M-1.ν
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Laν cantidadν deν configuracionesν queν puedeν adoptarν unν inmunoensayoν esν

ciertamenteνenorme,νinclusoνunaνvezνelegidoνelνtipoνdeνinmunoensayoνesνposibleνelegirν

entreν variosν formatos,ν cadaν unoν deν losν cualesν conν susν propiasν característicasν deν

rapidez,νsencillezνyνsensibilidad.νAlgunasνdeν lasνconfiguracionesνrelacionadasνconνesteν

trabajoνdeνtesisνseνdescribiránνmásνadelante.ννν

ν

1.2.11.2.11.2.11.2.1.1ν.1ν.1ν.1ν––––νEnsayoνinmunométricoνEnsayoνinmunométricoνEnsayoνinmunométricoνEnsayoνinmunométricoνννν[113][113][113][113]νννν

ν

Elν inmunoensayoν másν simpleν deν entenderν esν elν diseñoν inmunométrico.ν Elν

anticuerpoνinmovilizadoνsobreνunaνsuperficieνdeνplásticoν(talνcomoνpoliestireno)νcapturaν

alνanalitoνdeνlaνmuestra,νyνunνanticuerpoνdiferente,νespecíficoνdeνalgunaνotraνparteνdeνlaν

moléculaν deν analitoν seν utilizaν comoν baseν paraν laν generaciónν deν laν señal.ν Esteν últimoν

anticuerpoν estáν marcado,ν porν ejemplo,ν conν unν isótopoν radioactivo.ν Luegoν deν laν

incubaciónνparaνpermitirνqueνlosνanticuerposνseνenlacenνalνanalito,νseνlavaνelνanticuerpoν

marcadoν noν unido.ν Laν etapaν finalν delν ensayoν involucraν laν mediciónν deν laν señalν

correspondiente,νsiendoνenνesteνejemploνunaνmedidaνdeνradioactividad.νLaνseñalνseráνenν

consecuenciaνproporcionalνaνlaνconcentraciónνdeνanalitoνenνlaνmuestra.ν

Elνcomponenteνmarcadoνdelνensayoνseνdenominaνmarcador.νAlνanalitoνalνcualνelν

anticuerpoνseνuneνespecíficamenteνseν loνdenominaνantígeno.νLaνremociónνeficienteνdelν

marcadorν noν unidoν esν unaν parteν críticaν delν ensayo,ν conocidaν comoν separación.ν Elν

materialνsobreνelνcualνelνanticuerpoνseνuneνdeνformaνirreversibleνesνlaνfaseνsólida.νDadoν

queν losν anticuerposν formanν unν sándwichν alrededorν delν analito,ν losν ensayosν

inmunométricosνsonνtambiénνdenominadosνensayosνtipoνsándwichν(Figuraν1.8).νν

Elνensayoνpuedeνutilizarνdistintosνtiposνdeνmarcadores,νporνejemploνunaνenzimaν

enν lugarν deν unν isótopoν radioactivo.ν Lasν enzimas,ν conν suν sustratoν apropiado,ν puedenν

utilizarseν paraν generarν colorν oν crearν productosν fluorescenciaν oν quimioluminiscentes.ν

Cadaνmoléculaνdeνenzimaνpuedeνconvertirνmuchasνmoléculasνdeνsustrato,νloνqueνproveeν

unν sistemaν deν generaciónν deν señalν muyν sensible.ν Estaν configuraciónν deν ensayoν seν

conoceνcomoνELISAν(DelνinglésνEnzyme-linkedνImmunosorbentνAssay).ν

Lasν enzimasν empleadasν enν inmunoensayosν debenν cumplirν unaν serieν deν

requisitos,νentreν losνcualesνseνdestaca:ν1)νPoseerνunaνelevadaνactividadνespecífica.ν2)ν

Serνcompatibleνconνunνamplioνintervaloνdeνmediosνdeνreacciónνyνcondicionesνdeνensayoν

(pH,ν fuerzaν iónica,ν etc.).ν 3)ν Serν fácilmenteν conjugable.ν 4)ν Poseerν unaν bajaν uniónν

inespecíficaν alν anticuerpoν yν aν laν faseν sólida.ν Existeν unν granν númeroν deν enzimasν queν
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cumplenνestosνrequisitos.νAlgunosνejemplosνsonνlaνperoxidasaνdeνrábanoνpicanteν(HRP)ν

yνlaνfosfatasaνalcalinaν(AP).ν

ν

ν

ν

Figuraν1.Figuraν1.Figuraν1.Figuraν1.8888::::νEsquemaνdeνunνensayoνinmunométrico.ν

ν

1.2.1.1.2.1.1.2.1.1.2.1.2222νννν––––νEnsayoννEnsayoννEnsayoννEnsayoνcompetitivocompetitivocompetitivocompetitivoνννν

ν

Enν elν ensayoν inmunométrico,ν elν analitoν tieneν queν serν suficientementeν grandeν

comoνparaνpoderνunirseνsimultáneamenteνaν2νanticuerpos,νademásνdeνposeerν2νsitiosνdeν

reconocimientoνdistintos,νloνcualνnoνesνsiempreνposible.ν

ν

ν

νννν
Figuraν1.Figuraν1.Figuraν1.Figuraν1.9999::::νEsquemaνdeνunνinmunoensayoνcompetitivo.ν

ν

Unνdiseñoνdistintoνpuedeνimplementarseνdondeνsoloνseνrequiereνunνanticuerpoνyν

elνmarcadorνcorrespondiente,νqueνnoνesνunνsegundoνanticuerpoνsinoνqueνesνelν analitoν

marcadoνconνunaνespecieνfluorescente,νradioactivaνoνunaνenzima,νalνcualνseνloνdenominaν

conjugado.ν Esteν tipoν deν diseñoν deν inmunoensayoν seν denominaν inmunoensayoν

competitivoν(Figuraν1.9).νElνconjugado,νqueνesνelνqueνproduceνelνprocesoνmedible,νdebeν
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conservarν laν capacidadν deν interacciónν conν laν biomoléculaν deν reconocimiento.ν Losν

ensayosνcompetitivosνestánνampliamenteνdesarrolladosνenν laνbibliografíaν comoνunν tipoν

especialνdeνinmunoensayosν[113].ν

Enνesteνensayo,νelνanticuerpoνinmovilizadoνseνponeνenνcontactoνsimultáneamenteν

conν elν conjugadoν yν elν analito,ν losν cualesν compitenν porν losν sitiosν deν uniónν deν losν

anticuerpos.νLuegoνdeνunaνetapaνdeνlavado,νseνmideνlaνseñalνgeneradaνporνelνconjugado.ν

Paraνaltasνconcentracionesνdeνanalitoνseν lograνunirνpocoνconjugadoνyν laν señalνesνmuyν

baja,ν mientrasν queν paraν muyν bajasν concentracionesν deν analito,ν unaν granν cantidadν deν

conjugadoν estáν unidoν yν laν señalν esν máxima.ν Laν cantidadν deν conjugadoν queν seν uneν alν

anticuerpoν inmovilizado,ν yν porν endeν laν señal,ν esν inversamenteν proporcionalν aν laν

concentraciónνdeνanalitoνenνlaνmuestra.ν

ν

1.2.2ν1.2.2ν1.2.2ν1.2.2ν––––νEnsayosνdeνreconocimientoνnoνinmunológicosνEnsayosνdeνreconocimientoνnoνinmunológicosνEnsayosνdeνreconocimientoνnoνinmunológicosνEnsayosνdeνreconocimientoνnoνinmunológicosνννν

ν

Enνlosνinmunoensayos,νlaνcaracterísticaνfundamentalνesνlaνbioafinidad,νestoνes,νlaν

uniónνdelνanalitoνconνelνligando,νsinνimportarνlaνnaturalezaνdelνligando.νEstoνhaceνposibleν

elνreemplazoνdeνlosνanticuerposνporνotrasνmoléculasνconνaltaνafinidadνporνelνanalito.νEnν

algunosν casos,ν estosν ensayosν surgenν debidoν aν laν necesidadν deν ensayosν paraν

multiespecies,νqueνnoνpuedenν llevarseνaνcaboνconνanticuerposνdebidoνaν laνausenciaνdeν

sitiosν antigénicosν comunesν paraν distintasν especiesν noν relacionadas,ν yν porν loν tantoν

empleanνreceptoresνespecíficosνnoνinmunológicos.νAνestosνensayosνseνlosνconoceνcomoν

ELSAν(DelνinglésνEnzyme-linkedνSorbentνAssay).νLaνseñalνseνgeneraνdeνlaνmismaνformaν

yaνdescriptaνparaνlaνconfiguraciónνdelνELISA.νν

Otraνdeνlasνmoléculasνqueνseνpuedenνaplicarνaνesteνtipoνdeνconfiguracionesνsonν

ciertosν oligonucleótidosν conν afinidadν porν unaν moléculaν enν particularν denominadosν

aptámeros.νEstasνmoléculasν tiendenν aν reemplazarν aν losν anticuerpos,ν tantoνenν técnicasν

separativasνcomoνdeνdiagnóstico.νLosνaptámerosνsonνoligonucleótidosν(ADNνóνARN)νconν

laνcapacidadνdeνunirseνconνaltaνafinidadνyνespecificidadνaνunνextensoνnúmeroνdeνanalitosν

talesνcomoνdrogas,νproteínasνuνotrasνmoléculasνorgánicasνeνinorgánicasνconνconstantesν

deνafinidadνcomparablesνaνlaνuniónνantígeno-anticuerpoν(10-6ν–ν10-12νM)ν[114,ν115].νν

Estosνmismosνconceptosνtambiénνpuedenνaplicarseνalνdesarrolloνdeνsistemasνdeν

detecciónνdeνanalitosνespecíficosνbasadosνenνensayosνcompetitivos.νν

ν

ν

ν
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1.3ν1.3ν1.3ν1.3ν––––νTransducciónνelectroquímicaνTransducciónνelectroquímicaνTransducciónνelectroquímicaνTransducciónνelectroquímicaνννν

ν

Laν palabra,ν transductor,ν provieneν deν laν palabraν enν latínν transducere,ν queν

significaν ˈllevarν oν guiarν aν travésˉ.ν Laν funciónν analíticaν deν unν transductorν esν guiarν aν

travésνdeνlaνinformaciónνquímicaνsobreνelνanalitoνdeνmodoνqueνéstaνpuedaνserνprocesadaν

comoν unaν señalν eléctricaν paraν laν adquisiciónν deν informaciónν eν interpretación.ν Porν

ejemplo,νunνfototuboνtransduceνlaνluzνenνunaνseñalνeléctricaνqueνpuedeνserνtomadaνporν

unν registradorν oν unaν computadora.ν Estoν representaν unν procesoν deν transducciónν deν

energíaν típicoν deν cualquierν métodoν instrumental.ν Otroν tipoν deν procesos,ν comoν laν

transducciónν químicaν involucranν laν conversiónν deν informaciónν delν dominioν químicoν alν

dominioνeléctrico.νDentroνdeνlosνtiposνdeνtransducciónνquímicaνseνincluyenνelνmonitoreoν

ion-selectivo,νreaccionesνcatalizadasνenzimáticamente,νuniónνinmunoquímica,νyνlaνuniónν

complementariaνdeνoligonucleótidos.νννν

Comoνseνhaνintroducidoνanteriormente,νenνinmunoensayosνseνutilizanνmarcadoresν

deν formaν talν deν poderν detectarν laν reacciónν entreν elν ligandoν yν elν receptor.ν Esosν

marcadoresν puedenν serν radioisótopos,ν enzimas,ν fluoróforos,ν etc.ν Elν usoν deν enzimasν

comoνmarcadoresν proveeν unν sistemaν deν generaciónν deν señalν muyν sensibleν dadoν queν

cadaνmoléculaνdeνenzimaνpuedeνconvertirνmuchasνmoléculasνdeνsustrato.νSiνduranteνelν

procesoν deν laν reacciónν enzimáticaν seν generanν oν consumenν especiesν electroquímicasν

comoν electrones,ν ionesν oν compuestosν conν estadosν deν oxidaciónν variables,ν puedeν

realizarseνunaνdetecciónνdeνtipoνelectroquímica,νyaνseaνconductimétrica,νpotenciométricaν

oν amperométrica.ν Laν detecciónν amperométricaν involucraν mantenerν elν potencialν delν

electrodoνdeν trabajo,νqueνrepresentaν tantoνelν transductorνparaν laνdetecciónνenzimáticaν

comoνelνsoporteνdondeνseνinmovilizaνelνreceptorνbiológico,νyνdeterminarνlaνcorrienteνqueν

circula.νGeneralmenteνseνmideνlaνrespuestaνdeνlaνoxidaciónνoνreducciónνdelνproductoνoν

sustratoν deν laν enzima.ν Laν mayorν parteν deν losν electrodosν utilizadosν enν ensayosν deν

reconocimientoνmolecularν estánν basadosν enν elν usoν deν enzimasν oxidoreductasasν comoν

marcadores.ν Estasν enzimasν contienenν centrosν redoxν queν cambianν duranteν laν reacciónν

bioquímica.νLasνoxidasasνyνlasνdeshidrogenasasνsonνenzimasνdeνesteνtipo.νLasνenzimasν

redoxνpuedenνserνclasificadasνsegúnνlaνnaturalezaνdelνgrupoνprostéticoνasociado;νflavina,ν

quinona,νhemoνoνcobre.νDentroνdeνlasνoxidasas,νlaνperoxidasaνdeνrábanoνpicanteν(HRP)ν

esνdeνparticularνinterésνenνelνmarcoνdeνestaνtesis.ν

Salvoνalgunasνexcepcionesν[116],ν laν transferenciaνdirectaνdeνelectronesνdesdeν

elνelectrodoνaνlasνoxidoreductasasνesνunνprocesoνineficiente.νLaνdificultadνseνdebeνaνlaν

localizaciónνdelνcentroνelectroactivoνmuyνinmersoνenνlaνestructuraνdeνlaνenzimaνoνdebidoν
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alνefectoνsuperficialνrelacionadoνaνlaνadsorciónνyνorientaciónνdeνlaνmacromolécula.νEsteν

inconvenienteν seν puedeν superarν utilizandoν unν cosustratoν intermediario,ν denominadoν

mediador.ν Losν mediadoresν difusionalesν sonν moléculasν queν puedenν transportarν yν

transferirν losν electronesν producidosν oν consumidosν porν laν acciónν enzimática,ν entreν elν

electrodoν yν elν centroν redoxν deν laν enzima.ν Deν estaν formaν seν puedeν determinarν laν

actividadνdeνlaνenzimaνaνtravésνdeνlaνseñalνdelνmediador.νν

Elν mediadorν tambiénν juegaν unν rolν importanteν respectoν deν laν eliminaciónν delν

efectoν deν depleciónν deν oxígenoν sobreν laν señalν deν losν sistemasν basadosν enν

oxidoreductasasνconvirtiéndoseνenνelνcosustratoνsustitutoνparaνlasνoxidasas.νν

Unνmediadorνapropiadamenteνelegidoνllegaráνsimultáneamenteνalνequilibrioνentreν

ambos,ν elν biocomponenteν yν elν electrodo.ν Laν transferenciaν deν electronesν ocurriráν alν

potencialν delν mediadorν sinν elν requisitoν deν unν elevadoν sobrepotencialν paraν elν

biocomponente.νν

Variosν deν losν mediadoresν másν utilizadosν enν dispositivosν enzimáticosν

amperométricosνcorrespondenνaνcomplejosνmetálicosνdeνhierro,νosmioνyνrutenio.νOtrosν

tambiénν ampliamenteν utilizadosν sonν quinonas,ν hidroquinonaν yν 1,4-benzoquinonaν porν

ejemplo.νν

ν

N

N

N

OOH

N

N

N

N

N

N

N

Os+

Cl

BA

Os+

Cl

ν

ν

Figuraν 1.Figuraν 1.Figuraν 1.Figuraν 1.10101010::::ν Estructuraν deν losνmediadoresν solublesν empleadosν enν

estaνtesis.νA)ν[Os(bpy)2pyCl]
+.νB)ν[Os(bpy)2Cl(pyCOOH)]

+.νννν

ν

Elν usoν deνmediadores,ν paraν superarν laν incapacidadν deν laν enzimaν deν transferirν

electronesνenνformaνdirectaνaνlaνsuperficieνdelνelectrodo,νpresentaνvariasνalternativas;νlaν

inmovilizaciónνdelνmediadorνsobreνlaνsuperficieνdelνelectrodo,νlaνinmovilizaciónνconjuntaν

delνmediadorνyνlaνenzimaνenνlaνsuperficieνdelνelectrodo,νoνinclusoνlaνuniónνcovalenteνdelν

mediadorνaνlaνenzimaν[117-121].ν
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Enνesteνtrabajoνdeνtesisνseνutilizóνelνmediadorνredoxνsolubleν[Os(bpy)2pyCl]
+.νEnν

elνdesarrolloνdeνunνensayoνcompetitivoνutilizandoνLPS-biotinaν[122]νseνimplementóνunν

mediadorνrédoxνsimilar;ν[Os(bpy)2Cl(pyCOOH)]
+ν(Figuraν1.10).ν

ν

1.4ν1.4ν1.4ν1.4ν––––νPeroxidasaνdeνrábanoνpicanteννPeroxidasaνdeνrábanoνpicanteννPeroxidasaνdeνrábanoνpicanteννPeroxidasaνdeνrábanoνpicanteνisoenzimaνCνisoenzimaνCνisoenzimaνCνisoenzimaνCν(HRP(HRP(HRP(HRP----CCCC))))νννν

ν

Lasν peroxidasasν sonν hemoenzimasν extracelularesν queν puedenν encontrarseν enν

plantas,ν participanν enν laν regulaciónν delν crecimientoν yν laν diferenciaciónν celular,ν laν

polimerizaciónν deν componentesν deν laν paredν celularν yν laν oxidaciónν deν metabolitosν

secundariosν esencialesν importantesν enν lasν reaccionesν deν defensa.ν Deν todasν lasν

peroxidasas,ν laνmásνestudiadaνesνlaνperoxidasaνdeνrábanoνpicanteν(HRP).νAlrededorνdeν

40ν isoenzimasνhanνsidoνdetectadasνaνpartirνdeνpreparacionesνcomercialesν impuras.νEnν

términosν prácticos,ν laνmayorν parteν deν losν trabajosν experimentalesν seν centranν enν soloν

tresνisoenzimas:νisoenzimaνAν(ácida);νisoenzimaνCν(neutraνoνligeramenteνbásica),νyνunaν

HRPν fuertementeν básicaν [123].ν Estaν isoenzimaν haν sidoν denominadaν cianoperoxidasaν

dadoν queν seν aíslaν deν plantasν comoν unν complejoν ciano-férricoν [124].ν Deν estasν tresν

isoenzimas,ν laν másν estudiadaν esν laν isoenzimaν Cν yν justamenteν esν laν isoenzimaν queν seν

utilizaνenνestaνtesis.νDeνaquíνenνadelanteνlaνdescripciónνseνcentraráνenνHRP-C.ν

LaνHRP-Cνconsisteνenν308νresiduosνdeνaminoácidos.νElνextremoνN-terminalνestáν

bloqueadoνporνunνresiduoνdeνpirrolidínνcarboxílico.νElνextremoνC-terminalνcorrespondeν

aνunνresiduoνdeνserina.νElνgrupoνprostéticoνhemoν(hierro-porfirina)νestáνunidoνaνtravésν

deν laν posiciónν deν coordinaciónν 5ν delν Feν (III)ν aν laν cadenaν lateralν deν imidazolν deν laν

histidinaν70.νAmbos,ν laνhistidinaνpróximaνyνunνresiduoνhistidinaνdistanteνsituadoνdentroν

delνentornoνdelνenlaceνpuenteνdeνHνdelν ligandoνH2Oνcumplenνunνrolν fundamentalνenν laν

actividadν catalítica.ν Existenν ochoν cadenasν lateralesν neutrasν deν carbohidratosν unidasν aν

travésνdeνresiduosνdeνAsnν13,ν57,ν158,ν186,ν198,ν214,ν250νyν268,νyνhayνcuatroνpuentesν

disulfurosν entreν losν residuosν deν Cysν 11-91,ν 44-49,ν 97-301ν yν 177-209.ν Laν enzimaν

poseeν dosν ionesνCa2+ν porνmolécula.ν Laν estabilidadν térmicaν deν laν enzimaν disminuyeν alν

removerνelνCa2+.νLosνionesνCa2+νcontribuyenνaνlaνestabilidadνestructuralνenνlaνregiónνdelν

sitioνactivoν[125].νSiνbienνnoνparticipanνenνelνmecanismoνcatalítico,νsuνremociónνcausaν

unaν perturbaciónν enν laν vecindadν delν hemo,ν loν cualν produceν unaν disminuciónν deν laν

actividadν enzimática.ν Losν residuosν deν aminoácidosν poseenν unaνmasaν deν 33890νDa,ν elν

grupoνhemoν550,5νDa,νyνlosνdosνionesνCa2+ν80νDa,νresultandoνenνunaνmasaνmolecularνdeν

34520νDa.νLaνregiónνoligosacáridadeνcorrespondeνalν18ν%νdeν laνenzima,ν resultandoνenν

unaνmasaνmolecularνtotalνparaνlaνHRP-Cνdeν42100νDaν[126].νννν
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Elνespectroνdeνabsorciónνdeνlaνenzimaνenνaguaνseνcaracterizaνporνunaνbandaνdeν

absorciónνintensaνaν403νnm,νcorrespondienteνaνlaνbandaνSoretνdelνgrupoνhemo,νconνunν

coeficienteν deν absorciónν molarν deν 102000ν M-1cm-1ν [127].ν Laν enzimaν esν estableν aν

temperaturaνambienteνenνunνintervaloνdeνpHνentreν5νyν10.νν

Lasν peroxidasasν catalizanν laν oxidaciónν deν unν extensoν númeroν deν sustratosν

orgánicosνporνperóxidoνdeνhidrógenoνyνporνperóxidosνorgánicos.ν

ν

1.4.1ν1.4.1ν1.4.1ν1.4.1ν––––νActividadνcatalíticaνActividadνcatalíticaνActividadνcatalíticaνActividadνcatalíticaνννν

ν

Elνcicloνcatalíticoνdeν laνHRPνseνmuestraνenν laνFiguraν1.11.νE1OXνyνE2OXν sonν losν

estadosνoxidadosνdeνlaνferriperoxidasaνnativaν(E),νusualmenteνdenominadosνcompuestosν

Iν yν II,ν respectivamente.ν Qν esν elν sustratoν reductorν yν Pν esν laν contraparteν oxidada.ν Elν

primerν pasoν correspondeν aν unaν transferenciaν rápidaν deν oxígenoν delν peróxidoν deν

hidrógenoνaνlaνporfirinaνférricaν(FeIII)νdeνlaνHRPν(formalmenteνunaνoxidaciónνdeν2e-)νparaν

formarν elν intermediarioν catiónν πν radicalν hemoν oxiferrilν ([FeIV=O]•+)ν E1OXν (estadoν deν

oxidaciónν formalν delν hierro:ν +V)ν yν agua.ν Enν elν segundoν paso,ν elν catiónν radicalν deν laν

porfirinaνdelνcompuestoν Iν seν reduceνporνQν (procesoνdeν1e-)νparaνdarνelν intermediarioν

oxiferrilνE2OXν(estadoνdeνoxidaciónνformalνdelνhierro:ν+IV)νyνelνproductoνP.νEnνelνúltimoν

paso,ν laνenzimaνvuelveνaνsuνformaνnativaν(E)νmedianteνunνprocesoνqueνinvolucraν1e-νyν

2H+.νE2OXνseνreduceνporνunaνsegundaνmoléculaνQνparaνdarνunνsegundoνequivalenteνdeνPν

yνagua.νUnνesquemaνdelνcicloνcatalíticoνdeνlaνenzimaνmásνdetalladoνyνunaνdiscusiónνmásν

completaνpuedenνencontrarseνenν[128].νν

ν

ν

νννν

Figuraν1.1Figuraν1.1Figuraν1.1Figuraν1.11111::::νEsquemaνsimplificadoνdelνcicloνcatalíticoνdeνlaνHRP.νH2O2νesνelνsustratoν

deν laν enzima,ν Qν esν elν cosustratoν yν Pν elν producto.ν Abajoν delν cicloν seν indicanν laν

estructuraνdelνcentroνredoxνdeνlaνenzimaνenνsusνdistintosνestadosνdeνoxidación.ν

ν
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Laν respuestaν electroquímicaν permiteν sensarν laν concentraciónν deν H2O2ν enν

solución.ν Seν puedeν obtenerν unaν altaν sensibilidadν aν potencialesν dondeν laν directaν

reducciónν delν peróxidoν esν despreciable,ν dadoν queν laν respuestaν electroquímicaν seν veν

incrementadaνporν lasνpropiedadesνcatalíticasνdeν laνenzima.νAlternativamente,νseνpuedeν

utilizarν laνmismaν respuestaν comoν unaνmedidaν deν laν presenciaν deν laν enzima,ν deν nuevoν

haciendoνusoνdeν laνventajaνqueνproveenν lasνpropiedadesνcatalíticasνdeν laνmisma.νEsteν

comportamientoν propulsaν elν usoν deν laν enzimaν enν elν desarrolloν deν microelectrodosν

basadoν enνHRPν [129-131],ν dispositivosν amperométricosνmultienzimáticosν [132,ν 133],ν

inmunoensayosν[134,ν135],νetc.ννν

ν

1.1.1.1.5555νννν––––νAntecedentesνAntecedentesνAntecedentesνAntecedentesνννν

ν

1.1.1.1.5555.1ν.1ν.1ν.1ν––––νSistemasνdeνdeteccióνSistemasνdeνdeteccióνSistemasνdeνdeteccióνSistemasνdeνdetecciónνdeνendotoxinasnνdeνendotoxinasnνdeνendotoxinasnνdeνendotoxinasνννν

ν

Laν sepsisν severaνesν unaν frecuenteνyν complejaν amenazaνvital,ν queν comprometeν

másν deν 18ν millonesν deν personasν alν añoν aν nivelν mundial,ν loν queν equivaleν

aproximadamenteνaν1.400νpersonasν fallecidasνporνdía,ν cifraνequivalenteνaν laνpoblaciónν

totalνdeνDinamarca,νFinlandia,νIrlandaνyνNoruegaνsumadas.ν

Porνsuνcausa,νcadaνañoνmuerenνmásνdeν135000νpacientesνenνEuropaνyν215000ν

pacientesν enν Estadosν Unidosν [136],ν cifraν similarν aν laν asociadaν alν infartoν agudoν deν

miocardio,ν siendoν laν sepsisν severaν laν causaνmásν frecuenteν deνmuerteν enν unidadesν deν

terapiaν intensivaν noν coronaria.ν Estaν incidenciaν puedeν serν aunν másν elevada,ν siν

consideramosν queν lasν muertesν sonν atribuidasν frecuentementeν aν complicacionesν delν

cáncerν oν laν neumonía,ν yν noν específicamenteν aν laν sepsis.νTodosν estosν datosνmuestranν

queν laνmortalidadνglobalνdeν losνpacientesνsépticosνoscilaνentreνelν28νyνelν50ν%νdentroν

delνprimerνmesνdelνdiagnóstico,νsiendoνcomparableνaνlaνtasaνdeνmortalidadνhospitalariaνaν

30ν díasν queν enν 1960ν presentabanν losν pacientesν internadosν porν infartoν agudoν deν

miocardio.νOtroνdatoνnoνmenosνpreocupanteνesνqueνelνnúmeroνdeνsepsisνseverasνcreceν

anualmenteν aν unaν tasaν deν 1,5ν %ν porν año,ν loν queν sumaν unν millónν adicionalν deν casosν

anualesνsóloνenνEstadosνUnidosνparaνelνañoν2020.ν

Frenteνaνestosνdatosνquedaνclaroνqueνlaνsepsisνesνunνsíndromeνcomplejo,νdifícilν

deνdefinir,νdiagnosticarνyνtratar.νSeνcaracterizaνporνunνabanicoνdeνcondicionesνclínicasν

causadasνporνlaνrespuestaνsistémicaνdelνorganismoνfrenteνaνunaνinfección,νqueνdeνllegarν

aν sepsisν severaν seν acompañaνdeνdisfunciónνyν fallaν orgánicaνdeνunoν oνvariosν sistemasν
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llevandoνaνlaνmuerteνenν laνmitadνdeν losνcasos.νLaνfaltaνdeνclarasνdefinicionesνhaceνdelν

diagnósticoνyνmanejoνdeνlaνsepsisνunνdesafíoνclínico.νν

Laν sepsisν puedeν iniciarseν porν unaν liberaciónν masivaν deν lipopolisacáridoν

provenienteνdeν laν paredν celularν deνbacteriasνGram-negativas,ν elν cualν activaν enν formaν

inapropiadaν elν sistemaν inmuneν innatoν [137].ν Actualmente,ν elν ensayoν enzimáticoν delν

lisadoν deν amebocitosν delν Limulusν Polyphemusν (LAL)ν seν utilizaν ampliamenteν enν laν

detecciónνyνcuantificaciónνdeνendotoxinasνenνmuestrasνclínicasνyνnoνclínicas.νLaνformaν

másνsencillaνdeνensayoνLALνesνelνensayoνenνgelν[53,ν54].νTambiénνexistenνdosνtécnicasν

adicionales:ν elν ensayoνLALν turbidimétricoν yν elν ensayoνLALν cromogénicoν [55],ν siendoν

ambasν técnicasν cinéticas.ν Siν bien,ν estasν dosν últimasν versionesν delν testν LALν sonν másν

sensiblesνyνprecisasνqueνsuνpredecesorνtambiénνpresentanνciertasνlimitaciones.ννννννν

Laνmayorνdebilidadνdelνensayoνenνgelνesνsuνbajaνprecisiónν(laνconcentraciónνdeν

endotoxinasν entreν dosν dilucionesν consecutivasν usualmenteν varíaν enν unν ordenν deν

magnitud),ν susceptibilidadν alν errorν humanoν (elν reconocimientoνdeν laν formaciónνdelν gelν

dependeνdeνlaνinterpretaciónνdelνanalista),νyνunνconsiderableνrequerimientoνdeνtiempoνdeν

ensayoν (debenν realizarseν variasν dilucionesν paraν determinarν laν concentraciónν deν

endotoxina).νLosνensayosνturbidimétricoνyνcromogénico,νaunqueνposeenνmayorνprecisiónν

yν sonνmásν rápidosνqueν elν ensayoνenν gel,ν noνpuedenνutilizarseνenν fluidosν conν turbidezν

inherenteνtalesνcomoνlaνsangreνyνlíquidosνconνtinteνamarillo,νej.νlaνorina,νyνsuνdesempeñoν

puedeνverseνcomprometidoνporνcualquierνposibleνprecipitación.νPorνotroνlado,νcomoνtodoν

ensayoν enzimático,ν elν ensayoν LALν esν muyν sensibleν peroν altamenteν susceptibleν aν losν

cambiosνdeνtemperaturaνyνpH.νMásνaún,νalgunosνderivadosνdeνcarbohidratosνtalesνcomoν

β-glicanosνtambiénνreaccionanνpositivamenteνenνesteνensayoν[138].νν

Debidoν aν laν elevadaν toxicidadν delν LPSν yν aν laν búsquedaν deν alternativasν aν lasν

distintasν variantesν delν ensayoν LAL,ν existeν unν esfuerzoν enν elν desarrolloν deν sistemasν

específicosν deν detecciónν deν LPSν queν puedanν serν capacesν deν detectarloν enν pequeñasν

cantidades.νSiνbienνenνlosνúltimosνañosνseνhanνpropuestoνalgunosνmétodosνalternativos,ν

elνvolumenνdeνpublicacionesνenνestaνáreaνesνlimitado,νenνcontrasteνconνlaνrelevanciaνdelν

temaνaνnivelνmundial.νν

Paraνcomprenderνlaνrelaciónνentreνlaνestructuraνyνlaνfunciónνdeνlipopolisacáridos,ν

seν requierenν métodosν deν exploraciónν rápidosν yν sensibles.ν Elν problemaν generalν enν laν

detecciónν deν LPS,ν porν ejemploν conν detectoresν ópticosν convencionalesν (UV/Vis,ν

fluorescencia)νesν laνcarenciaνdeνgruposνópticamenteνactivosνenνsuνestructuraνquímica.ν

Porνotroν lado,ν elνLPSν tampocoνpresentaν comportamientoνelectroactivoνqueνpermitaν suν

detecciónν directaν porν técnicasν electroquímicasν clásicas.ν Además,ν elν panoramaν seν
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complicaν teniendoν enν cuentaν queν losν lipopolisacáridosν poseenν unaν fuerteν tendenciaν aν

formarνagregadosνdeνaltaνmasaνmolecularνenνsolucionesνacuosasν[31].νAνpesarνdeνtodosν

estosν aspectos,ν algunosν trabajosν hanν introducidoν unaν variedadν deν alternativasν aν laν

detecciónνdeνendotoxinas.νEnνelνañoν2001,νunνmétodoν interesanteνfueνpublicadoνdondeν

utilizandoν laνpropiedadνfotoluminiscenteνdelνsilicioνporosoνseνpodíaνdistinguirνbacteriasν

Gram-negativasνdeνGram-positivasν[139].νElν sensorν involucrabaν laνmodificaciónνdeν laν

superficieν conν unν receptorν sintéticoν (tetratriptofano-ter-cicloν pentano,ν designadoν

TWTCP)ν paraν lípidoν A.ν Deν estaν forma,ν enν presenciaν delν lisadoν deν laν bacteriaν seν

evidenciabaνunν corrimientoνenν laν longitudνdeνondaνdelνpicoνdeν fotoluminiscencia.νEsteν

corrimientoνpresentabaνdiferentesνmagnitudesνenνfunciónνdelνtipoνdeνbacteriaνensayadaν

conνunaνsensibilidadνcercanaνaν1,7νɆgνdeνbacteriaνlisada.νBrockνyνcolaboradoresν[140]ν

desarrollaronνunνmétodoνbasadoνenνlaνdesactivaciónνdeνlaνfluorescenciaνdeνunνderivadoν

peptídicoνdeνCD14νfuncionalizadoνenνsusνterminalesνcarboxiνyνaminoνconνfluoresceínaνyν

unν derivadoν deν laν rodaminaν (Tamra)ν respectivamente.ν Enν laν presenciaν deν LPS,ν elν

derivadoν peptídicoν fluorescenteν deν CD14ν evidenciaν unν cambioν conformacionalν

disminuyendoν laν desactivaciónν deν laν fluorescencia,ν pudiéndoseνmedirν laν fluorescenciaν

resonanteνdeνtransmisiónνdeνenergíaν (FRET).νConνesteνdiseñoν losνautoresν informanνunν

límiteν deν detecciónν cercanoν aν 150ν nM.ν Ongν yν colaboradoresν [141],ν porν suν parte,ν

desarrollaronν unν sistemaν basadoν enν elν usoν deν sensoresνmagnetoelásticosν [142,ν 143],ν

dondeνlaνrespuestaνfrecuencia-amplitudνseνmodificaνcomoνunaνfunciónνdeνlaνviscosidadν

deν suν ambiente.ν Aplicandoν esteν conceptoν pudieronν establecerν unaν formaν sencillaν yν

reproducibleνdeνdetectarνlaνformaciónνdelνgelνcorrespondienteνalνensayoνLALνenνgel.νSiν

bienνelνmétodoνminimizaνlaνsusceptibilidadνalνerrorνhumano,νsigueνasociadoνaνlaνquímicaν

delνensayoνLALνyνconνelloνaνsusνlimitaciones.ν

Otrosν gruposν deν investigaciónν abordaronν laν problemáticaν aplicandoν elν usoν deν

técnicasν separativasν comoν laν electroforesisν yν laν cromatografíaν gaseosa.ν Kilárν yν

colaboradoresν[144],νapoyándoseνenνelνhechoνdeνqueνlaνhemoglobinaν(Hb)νdaνlugarνaνlaν

formaciónνdeν complejosν conνelνLPS,ν pudieronνevaluarν elν contenidoνdeνendotoxinasνenν

muestrasνacuosas,νconνunνlímiteνdeνdetecciónνcercanoνaν50νɆgνmL-1,νporνelectroforesisν

capilarν monitoreandoν laν longitudν deν ondaν aν 405ν nm,ν dondeν laν hemoglobinaν poseeν suν

máximoν deν absorciónν enν elν intervaloν visible.νTambién,ν esteνmismoν grupoν haν obtenidoν

resultadosνsimilaresνmedianteνelνusaνdeνelectroforesisνenνmicrochipsν[145].νBindingνyν

colaboradoresν[146]νanalizaronνmuestrasνacuosasνyνaéreasνdeνLPS,νprevioνtratamientoν

hidrolíticoν yν derivatizaciónν deν losν ácidosν grasosν conν trifluoracetamidas,ν porν



ν

1ν-νIntroducciónν

ν
ν

� 31ν

cromatografíaν gaseosaν acopladaν conν detecciónν porν espectrometríaν deν masaν pudiendoν

accederνaνlímitesνdeνdetecciónνdeν5νngνdeνLPSνporνmuestra.ννννν

Enνelνáreaνdeνlaνelectroquímicaνtambiénνseνhanνaportadoνalgunasνalternativasνaνlaν

detecciónνdeνendotoxinas.νEnνelνañoν2007,νKatoνyνcolaboradoresν[147],νpublicaronνunν

dispositivoνbasadoνenνlaνinteracciónνdeνunνderivadoνelectroactivoνdelνácidoνborónicoνyνlaν

regiónν sacáridaν delν LPS,ν elν cualν enν conjuntoν conν unaν enzimaν inmovilizadaν enν laν

superficieνdelνelectrodo,νlaνDiaforasaν(Dp),νproveeνdeνlaνplataformaνdeνdetección.νSiνbienν

seνobtieneνunνlímiteνdeνdetecciónνaceptable,ν50νngνmL-1,νposeeνlaνlimitaciónνinherenteνdeν

lasν interferenciasν queν puedanν ocasionarν otrosν hidratosν deν carbono.ν Previoν aν laν

publicaciónνdeνesteνartículo,νenνelνañoν2005νnuestroνgrupoνdeνinvestigaciónνpresentóνunν

sistemaν deν detecciónν deν lipopolisacáridoν basadoν enν unν ensayoν competitivoν

amperométricoν [148].ν Enν esteν trabajo,ν unaν superficieν deν oroν funcionalizadaν conν unaν

proteínaνdeνreconocimientoνdeνLPS,νENP,νpermiteνllevarνaνcaboνunνensayoνcompetitivoν

entreν unν derivadoν deν LPSν conν HRP,ν LPS-HRP,ν yν LPSν provenienteν deν laν muestraν aν

analizar.νDeνestaνforma,νlaνcompetenciaνentreνelνconjugadoνLPS-HRPνyνelνLPS,νporνlosν

sitiosνdeνreconocimientoνespecíficoνdeνLPSνenνlaνsuperficieνdelνelectrodo,νdaνlugarνaνlaν

disminuciónνdeνlaνcorrienteνamperométricaνaνmedidaνqueνlaνconcentraciónνdelνLPSνenνlaν

muestraνaumenta.νElνsistemaνpropuestoνpresentabaνdosνconfiguracionesνcaracterizadasν

porνlaνnaturalezaνdeνlaνinmovilizaciónνdelνelementoνdeνreconocimiento,νunaνconfiguraciónν

covalenteν yν otraν electrostática.ν Laν configuraciónν electrostáticaν proveíaν unν límiteν deν

detecciónνsatisfactorio,ν 0,2νUEνmL-1,ν porνdebajoνdeν losν límitesν impuestosνparaνdrogasν

inyectables,ν0,25νUEνmL-1,νyνbañosνdeνdiálisis,ν2νUEνmL-1,νporνlaνFarmacopeaνAmericanaν

yν Suecaν [149],ν yν porν AAMIν (Associationν forν theν Advancementν ofν Medicalν

Instrumentation)ν [150],ν respectivamente.ν Laν configuraciónν covalenteν presentabaν unν

límiteνdeνdetecciónνsuperior,ν1νUEνmL-1,νperoνunνmejorνcomportamientoνenνunνintervaloν

deν concentracionesν másν amplio.ν Siν bienν elν desarrolloν deν esteν sistemaν propicióν unν

adelantoνenνelνmarcoνdelν desarrolloν deν alternativasνparaν laν detecciónνdeν endotoxinas,ν

algunosν puntosν claveν debíanν serν reevaluadosν yν mejorados.ν Elν usoν deν unν conjugadoν

comercialν (AlerCHEKν Inc.)ν deν LPSν conν HRPν deν bajaν actividadν endotóxicaν (0,012ν UEννν

ng-1)ν obligabaν aν utilizarν concentracionesν elevadasν deν conjugadoν produciendoν enν

consecuenciaν unν aumentoν deν laν señalν debidaν aν laν adsorciónν inespecíficaν sobreν elν

electrodo.ν Enν consecuencia,ν laν diferenciaν enν laν corrienteν entreν concentracionesν

extremasν deνLPSν (concentraciónν deν saturaciónν yν concentraciónν ceroν deν LPS)ν seν veíaν

disminuida,ν afectandoν laν sensibilidadν delν ensayo.ν Otroν deν losν puntos,ν íntimamenteν

relacionadoν conν elν anterior,ν eraν elν comportamientoν deν laν superficieν respectoν aν laν



ν

DesarrolloνdeνunνEnsayoνCompetitivoνparaνlaνDetecciónνdeνEndotoxinasν

ν
ν

ν32ν

adsorciónνinespecíficaνdelνconjugadoνLPS-HRP.νEnνesteνtipoνdeνensayosνesνfundamentalν

disponerν deν unaν superficieν queν interaccioneν fuertementeν deν formaν específicaν conν elν

analitoνperoνqueνrechaceνsuνadsorciónνcuandoνestaνnoνestéνmediadaνporνreconocimientoν

específico.ν Deν estaν forma,ν laν construcciónν deν unaν superficieν queν presenteν esteν

comportamientoνesνunνaspectoνfundamentalνdelνdesarrolloνdeνesteνtipoνdeνdispositivos.νν

νννν

1.1.1.1.5555.2ν.2ν.2ν.2ν––––νSíntesisνdeνconjugadosνdeνLPSνSíntesisνdeνconjugadosνdeνLPSνSíntesisνdeνconjugadosνdeνLPSνSíntesisνdeνconjugadosνdeνLPSνννν

ν

Comoνseνhaν introducidoνenν laνsecciónνanterior,νunoνdeν losνpuntosνclaveνqueνseν

buscaν mejorarν enν esteν trabajoν deν tesis,ν respectoν delν desarrolloν deν unν ensayoν

competitivoνamperométrico,νesνlaνcalidadνdeνlosνconjugadosνdeνLPS.νEnνlaνmodificaciónν

deν lipopolisacáridoν seν buscaν obtenerν unν derivadoν queν presenteν unν buenν gradoν deν

funcionalizaciónν conservandoν suν actividadνendotóxica.νEnνesteν sentido,ν observandoν suν

estructuraν química,ν laν únicaν regiónν susceptibleν deν modificaciónν sinν unaν pérdidaν

significativaν deν actividadν endotóxicaν esν laν regiónν correspondienteν alν antígenoν O.ν Laν

principalν dificultadν queν surgeν enν laνmodificaciónν deν LPSν conν buenν rendimientoν esν suν

elevadaν tendenciaν aν formarν agregadosν deν altaν masaν molecularν enν soluciónν acuosaν aν

partirν deν concentracionesν bastanteν inferioresν deν lasν queν seν suelenν utilizarν enν losν

protocolosνdeνsíntesisν[31].ν

Debidoν aν lasν propiedadesν químicasν deν losν LPS,ν elν estudioν deν susν rutasν

metabólicasν [151-153],ν suν interacciónν conν moléculasν deν reconocimientoν [61,ν 148]ν oν

superficiesνmodificadasν[154],νseνrealizaνempleandoνLPSνmarcado.νEnνlosνúltimosνañosν

sonν escasosν losν trabajosν queν presentanν procedimientosν sintéticosν deνmodificaciónν deν

LPSνlisoνparaνlaνobtenciónνdeνconjugados.νEnνlaνmayoríaνdeνlosνcasos,νelνLPS,νprevioνaν

suνmodificación,νseνtrataνquímicamenteνdeνmodoνdeνeliminarνlaνregiónνdelνlípidoνAν(LPSν

detoxificado)ν [75-81],ν loν queν llevaν acompañadoν enν consecuenciaν deν laν pérdidaν deν suν

propiedadνdeνagregación,νresumiendoν laνsíntesisνaν laνmodificaciónνdeνunνoligosacárido.ν

Esteνtipoνdeνprocedimientosνsonνútilesνenνelνdesarrolloνdeνvacunas,νdadoνqueνlaνregiónν

delν antígenoν Oν esν elν mayorν factorν deν virulenciaν enν elν LPS,ν sinν embargoν pierdenν suν

capacidadν endotóxicaν productoν deν laν carenciaν deν lípidoν A.ν Enν otrosν casos,ν laν

modificaciónν delν LPSν procedeν enν laν regiónν delν lípidoν Aν [155,ν 156],ν afectándoseν laν

actividadνpirogénicaνdelνderivadoνresultante.ννν

Otrosν autoresν hanν reportado,ν aunqueν enν unν volumenν másν limitadoν deν

publicaciones,ν laν modificaciónν deν LPSν lisoν oν provenienteν deν cepasν mutantes.ν Enν laν

mayoríaν deν losν casosν laν marcaciónν seν lograν conν radioquímicosν porν incorporaciónν
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metabólicaν [157-160],ν unν métodoν laboriosoν conν losν típicosν cuidadosν queν implicaν laν

manipulaciónνdeνmaterialν radioactivo.νComoνsondasνparaν laνmodificaciónνdeνLPSνseνhaν

empleadoν principalmenteν elν isotiocianatoν deν fluoresceínaν (FITC)ν porν reacciónν directaν

conν losνgruposνhidroxilosνdeν laν regiónνsacáridaνdelνLPSν[151,ν152,ν161],ν limitandoνsuν

usoν aν derivadosνdeν tipoν isotiocianato.νTriantafilouνyν colaboradoresνhanνpresentadoνunν

procedimientoνparaνmodificarνLPSνRe595νconνhidracidaνdeνAlexaν488,νpreviaνoxidaciónν

enzimáticaν conνgalactosaνoxidasaνyν neuraminidasaν [162].νEnνesteν trabajo,ν losν autoresν

notanν unν buenν rendimientoν deν conjugaciónν deν LPSν Re595,ν sinν embargo,ν enν nuestraν

experienciaν (verν capítuloν 5)ν esteν métodoν noν proveeν buenosν resultadosν conν LPSν liso,ν

limitandoνsuνusoνaνunνsoloν tipoνdeνLPS.νEnνotrosν trabajosνseνhaνpresentadoνelνusoνdeν

peroxidasaνdeνrábanoνpicanteν(HRP)ν[148,ν163]νyνbiotinaν[153,ν164]νcomoνmarcadoresν

moleculares.ν Sinν embargo,ν laν conjugaciónν deν losν LPSν presentaν algunasν dificultadesν

debidoν aν suν inerciaν química,ν queν obstaculizanν laν obtenciónν deν conjugadosν conν altoν

rendimientoνyνactividad.ν

Unaνdeν lasνformasνmásνsencillasνdeνmodificarνLPSνesνaνtravésνdeνsuνoxidaciónν

conν periodatoν deν sodio,ν seguidoν deν unaν etapaν deν conjugaciónν conν unaν sondaν conν unν

grupoν hidracida,ν porν ejemplo,ν biotina-LC-hidracida.ν Empleandoν esteν método,ν Lukν yν

colaboradoresν [153]ν hanν obtenidoν conjugadosν conν buenaν actividadν endotóxica;ν sinν

embargoν conν unν bajoν rendimientoν deν conjugación.ν Enν nuestroν grupo,ν comoν seráν

descriptoν enν elν capítuloν 5,ν seν hanν sintetizadoν derivadosν deν LPSν conν biotinaν porν estaν

mismaνvíaνsintéticaνobteniendoνunνbuenνgradoνdeνderivatización,νperoνconνunaνmodestaν

actividadνendotóxicaν[164].νν

Todosν estosν antecedentesν ponenν enν evidenciaν laν dificultadν deν obtenerν unν

derivadoν deν LPSν lisoν conν buenν rendimientoν conservandoν suν actividadν endotóxica.ν Deν

aquíν queν elν desarrolloν deν nuevosν conjugadosν enν esteν trabajoν deν tesisν representaν unν

desafíoν importante.ν Variasν estrategiasν sintéticasν seν hanν evaluadoν paraν alcanzarν eseν

objetivo.νLosνdetallesνexperimentalesνseνdiscutiránνmásνadelanteνenνlosνcapítulosν5,ν6νyν

7.ν

ν

1.1.1.1.6666νννν----νObjetivosνObjetivosνObjetivosνObjetivosνννν

ν

Enν elν contextoν delν desarrolloν deν unν métodoν paraν laν determinaciónν deν

endotoxinas,νesteνtrabajoνdeνtesisνtieneνelνobjetoνdeνmejorarνlasνcaracterísticasνdeν losν

conjugadosν deν LPS,ν aν travésν deν unν análisisν deν susν característicasν químicas.ν Deν estaν

maneraν seν pretendeν lograrν unν progresoν enν laν respuestaν aν endotoxinasν enν elν ensayoν
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electroquímicoν competitivoν previamenteν presentadoν enν nuestroν grupoν deν trabajo.ν Enν

estaν tesisν tambiénν seν abordanν otrosν inconvenientesν relacionadosν conν elν ensayo,ν talesν

comoνlaνadsorciónνinespecíficaνyνlaνreproducibilidad.ννν
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2.1ν2.1ν2.1ν2.1ν––––ννννIntroducciónIntroducciónIntroducciónIntroducciónνννν

ν

Duranteνlaνrealizaciónνdeνesteνtrabajoνdeνtesisνseνhanνempleadoνunaνampliaνgamaν

deν técnicas,ν queν permitieronν caracterizarν losν elementosν queν constituyenν elν ensayoν

competitivoν amperométricoν paraν laν detecciónν deν lipopolisacárido.ν Entreν losν elementosν

mencionadosν podemosν distinguirν dosν grupos;ν losν conjugadosν deν lipopolisacáridoν yν losν

elementosν queν constituyenν laν plataformaν deν medición.ν Aν continuaciónν seν desarrollaráν

unaνbreveνdescripciónνdelνfundamentoνteóricoνdeνlasνmismas,νelνtipoνdeνinformaciónνqueν

brindan,ν susν ventajasν yν limitacionesν yν elν tipoν deν instrumentalν necesarioν paraν suν

implementación.ν

ν

2.2ν2.2ν2.2ν2.2ν––––νTécnicasνelectroquímicasνTécnicasνelectroquímicasνTécnicasνelectroquímicasνTécnicasνelectroquímicasνννν[165][165][165][165]νννν

ν

2.2.1ν2.2.1ν2.2.1ν2.2.1ν––––νConceptosνgeneralesνConceptosνgeneralesνConceptosνgeneralesνConceptosνgeneralesνννν

ν

Enν estaν tesisν seν emplearonν técnicasν deν potencialν controlado.ν Estasν técnicasν

requierenνelνusoνdeνunνpotenciostatoνparaν fijarνelν potencialνyνmedirν laνcorriente,νyνdeν

unaνceldaνelectroquímica,νenνelνcasoνdeνesteνtrabajoνdeνtesis,νdeνtresνelectrodos.νν

Unaνreacciónνdeνelectrodoνesνunνprocesoνquímicoνheterogéneoνqueνinvolucraνlaν

transferenciaν deν electronesν desdeν oν haciaν unaν superficieν conductora.ν Seν trataν deν unν

procesoν anódicoν siν lasν especiesν sonν oxidadasν perdiendoν electrones;ν oν bienν esν unν

procesoνcatódicoνsiν lasνespeciesνsonνreducidasνenνlaνinterfaz,νganandoνelectrones.νLasν

especiesνelectroactivasνpuedenνserνespeciesνdisueltasνenνsolución,νelνsolventeνmismo,ν

unaνpelículaνsobreνlaνsuperficieνdelνelectrodoνoνelνmaterialνdelνelectrodoνenνsíνmismo.ν

Unaνreacciónνdeνelectrodoνdeνlaνformaνgeneral:ν

ν

� �� �−+ ��⇀
↽�� ν

ν

involucraνunaνsecuenciaνdeνpasosνqueνpuedeνincluirνelνtransporteνdeνreactivosνhastaνlaν

superficieνdelνelectrodo,νlaνtransferenciaνdeνelectronesνyνlaνremociónνdelνproductoνdeνlaν

superficieνdelνelectrodo;νporνloνqueνlaνvelocidadνdelνprocesoνestaráνdeterminadaνporνlaν

velocidadνdelνpasoνmásνlentoνdeνlaνsecuenciaν[166].ν

ν

ν

ν

ν
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2.2.1.1ν2.2.1.1ν2.2.1.1ν2.2.1.1ν----ννννCeldaνelectroquímicaCeldaνelectroquímicaCeldaνelectroquímicaCeldaνelectroquímicaνννν

ν

Paraνestudiarνunaν reacciónνdeνelectrodoνcomúnmenteν seνempleaνunaνceldaνqueν

poseeν tresν electrodos.ν Seν denominaν electrodoν deν trabajoν (WE)ν aν aquelν enν elν cualν seν

producenν losνcambiosνelectroquímicosνdeν interés.νElectrodoνauxiliarνoνcontraelectrodoν

(CE)ν aν aquelν sobreν elν cualν seν realizaν laν mediciónν deν corrienteν delν procesoν queν estáν

ocurriendoνenνlaνceldaνelectroquímicaν(laνcorrienteνcirculaνentreνelνelectrodoνdeνtrabajoν

yν elν contraelectrodoν aν travésν deν laν soluciónν deν electrolito).ν Elν contraelectrodoν debeν

tenerνunνáreaνmuchoνmayorνqueνelνelectrodoνdeνtrabajoνparaνevitarνlaνpolarizaciónνyνqueν

laνreacciónνenνésteνinterfieraνenνlaνrespuestaνdelνelectrodoteνtrabajo.νElνtercerνelectrodoν

esνelνelectrodoνdeνreferenciaν(RE)νporνelνqueνnoνcirculaνcorrienteνyνqueνsóloνcontrolaνelν

potencialνdelνelectrodoνdeνtrabajo.νParaνoptimizarνsuνfunciónνseνloνcolocaνloνmásνcercaν

posibleν delν electrodoν deν trabajo.ν Conν estaν configuraciónν seν minimizaν laν caídaν deν

potencial,νiR,νllamadaνtambiénνcaídaνóhmica.νDebidoνaνlasνdimensionesνdeνlosνelectrodosν

utilizadosν enν estaν tesis,ν losν modelosν queν seν describenν correspondenν alν casoν deν

electrodoνplanoν infinitoν yν difusiónν semi-infinita.ν Puedeνencontrarseνunaνdiscusiónνmásν

detalladaνenν[165].νν

ν

2.2.1.2ν2.2.1.2ν2.2.1.2ν2.2.1.2ν----ννννPotenciostatoPotenciostatoPotenciostatoPotenciostatoνννν

ν

Elνpotenciostatoνesνelν instrumentoνencargadoνdeνcontrolarνelνpotencialνentreνelν

electrodoν deν referenciaν yν elν electrodoν deν trabajo.ν Enν laν actualidadν estosν dispositivosν

permitenν aplicarν distintasν funcionesν deν potencialν alν electrodoν deν trabajoν queν generanν

distintosνtiposνdeνrespuestaνenνcorriente,νsiendoνlaνmásνpopularνlaνvoltametríaνcíclica.νν

Losνprocesosνelectroquímicosνgeneralmenteνnoνsonνsencillos,ν involucranνvariosν

pasosν queν incluyenν desdeν procesosν heterogéneosν deν transferenciaν deν electronesν yν

transporteνdeνmasaνhastaνreaccionesνquímicasνhomogéneasνqueνpuedenνestarνacopladas,ν

procesosν superficialesν talesν comoν adsorción,ν entreν otras.ν Unν análisisν completoν deν

cualquieraν deν estosν procesosν electroquímicos,ν requiereν conocerν cadaν pasoν individual.ν

Comoνmínimoνesνnecesarioνconocerνlaνconstanteνdeνvelocidadνestándar,νlosνcoeficientesν

deν losν procesosν queν involucranν transferenciaν deν electrones,ν laν determinaciónν delν

númeroνdeνelectronesνinvolucradosνy,νsiνhayνespeciesνenνsolución,νlosνcorrespondientesν

coeficientesνdeνdifusión.ν

Existeν unaν ampliaν variedadν deν técnicasν electroquímicasν desarrolladasν paraν

determinarν losν parámetrosν tantoν cinéticosν comoν termodinámicosν deν lasν reaccionesν deν
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electrodo.νDependiendoνdelνsistemaνquímicoνyνdeνlaνinformaciónνqueνseνquieraνobtener,ν

seνutilizaráνlaνtécnicaνadecuada.ν

Enν esteν trabajoν deν tesisν seν hanν empleadoν principalmenteν tresν técnicasν

electroquímicasν básicas:ν cronoamperometría,ν voltametríaν cíclicaν yν voltametríaν

diferencialν deν pulso.ν Aν continuaciónν seν describiráν elν principioν deν cadaν una.ν Paraν

mayoresνdetallesνpuedeνconsultarseνlaνbibliografíaνcitadaν[165,ν166].ν

ν

2.2.2ν2.2.2ν2.2.2ν2.2.2ν––––ννννCronoamperometríaCronoamperometríaCronoamperometríaCronoamperometríaνννν[167][167][167][167]νννν

ν

Laν cronoamperometríaν esν unaν técnicaν enν laν cualν elν potencialν delν electrodoν deν

trabajoνseνcambiaνinstantáneamenteνyνseνmideνlaνcorrienteνenνfunciónνdelνtiempo.νEnνlaν

Figuraν 2.1ν seν muestraν esquemáticamenteν laν perturbaciónν deν potencialν aplicadaν alν

electrodoνdeνtrabajoνenνfunciónνdelνtiempo.ν

Paraν unaν reacciónν dondeν Oν yν Rν sonν laν especieν oxidadaν yν reducidaν

respectivamente,νambasνsolublesνenνlaνsolución:ν

ν

� �� �−+ ��⇀
↽�� ν

ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν2.2.2.2.1111::::νPotencialνenνfunciónνdelνtiempoνparaνunνexperimentoνdeνcronoamperometría.ν

ν

yνE2νesνtalνqueνlaνreducciónνdeνOνtranscurreνaνunaνvelocidadνcontroladaνporνdifusión,νelν

procesoν quedaν caracterizadoν porν lasν leyesν deν Fick.ν Imponiendoν lasν condicionesν deν

contornoνadecuadas:ν

ν

• Aνtν=ν0,νC0(x,0)ν=νC0
*ν

• Paraνtν>ν0,νlímx→∞νC0(x,t)ν=νC0
*ν

C0(0,t)ν=ν0
ν

ν
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dondeνC0
*ν esν laν concentraciónν deνOν enν elν senoν deν laν solución.ν Inicialmenteν (tν =ν 0)ν laν

concentraciónν deν Oν esν uniformeν (C0ν =ν C0
*),ν luegoν deν aplicadaν laν perturbación,ν laν

concentraciónνdeνOνseνagotaνsobreνlaνsuperficieνdelνelectrodoνyνenνtodoνmomentoνC0ν=ν

C0
*ν lejosν delν electrodoν (difusiónν linealν semiν infinita).ν Lasν ecuacionesν puedenν serν

resueltasν aplicandoν laν transformadaν deν Laplaceν aν laν expresiónν correspondienteν aν laν

segundaνleyνdeνFick,νpudiéndoseνobtenerνlasνexpresionesνparaνelνperfilνdeνconcentraciónν

deνlaνespecieνOνenνfunciónνdelνtiempoνyνdeνlaνdistancia.νLaνdependenciaνdeνlaνcorrienteν

conνelνtiempoνvieneνdadaνpor:ν

ν
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� =

∂ =  ∂ 
νννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.1)ν

ν

queνllevaνaνlaνrespuestaνcronoamperométricaνconocidaνcomoνlaνecuaciónνdeνCotrell:ν

ν
��� �
� �

��� ���

��	
 �
�

�π
= ννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.2)ν

ν

dondeν iνesν laν intensidadνdeνcorriente,νnνelνnúmeroνdeνelectronesν intercambiadosνenν laν

reacción,ν Aν esν elν áreaν delν electrodo,ν D0ν esν elν coeficienteν deν difusiónν deν laν especieν

electroactiva,νenνesteνcasoνO,νFν laνconstanteνdeνFaradayνyν tνelν tiempo.νEstaνecuaciónν

relacionaνlaνcorrienteνiνconνt-1/2.νAνpartirνdeνunνgráficoνdeνiνvs.νt-1/2νpuedeνobtenerseνelν

coeficienteνdeνdifusiónνdeνlaνespecieνO.νν

Laν formaν delν transitorioν deν corrienteν dependeν delν tipoν deν procesoν queν estéν

controlandoν laν velocidadν deν laν reacciónν deν electrodo.ν Enν laν Figuraν 2.2ν seν muestranν

distintosνtiposνdeνtransitoriosνposibles.ν

ν

ν

νννν

Figuraν 2.Figuraν 2.Figuraν 2.Figuraν 2.2222::::ν Corrienteν vs.ν tiempoν paraν experimentosν deν saltoν deν

potencial.νa)νControlνdifusional,νb)νcontrolνcinético,νc)νcontrolνmixto.ν

ν



ν

2ν–νTécnicasνEmpleadasν

ν
ν

� 41ν

Cuandoν laν reacciónν estáν controladaν porν difusión,ν seν tieneν unaν respuestaν

corriente-tiempoνsegúnνlaνcurvaνa.νCuandoνlaνreacciónνestaνcontroladaνcinéticamenteνlaν

respuestaν deν corrienteνesνdelν tipoν representadoν enν laν curvaνb,ν estoνocurreν cuandoν laν

constanteνdeνlaνvelocidadνdeνlaνreacciónνesνpequeñaν(oνcuandoνelνvalorνdeνE2νimponeνunν

sobrepotencialνmuyνbajoνparaνlaνreacción),νentoncesνlaνconcentraciónνdeνlaνespecieνOνnoν

cambiaνdeνmaneraνsignificativaνyaνqueνelνsobrepotencialνaplicadoνnoνesνmuyνgrandeνyν

porνloνtantoνlaνdifusiónνnoνjuegaνunνrolνmuyνimportanteνparaνdeterminarνlaνvelocidadνdeν

laν reacción.ν Enν unaν situaciónν intermediaν entreν losν casosνaν yνbν tenemosν elν transitorioν

correspondienteν aν laν curvaν cν enν laν cualν laν velocidadν deν transferenciaν deν cargaν yν laν

velocidadν deν difusiónν sonν comparablesν yν laν corrienteν caeν enν elν tiempo,ν peroν deν unaν

maneraνmásνsuave,νseνdiceνqueνelνsistemaνseνencuentraνbajoνcontrolνmixto.ν

ν

2.2.2.2.2.3ν2.3ν2.3ν2.3ν----ννννVoVoVoVoltametríaνcíclicaltametríaνcíclicaltametríaνcíclicaltametríaνcíclicaνννν[168][168][168][168]νννν

ν

Porν suν sencillez,ν laν voltametríaν cíclicaν (VC)ν haν sidoν unaν deν lasν técnicasν

electroquímicasνmásνutilizadasνyνconocidasνparaνlaνexploraciónνpreliminarνdeνunνsistemaν

electroquímico.νAνpartirνdelνbarridoνlinealνdelνpotencialνenνfunciónνdelνtiempoνesνposibleν

mostrarν aν queν potencialesν ocurrenν losν procesosν redox,ν detectarν reaccionesν químicasν

acopladas,νestimarνvelocidadesνdeνreacción,νtantoνenνlaνsuperficieνdelνelectrodoνcomoνenν

solución,ν yν hastaν esν posibleν identificarν fenómenosν deν adsorción.ν Enν laν Figuraν 2.3ν seν

muestraνlaνformaνenνlaνqueνpuedeνvariarseνelνpotencialνaplicadoνalνelectrodoνdeνtrabajoν

enνfunciónνdelνtiempo.ν

ν

ν

ν

Figuraν2.Figuraν2.Figuraν2.Figuraν2.3333::::νPerfilνdeνpotencialνenνfunciónνdelνtiempoνparaνvoltametríaνcíclica.ν

ν

LaνvelocidadνdeνbarridoνusadaνgeneralmenteνseνencuentraνentreνlosνpocosνmV/sν

hastaν100νV/s.νLaνrespuestaνenνcorrienteνseνgraficaνenνfunciónνdelνpotencialνyνelνejeνdeν



ν

DesarrolloνdeνunνEnsayoνCompetitivoνparaνlaνDetecciónνdeνEndotoxinasν

ν
ν

ν42ν

potencialν esν tambiénν unν ejeν deν tiempo.ν Dependiendoν deν laν formaν deν laν VCν seν podráν

saberνsiν seν trataνdeνunaνreacciónνreversible,ν irreversibleνoνsiνseν trataνdeνunaνespecieν

adsorbidaν electroquímicamenteν activa.ν Otrasν respuestasν característicasν seν obtienenν

cuandoνexistenνreaccionesνquímicasνacopladasνalνprocesoνdeνtransferenciaνdeνcarga.νν

Enν esteν trabajoν deν tesisν soloν seν trabajóν conν especiesν electroquímicasν enν

solución,νrazónνporνlaνcualνseνcentraráνlaνexplicaciónνdeνlaνtécnicaνaνesteνcasoνparticular.ν

ν

2.2.2.2.2.2.2.2.3.13.13.13.1νννν––––νEspecieνelectroquímicaνenνsoluciónνEspecieνelectroquímicaνenνsoluciónνEspecieνelectroquímicaνenνsoluciónνEspecieνelectroquímicaνenνsoluciónνννν

ν

Nuevamente,νseνconsideraνelνproceso:ν

ν

� �� �−+ ��⇀
↽�� ν

ν

Enν elνmarcoν delν análisisν deν laν curvaν iν vs.ν E,ν laν corrienteν dependeν delν controlν

cinéticoν yν difusional,ν observándoseν unν crecimientoν deν laν mismaν aν medidaν queν elν

sobrepotencialν deν laν cuplaν aumenta,ν llegandoν aν unaν corrienteν picoν cuandoν laν reacciónν

comienzaν aν estarν controladaν porν difusión.ν Estaν corrienteν picoν esν unν parámetroν

característicoν deν laν voltametría.ν Enν laν Figuraν 2.4ν seν observaν elν voltamogramaν cíclicoν

obtenidoν paraν unaν reacciónν reversibleν deν transferenciaν deν 1ν e-,ν dondeν laν especieν

electroquímicaν seν encuentraν enν laν solución.ν Siν elν potencialν seν barreν aν travésν delν

intervaloν dondeν seν produceν laν reacciónν deν oxidaciónν (R→O),ν inicialmenteν yν comoν

consecuenciaνdelνcambioνenνelνpotencialνaplicado,νlaνoxidaciónνdeνRνenνlaνsuperficieνseν

veνfavorecidaνyνporνloνtantoνlaνdensidadνdeνcorrienteνanódicaνaumenta.νEstaνdensidadνdeν

corrienteνcontinúaνaumentandoνhastaνqueνlaνconcentraciónνsuperficialνllegaνaνserνceroνyν

porν loν tantoν laν reacciónν pasaν aν estarν controladaν porν difusión.ν Comoν laν concentraciónν

superficialνseνmantieneνenνcero,νyνconνelνtiempoνelνflujoνhaciaνlaνsuperficieνdisminuye,νlaν

densidadνdeνcorrienteνdisminuye,νyνporνconsiguienteνlaνrespuestaνpresentaνunνpico.νParaν

elνbarridoνdeνvuelta,ν laν reacciónνdeν transferenciaν electrónicaνenνelνelectrodoνesνO→R,ν

porν loν tantoν laν corrienteν cambiaráν suν signo.ν Laν corrienteν catódicaν pasaráν deν nuevoν aν

travésνdeνunνpico,νenνunνprocesoνsimilarνalνdescriptoνanteriormente.ν

Laν respuestaν deν laν voltametríaν cíclicaν paraν unaν reacciónν deν transferenciaν

electrónicaνdeνunaνespecieνenνsoluciónνpuedeνmodelarseνteniendoνenνcuentaνlaνvelocidadν

deνreacciónνdeνlaνespecieνelectroactivaνenνlaνsuperficieνdelνelectrodo,νsuνdifusiónνyνlasν

posiblesνreaccionesνacopladasνenνelνsenoνdeνlaνsoluciónν[169].νElνmodeloνprediceνqueνlaν

formaν deν laν curvaν esν independienteν deν laν velocidadν deν barridoν deν potencialν paraν unaν
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especieν reversible.ν Elν análisisν deν laν voltametríaν cíclicaν puedeν conducirν aν obtenerν

parámetrosνtermodinámicosνyνelνcoeficienteνdeνdifusión.ν

ν

νννν

Figuraν 2.Figuraν 2.Figuraν 2.Figuraν 2.4444::::ν Voltametríaν cíclicaν paraν unν procesoν reversible.ν Ep
Cν yν Ep

Aν

correspondenν aν losν potencialesν deν picoν catódicoν yν anódicoν

respectivamente.νip
Cνeνip

Aνsonνlasνcorrientesνdeνpicoνcatódicoνyνanódico.νν

ν

Paraνelνcasoνdeνunaνespecieνqueνreaccionaνmuyνrápidoνconνlaνsuperficieνdeνunν

electrodoν(casoνreversible),νelνpotencialνformalνparaνlaνcuplaνseνencuentraνaνpartirνde:ν

ν

( )� �
� �

	 �

� �

� �


 




+
= ννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.3)ν

ν

dondeνEpν representaν elν potencialν deν laν corrienteν picoν yν losν superíndicesνAν yνCν aν losν

procesosνanódicosνyνcatódicos,νrespectivamente.ν

Mientrasνqueνelνcoeficienteνdeνdifusiónνseνpuedeνdeterminarνaνpartirνdeνgraficarν

laνcorrienteνpico,ν ip,νversusνlaνraízνcuadradaνdeνlaνvelocidadνdeνbarrido,νɇ,νutilizandoνlaν

ecuaciónνdeνRandles-Sevcik,νescritaνaν298K,ν

ν
� 	�� ��� ��� ��
�� ��� � �� � � 	
 �ν= νννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.4)ν

ν

dondeνlaνcorrienteνdeνpico,νipνtieneνlaνunidadνAmpereν(A),νelνáreaνdelνelectrodo,νAν(cm
2),ν

laνconcentraciónνdeνlaνespecieνelectroactivaνenνelνsenoνdeνlaνsolución,νC*R,ν(molνcm
-3),νelν

coeficienteνdeνdifusión,νDRν(cm
2νs-1)νyνlaνvelocidadνdeνbarridoνdeνpotencial,νɇν(Vνs-1).ν
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Aν partirν deν laν formaν delν voltamogramaν experimentalν seν puedeν comprobarν laν

reversibilidadνdelνsistema.νParaνunaνcuplaνreversible,νseνcumpleνque:ν

ν

• ȟEpν=νEp
Aν–νEp

Cν=ν59/nνmVν

• -jCpν=νj
A
pν

• ipνproporcionalνaνɇ
1/2ν

• Epνindependienteνdeνɇν

ν

2.2.4ν2.2.4ν2.2.4ν2.2.4ν––––νVoltametríaνdiferencialνdeνpulsoνVoltametríaνdiferencialνdeνpulsoνVoltametríaνdiferencialνdeνpulsoνVoltametríaνdiferencialνdeνpulsoνννν[170][170][170][170]νννν

ν

Enνlaνvoltametríaνdiferencialνdeνpulsoν(DPV)νelνbarridoνdeνpotencialνnoνseνrealizaν

deνformaνlinealνcomoνseνhaνdescriptoνparaνlaνvoltametríaνcíclica,νsinoνqueνseνaplicaνunν

perfilν caracterizadoν porν pulsosν deν potencialν deν bajaν amplitudν comoν loν muestraν elν

esquemaνdeνlaνFiguraν2.5.νν

ν

ν

Figuraν2.Figuraν2.Figuraν2.Figuraν2.5555::::νProgramaνdeνpotencialνenνunνexperimentoνdeνvoltametríaνdiferencialνdeνpulso.ν

ν

Enνestaνtécnicaνseνtomanνdosνmedidasνdeνcorrienteνporνcadaνpulsoνdeνpotencialν

aplicado.ν Unoν aν tiempoν Ɏ´,ν inmediatamenteν antesν delν pulso,ν yν elν segundoν aν tiempoν Ɏ,ν

justoνantesνdeνlaνfinalizaciónνdelνpulso.νEnνestaνúltimaνmedición,νlaνcorrienteνcapacitiva,ν

correspondienteν aν laν cargaν deν laν dobleν capa,ν yaν habráν caídoν esencialmenteν aν ceroν

(Figuraν2.6),νhaciendoνqueνlaνcorrienteνmedidaνseaνnetamenteνfaradaica.νDeνestaνforma,ν

laν técnicaν ganaν sensibilidadν respectoν deν lasν técnicasν noν pulsadasν (Figuraν 2.7).ν Elν

registroνdelνexperimentoνcorrespondeνaνunνgráficoνdeνlaνdiferenciaνdeνcorriente,νȾiν=νi(Ɏ)ν

–νi(Ɏ´),νversusνelνpotencialνbase,νE.νννννν
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ν

Figuraν2.Figuraν2.Figuraν2.Figuraν2.6666::::νDecaimientoνdeνlaνcorrienteνdeνcargaνdeνlaνdobleνcapaνtrasνlaνaplicaciónνdeνunνpulsoν

deνpotencial.ν

ν

ν

Figuraν2.Figuraν2.Figuraν2.Figuraν2.7777::::νVoltametríaνdeνCd
2+ν10-4νMνenνHClν0,1νM.νA)νModoνconvencionalν

deν barridoν lineal.ν B)ν Modoν deν barridoν porν pulsoν diferencial,ν ȟEν =ν 50ν mVν

[170].ν

ν

Laν formaν deν laν funciónν respuestaν yν laν alturaν delν picoν puedenν tratarseν

cuantitativamente.ν Desdeν tν =ν 0ν hastaν laν aplicaciónν delν pulsoν deν potencialν aν tν =ν Ɏ´,ν elν

potencialνcorrespondeνalνpotencialνbaseνE.νAνmayoresνtiempos,νelνpotencialνesνEν+νȟE,ν

dondeνȟEνcorrespondeνaνlaνalturaνdelνpulso.νElνperíodoνdeνpreelectrólisisνɎ´νtípicamenteν

esν entreν 20ν yν 100ν vecesν mayorν queν laν duraciónν delν pulsoν Ɏν –ν Ɏ´.ν Deν estaν forma,ν laν

preelectrólisisν estableceν unaν capaν difusionalν gruesa,ν yν elν pulsoν soloν esν capazν deν
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modificarν unaν pequeñaν parteν deν este.ν Deν hecho,ν elν experimentoν puedeν aproximarseν

asumiendoν queν elν pulsoν noν distingueν elν perfilν deν concentraciónν alν inicioν deν aquelν

correspondienteνaνlaνconcentraciónνdelνsenoνdeνlaνsolución.νEnνconsecuencia,νelνrolνdeνlaν

preelectrólisisν esν establecerν laν condiciónν deν ˈconcentraciónν aparenteν delν senoν deν laν

soluciónˉνenνlaνcercaníaνdelνelectrodo.ν

Considerandoνelνprocesoν(O→R)νunνsistemaνnernstiano,νdondeνRνinicialmenteνnoν

existe,ν lasν concentracionesν superficialesν duranteν laν preelectrólisis,ν aν unν potencialν E,ν

estánνdadasνpor:νν

ν

�
�
 �
�� �� � �

εθ
εθ

 =  + 
ννννννννννν �
�
 �

�� �� � �
ε
εθ

 =  + 
νννννννννννννννννννννν(2.5)ν

ν

dondeνθν=exp[nF/RT(Eν–νE0´)].νSeνconsideranνaνestosνvaloresνcomoνlasνconcentracionesν

aparentesνdelνsenoνdeνlaνsoluciónν(CO
*)apνyν(CR

*)apνparaνelνpulso.νDadoνqueνelνsistemaνesν

nernstiano,ν yν (CO
*)apν yν (CR

*)apν estánν enν equilibrioν conν E,ν puedeν hallarseν laν corrienteν

faradaicaν luegoνdeνunνpulsoνdesdeνelνequilibrioνaνEν+νȟEν enνunνmedioνhomogéneoνdeν

concentracionesν(CO
*)apνyν(CR

*)ap.ν

Medianteν unν tratamientoν similarν alν aplicadoνenν laν obtenciónνdeν laν ecuaciónν2.2ν

puedeνhallarseνlaνsiguienteνexpresiónνparaνlaνcorriente:ν

ν
��� � �

��� ���


�� �


 �
� �
� � 	

	 	

��	
 � �
�

� � �

σ
π σ σ

 
=  + + 

νννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.6)ν

dondeν

����� 
 �� �
�	

�� 
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��
ξ ∆ = +  

ννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.7)ν

ν ���
�

�� 


��
σ ∆ =   

ννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.8)ν

ν

aνpartirνdeνestaνexpresión,νelνdiferencialνdeνcorrienteν faradaicaνȾiν=ν i(Ɏ)ν-ν i(Ɏ´)ν quedaν

determinadoνpor:ν

ν
��� � �

��� ���


�� �
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� �
� � 	

	 	

��	
 � �
�

� �

σδ
π τ τ σ σ

 
=  + + 

ννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.9)ν

ν

ElνfactorνentreνbarrasνdescribeνȾiνcomoνunaνfunciónνdelνpotencial.νCuandoνEνesν

muchoν másν positivoν queν E0´,ν PAν esν grandeν yν Ⱦiν esν prácticamenteν cero.ν Cuandoν Eν esν

muchoνmásνnegativoνqueνE0´,νPAν seν aproximaνaν cero,ν yν asíν loν haceνȾi.ν Deν laν derivadaν

d(Ⱦi)/dPAνpuedeνdemostrarseνqueνȾiνseνmaximizaνparaνPAν=ν1,νloνqueνimplicaνque:ν
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  ∆ ∆= + − = − 
 

νννννννννννννννννννννννννν(2.10)ν

ν

Laνalturaνdelνpicoνestáνdadaνpor:ν

ν
��� �

��� ���
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 �


 � �� �
� �

���

��	
 �
�

σδ
π τ τ σ

− =  + 
νννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.11)ν

ν

dondeνelνcocienteν(1-ɍ)/(1+ɍ)νdisminuyeνmonótonamenteνconνlaνdisminuciónνdeν|ȟE|νyν

alcanzaνelνvalorνceroνparaνȟEν=ν0.νCuandoνȟEνesνnegativoνȾiνesνpositivoν(oνcatódico),νyν

viceversa.ν

ν

2.2.2.2.2.2.2.2.5555νννν––––ννννReacciónνcatalíticaνacopladaReacciónνcatalíticaνacopladaReacciónνcatalíticaνacopladaReacciónνcatalíticaνacopladaνννννννν

ν

Enν esteν trabajoν deν tesisν seν utilizaν peroxidasaν deν rábanoν picanteν (HRP)ν comoν

sondaν paraν llevarν aν caboν elν ensayoν deν detecciónν deν LPS.ν Estaν enzimaν noν reaccionaν

eficientementeνdeνmaneraνdirectaνconνlaνsuperficieνdeνunνelectrodoν[171,ν172]νyνporνloν

tantoνesνnecesarioνemplearνunνmediadorνredox.νEnνpresenciaνdelνsustratoνdeνlaνenzima,ν

laνsituaciónνqueνseνpresentaνcorrespondeνaνunaνreacciónνsobreνelνelectrodoνacopladaνaν

unaνreacciónνcatalíticaνcomoνindicaνelνesquema:ν

ν

� �� �−+ ��⇀
↽�� νννν(sobreνelνelectrodo)ν

� � � �+ → + νννν(enνlaνsolución)ν

ν

Enνestaνsituación,νelνproductoνdeνlaνreacciónνdeνelectrodo,νR,νreaccionaνconνunaν

especieνgeneralmenteνnoνelectroactivaνparaνregenerarνO.νElνproblemaνpodríaνinvolucrarν

laνconsideraciónνdeνunaνreacciónνdeνsegundoνordenνyνlaνdifusiónνdeνlaνespecieνZ.νEnνelν

tratamientoνmásν sencillo,ν seν asumeν queν laν concentraciónν deνZν seνmantieneν constanteν

duranteν elν experimento,ν yν porν loν tantoν puedeν considerarseν unaν reacciónν deν pseudoν

primerνorden.νUnνtratamientoνteóricoνdetalladoνparaνelνcasoνenνqueνtodasν lasνespeciesν

seνencuentranνenνsoluciónνpuedeνencontrarseνenνliteraturaν[128,ν173].ν

Enνesteνtrabajoνdeνtesis,ν laνespecieνZνcorrespondeνaνlaνenzimaνHRP,νlaνcualνseν

hallaνinmovilizadaνsobreνelνelectrodo,νmientrasνqueνelνmediadorνredoxνseνencuentraνenν

solución.νLaνFiguraν2.8νmuestraνunνesquemaνdeνestaνsituación,νdondeνelνmediadorνredoxν

correspondeνaνunνcomplejoνdeνosmioν(verνdetallesνenνlosνcapítulosν4νyν8).ν

ν
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ν

ν

Figuraν2.Figuraν2.Figuraν2.Figuraν2.8888:ν:ν:ν:νConexiónνdelνsistemaνenzimáticoνdeνHRPνconνunνelectrodo.ν

ν

Enν elν esquema,ν Eν representaν laν enzimaν nativa,ν E1OXν yν E2OXν sonν losν estadosν

oxidadosνdeνlaνenzima.νElνprimerνpasoν(k1)νcorrespondeνaνlaνoxidaciónνdeνlaνenzimaνporν

elνH2O2νreduciéndoseνaνH2O,νquedandoν laνenzimaνcomoνE1OX.νEnνunνsegundoνpasoν(k2),ν

E1OXνesνreducidoνporνOs(II)νalνintermediarioνE2OX.νFinalmente,νE2OXνesνreducidoν(k3)νporν

otraνmoléculaνdeνOs(II)νaνlaνformaνnativaνdeνlaνenzima,νE.νElνOs(III)νproducidoνenνestosν

procesosν seν reduceν aν Os(II)ν sobreν laν superficieν delν electrodo,ν dandoν lugarν aν unaν

corrienteνcatódica.νElνcicloνcatalíticoνpuedeνresumirseνconνlasνsiguientesνecuaciones:ν

ν

[ ]� � � � � �
� ���

� �

��� � 
 
 � � 
 � �+ − → +���⇀
↽��� ννννννννννννννννννννννν(2.12)ν

� � 
 � � 
 ��

��
 �� �� �� ��� 
+ → + νννννννννννννννννννννννννννννννν(2.13)ν

�
 � 
 ���� ��� �� ��→ ννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.14)ν

ν

dondeν KMν esν laν constanteν deν asociaciónν bimolecularν enzima-sustratoν yν kcatν esν laν

constanteνdeνvelocidadνdeν laν reacciónνdeνcatálisis.νAmbasνconstantesνestánνagrupadasν

enνlaνconstanteνk1ν(Figuraν2.8).νLasνconstantesνk2νyνk3νestánνresumidasνenνlaνecuaciónν

2.13ν comoνk.νk´ν esν laν constanteν deν velocidadν deν transferenciaν deν electronesν entreν elν

mediadorνoxidadoνyνlaνsuperficieνdelνelectrodo.νν

Bartlettν yν colaboradoresν [174]ν desarrollaronν unν modeloν paraν describirν laν

respuestaν deν estadoν estacionarioν deν unν electrodoν cubiertoν porν unaν películaν delgadaν

conteniendoνunaνenzimaνinmovilizada.νElνelectrodoνseνfijaνaνunνpotencialνdeνmodoνqueνelν

procesoνdeνreducciónνdeνOs(III)νaνOs(II)νestáνcontroladoνporνtransporteνdeνmasa.νAdemásν

seνasumeνqueνnoνhayνOs(III)νenνelνsenoνdeνlaνsolución.νConsiderandoνqueνelνespesorνdeν

laν películaν esν loν suficientementeν delgadoν deν modoν queν noν hayν gradienteν deν

concentraciónνniνdeνH2O2νuνOs(II)νdentroνdeνlaνpelícula,νaνaltaνconcentraciónνdeνsustratoν

H2O2ν (sinν llegarν aν concentracionesν inhibitorias)ν yν bajasν concentracionesν deν mediadorν

Os(II),νlaνcinéticaνdeνlaνreacciónνglobalνquedaνcontroladaνporνlaνvelocidadνdeνreducciónν

deνlaνenzimaνE1OXνporνelνmediador.νLaνexpresiónνparaνlaνcorrienteνes:ν

ν
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 �� � ��� ��� ��	�� �� �� 
 �Σ= ννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.15)ν

ν

dondeνKOs(II)νesνelνcoeficienteνdeνparticiónνparaνOs(II)νentreν laνpelículaνyνelνsenoνdeν laν

solución;ν [Os(II)]*ν laν concentraciónν deν Os(II)ν enν elν senoν deν laν solución;ν [EΣ]ν esν laν

concentraciónνtotalνdeνlaνenzimaνdentroνdeνlaνpelícula,νyν�νesνelνespesorνdeνlaνpelícula.ν

Enνestasνcondiciones,νlaνreacciónν1ν(Figuraν2.8)νesνmásνrápidaνqueνaquellasνqueν

involucranνalνmediador,νsiendoνlaνreacciónν3νelνpasoνdeterminanteνdeνlaνvelocidadν[175].ν

Dadoνqueνseνtrataνdeνunaνpelículaνdelgada,νelνproductoν[EΣ]�νpuedeνreemplazarseνenνlaν

ecuaciónν2.15νporνlaνconcentraciónνsuperficialνdeνlaνenzima,νȞEΣ.νLuego,νconsiderandoνlaν

constanteνdeνparticiónνdelνmediadorνigualνaν1,νseνobtiene:ν

ν
�

	� 
 �� 
� ��	� �� ��
Σ

= Γ νννννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.16)νν

ν

Esteνmodeloν permiteν evaluarν laν respuestaν electroquímicaν deν sistemasν basadosν

enνenzimasνinmovilizadas.νComoνseνveráνenνelνcapítuloν4νyνenνelνcapítuloν8,νaνpartirνdeν

medicionesνcronoamperométricasνpuedeνconocerseνelνcubrimientoνenzimáticoνpudiendoν

obtenerνinformaciónνrespectoνdelνcomportamientoνdelνelectrodoνmodificado.νν

νννν

2.3ν2.3ν2.3ν2.3ν––––νEspectrometríaνdeνdeνEspectrometríaνdeνdeνEspectrometríaνdeνdeνEspectrometríaνdeνdesorción/ionizaciónνporνsorción/ionizaciónνporνsorción/ionizaciónνporνsorción/ionizaciónνporνláserláserláserláserνasistidaνporνunaνmatrizνasistidaνporνunaνmatrizνasistidaνporνunaνmatrizνasistidaνporνunaνmatrizνννν[176[176[176[176----178]178]178]178]νννν

ν

Losνmétodosνconvencionalesνdeνespectrometríaνdeνmasas,νimpactoνdeνelectronesν

(EI),ν ionizaciónνquímicaν(CI)νoν ionizaciónνporνcampoν(FI),ν requierenνqueν losνagentesνdeν

ionizaciónνactúenνsobreνmuestrasνgaseosas.νTalesνmétodosνnoνsonνaplicablesνaνmuestrasν

noνvolátilesνoνtérmicamenteνinestables.νEnνlasνúltimasνdosνdécadasνseνhanνdesarrolladoν

numerososνmétodosνdeνionizaciónνporνdesorciónνparaνtratarνesteνtipoνdeνmuestras.νEntreν

ellasνpodemosνcitar:νdesorciónνporνcampoν(FD),νionizaciónνporνelectronebulizaciónν(ESI),ν

desorción/ionizaciónνasistidaνporνunaνmatrizν (MALDI)νentreνotras.νComoνconsecuencia,ν

actualmenteν seν puedeν obtenerν informaciónν sobreν espectrosν deν masasν deν especiesν

bioquímicasν térmicamenteν delicadasν yν especiesν queν tienenν masasν molecularesν

superioresνaνlosν10000νdaltonsν[179].νν

Losνmétodosνdeνdesorciónνprescindenνdeνlaνvolatilizaciónνyνposteriorνionizaciónν

deνlaνmoléculaνdeνanalito.νEnνsuνlugar,νseνsuministraνenergíaνaνlaνmuestraνsólidaνoνlíquidaν

deνdiversasνmaneras,νdeνmodoνqueνseνprovocaνlaνformaciónνdirectaνdeνionesνgaseosos.ν

Comoνconsecuencia,νseνobtienenνespectrosνmuyνsimplificadosνyνaνmenudoνconsistenνsóloν

enνelνiónνmolecularνoνelνiónνmolecularνprotonado.ν
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Laνespectrometríaνdeνdesorción/ionizaciónνporν láserν asistidaνporν unaνmatrizνesν

unνmétodoνdeνionizaciónνqueνpermiteνobtenerνinformaciónνsobreνlasνmasasνmolecularesν

exactasνdeνbiopolímerosνpolaresνenνunνintervaloνdeνmasasνmolecularesνdeνalgunosνmilesν

aνvariosνcientosνdeνmilesνdeνdaltons.νν

ν

LongitudνdeνondaLongitudνdeνondaLongitudνdeνondaLongitudνdeνonda

ν(nm)ν(nm)ν(nm)ν(nm)

Ácidoνnicotínico 266,ν220-290

Derivadosνdelνácidoνbenzoico:

Ácidoν2,5-dihidroxibenzoico 266,ν337,ν355

Ácidoνvanílico 266

Ácidoν2-aminobenzoico 266,ν337,ν355

Ácidoνpirazinacarboxílico 266

Ácidoν3-aminopirazina-2-carboxílico 337

Derivadosνdelνácidoνcinámico:

Ácidoνferúlico 266,ν377,ν355

Ácidoνsinapínico 266,ν377,ν356

Ácidoνcafeico 266,ν377,ν357

Alcoholν3-nitrobencílico 266

MatrizMatrizMatrizMatriz

ν

νννν
Tablaν2.1:Tablaν2.1:Tablaν2.1:Tablaν2.1:νMatricesνdeνusoνmásνfrecuenteνenνMALDI,νjuntoνconνlasνlongitudesνdeνondaνutilizadas.ν

ν

Enν laν técnicaνseνmezclaνunaνdisoluciónνacuosa/alcohólicaνdeν laνmuestraνconνunν

granνexcesoνdeνunaνsustanciaνmatrizνqueνabsorbeν laν radiación,ν talνcomoνalgunaνdeν lasν

relacionadasνenνlaνTablaν2.1.νLaνdisoluciónνresultanteνseνevaporaνenνlaνsuperficieνdeνunaν

sondaνmetálicaν queν seν utilizaν paraν laν introducciónν deν laνmuestra.ν Laνmezclaν sólidaν seν

exponeνaνlaνacciónνdeνunνhazνdeνláserνpulsante,νprovocándoseνlaνsublimaciónνdelνanalitoν

aν ionesν queν sonν introducidosν enν unν espectrómetroν deν tiempoν deν vueloν (TOF)ν paraν elν

análisisν deν masas.ν Básicamente,ν enν elν analizadorν deν tiempoν deν vuelo,ν losν ionesν

generadosνporν láserνsonνaceleradosνenνunνtuboνanalizadorν libreνdeνcampoνmedianteνunν

campoν eléctricoν pulsanteν deν 103ν aν 104ν Vν (Figuraν 2.9).ν Laν separaciónν deν losν ionesν enν

funciónνdeνlaνmasaνseνproduceνduranteνsuνrecorridoνhastaνelνdetector,νsituadoνalνfinalνdelν

tubo.νDadoνqueνtodosνlosνionesνdeνlaνmismaνcargaνqueνentranνenνelνtuboνtienenνlaνmismaν

energíaνcinéticaν(dependeνdelνpotencialνaplicadoνentreνlasνrendijasνdeνaceleración),νsusν

velocidadesνenνélνvariaránνinversamenteνaνsusνmasasν(Ecuaciónν2.17),νyνporνloνtantoνlasν

partículasνmásνligerasνllegaránνantesνalνdetectorνqueνlasνpesadas.νLosνtiemposνdeνvueloν
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característicosν estánν entreν 1ν yν 30ν Ɇs.ν Unaν descripciónν másν detalladaν delν analizadorν

puedeνencontrarseνenνlaνreferenciaν[176].ν

ν

��

�

� ��� � = = ννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(2.17)ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν2.2.2.2.9999::::νEsquemaνdeνunνespectrómetroνdeνmasasνdeνtiempoνdeνvuelo.ν

νννν

Elνintervaloνdeνtiempoνentreνlosνpulsosνdelνláserνesνtalνqueνelνespectroνcompletoν

puedeνregistrarseνduranteνelνintervaloνqueνhayνentreνlosνpulsos.νLaνFiguraν2.10νmuestraν

unνespectroνdeνMALDIνparaνalbúminaνdeνsueroνbovinoν(BSA)νconνunaνmasaνmolecularνdeν

aproximadamenteν 66000ν daltons.ν Elν espectroν seν caracterizaν porν laν ausenciaν deν

fragmentacionesν delν iónν analito.ν Obsérveseν asimismoν queν aparecenν ionesν deν cargaν

múltiple.ν

Unaνmoléculaνnaturalmenteνposeeνenergíaνrotacional,νvibracionalνyνelectrónica,νyν

energíaν cinéticaν deν movimientoν siν seν trataν deν unν líquidoν oν unν gas.ν Bajoν muchasν

circunstanciasν cotidianas,ν siν laν moléculaν oν grupoν deν moléculasν aumentanν suν energíaν

internaνduranteνunνperíodoνˈrelativamenteˉνlargoνdeνtiempo,νlasνmoléculasνvuelvenνaνsuν

estadoν deν equilibrioν porν disipaciónν delν excesoν deν energíaν alν medioν circundanteν sinν

causarνcambiosνenνsuνestructuraνmolecular.νSuperadaνunνciertaνcantidadνdeνenergíaνenν

unνperíodoνdeν tiempoνmuyνcorto,ν laν energíaν noν puedeν serν disipadaν loν suficientementeν

rápidoν yν consecuentementeν laν sustanciaν seν fundeν yν vaporizaν porν conversiónν deν laν

energíaν internaνvibracionalνyνrotacionalνenν traslacional;νsimultáneamente,ν laνexcitaciónν

electrónicaνpuedeνserνloνsuficientementeνgrandeνparaνexpulsarνelectronesνdeνlaνmoléculaν

paraν darν iones.ν Deν estaν forma,ν laν imposiciónν deν unaν elevadaν energíaν enν unν sistemaν
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molecularν duranteν unν períodoν deν tiempoν cortoν puedeν causarν suν vaporización,ν posibleν

destrucciónνy,νloνmásνimportanteνparaνespectrometríaνdeνmasas,νsuνionización.ν

νν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν2.12.12.12.10000::::νEspectroνMALDIνconνunaνmatrizνdeνácidoνsinapínicoνirradiadaνaν337νnm.ν

ν

ν

ν
FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν2.12.12.12.11111::::νEsquemaνdeνdesorción/ionizaciónνdelνanalitoνtrasνelνpulsoνláser.ν

ν

EnνespectrometríaνMALDIνesνlaνfuenteνláserνlaνqueνproporcionaνaνlaνmuestraνunaν

granνdensidadνdeνenergíaνenνunνpequeñoνespacio.νLaν sustanciaνmatriz,ν queνposeeνunaν

bandaν deν absorciónν queν coincideν conν laν energíaν deν radiaciónν delν láser,ν rápidamenteν

aumentaνsuνenergíaνyνtransfiereνparteνdeνesaνenergíaνalνanalitoνcausandoνsuνdesorciónνyν

ionizaciónν(Figuraν2.11).νSiνbien,νesνaceptadoνenνlaνcomunidadνcientíficaνqueνelνprocesoν

deνdesorciónνyνionizaciónνesνmediadoνporνlaνformaciónνdeνˈclustersˉνaltamenteνcargadosν

queν danν lugarν aν losν ionesν deν losν analitosν porν capturaν electrónicaν yν transferenciaν deν

protonesν[180,ν181],νelνmecanismoνnoνhaνsidoνcompletamenteνelucidado.νEnνlosνúltimosν
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añosνseνhanνpublicadoνvariosνtrabajosνenνrelaciónνaνlaνdinámicaνdeνdesorción/ionizaciónν

[182-184].ννν

Lasν propiedadesν queν unν compuestoν requiereν paraν serν unaν matrizν adecuadaν

tampocoνsonνdelνtodoνconocidas.νEstudiosνempíricosνmuestranνqueνelνcompuestoνmatrizν

debeνabsorberνfuertementeνlaνradiaciónνláserνyνdebeνserνsuficientementeνsolubleνenνelν

disolventeνdeνlaνmuestraνcomoνparaνqueνhayaνunνgranνexcesoνenνlaνmezclaνdepositadaν

enνlaνsonda.νν

Enν esteν trabajoν deν tesisν laν espectrometríaν MALDI-TOFν seν utilizaν paraν

caracterizarνlosνderivadosνdeνperoxidasaνdeνrábanoνpicanteνsintetizadosνenνlosνcapítulosν

6νyν7.νElνprocedimientoνexperimentalνseνencuentraνdetalladoνenνlaνsecciónν3.5.2.ννν

ν

2.4ν2.4ν2.4ν2.4ν––––νEnsayosνcompetitivosνEnsayosνcompetitivosνEnsayosνcompetitivosνEnsayosνcompetitivosνννν[113,ν185[113,ν185[113,ν185[113,ν185----188]188]188]188]νννν

ν

2.4.1ν2.4.1ν2.4.1ν2.4.1ν----ννννCurvaνdeνcompetenciaCurvaνdeνcompetenciaCurvaνdeνcompetenciaCurvaνdeνcompetenciaνννν

ν

Enνunνensayoνcompetitivoνseνmideνlaνuniónνdeνunaνúnicaνconcentraciónνdeνanalitoν

marcadoνoνconjugadoνenνlaνpresenciaνdeνconcentracionesνvariablesνdeνanalitoνlibreνoνsinν

marcar.ν Típicamenteν laν concentraciónν deν analitoν varíaν sobreν variosν órdenesν deν

magnitud.ν Lasν curvasν queν seν obtienen,ν tienenν formaν sigmoideaν yν sonν denominadasν

curvasνdeνcompetenciaνoνcurvasνdeνdosis-respuestaν(Figuraν2.12).ν

Enνlaνcurvaνseνobservanνdosνplateaus:νelνsuperior,νaνunνvalorνcorrespondienteνaν

laνseñalνprovenienteνalνconjugadoνunidoνalν receptor,νenνausenciaνdeνsuνcompetidor,νelν

analitoν sinν marcarν yν elν inferiorν aν unν valorν correspondienteν aν laν señalν deν laν uniónν

inespecífica.ν Laν concentraciónν deν analitoν queν reduceν laν señalν alν 50ν%ν delν valorν deν laν

asíntotaν superiorν (Figuraν 2.12)ν seν denominaν IC50ν (Concentraciónν Inhibitoriaν 50ν %)ν yν

constituyeνunaνestimación,νtantoνdeνlaνafinidadνdelνanticuerpoνóνreceptorνhaciaνelνanalito,ν

comoν deν laν sensibilidadν delν método.ν Siν elν conjugadoν yν elν analitoν seν unenν ambosν

reversiblementeν aν unν únicoν sitioν deν unión,ν laν señalν debidaν aν laν uniónν delν analitoν alν

receptorνenνelνequilibrioνenν funciónνdeν laνconcentraciónνdeνanalitoνsinνmarcarνsigueν laν

siguienteνecuación:ν

ν
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dondeνAνesνelνvalorνdeνlaνasíntotaνsuperior,νBνesνlaνpendienteνdeνlaνcurvaνenνelνpuntoνdeν

inflexión,νCνesνlaνconcentraciónνdeνanalitoνenνelνpuntoνdeνinflexiónνyνDνesνelνvalorνdeνlaν

asíntotaνinferior.νElνparámetroνC,νenνlaνprácticaνcorrespondeνaνlaνIC50.ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 2.122.122.122.12::::ν Curvaν dosis-respuestaν estándarν típicaν enν unν

ensayoν competitivo.ν Conν líneaν punteadaν seν indicaν laν IC50.ν Lasν

curvasν enν azulν muestranν elν efectoν enν elν cambioν deν laν

concentraciónνdeνreceptorν(Kdν=ν10
-10νM-1).ν

ν

LaνIC50νpuedeνestarνinfluenciadaνporν3νfactores:ν

ν

• Laν afinidadν delν receptorν porν elν analito,ν queν estáν reflejadaν enν suν constanteν deν

disociación,νKd.νSiν laνafinidadνesνaltaν (porν loν tantoνKdν esνpequeña),νelνvalorνdeν

IC50νseráνbajo.ν

• Laνconcentraciónνdeνconjugado.νCuantoνmayorνseaνlaνconcentraciónνdeνconjugadoν

elegida,νmayorνconcentraciónνdeνanalitoνseνnecesitaráνparaνqueνcompitanνporνlaν

unión.ν

• Laνafinidadνdelνconjugadoνporνelνreceptor.νSeνnecesitaνmásνanalitoνparaνcompetirν

conνunνconjugadoνqueνpuedeνunirseνfuertementeν(Kdνpequeña)νqueνparaνunoνqueν

puedeν unirseν másν débilmenteν (Kdν grande).ν Enν esteν últimoν caso,ν seν necesitaráν

tambiénν unaνmayorν concentraciónν deν conjugadoν paraν poderν obtenerν unaν señalν

aceptable.ν

ν

ννν
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2.2.2.2.4444....2222νννν----ννννUniónνinespecíficaUniónνinespecíficaUniónνinespecíficaUniónνinespecíficaνννν

ν

Ademásνdeνunirseν alν anticuerpoνoν receptor,νelν conjugadoνpuedeνunirseνaνotrosν

sitiosνqueνseνdenominanνsitiosνinespecíficos.νLaνseñalνobtenidaνparaνlaνuniónνinespecíficaν

puedeνobtenerseνmidiendoνlaνuniónνdelνconjugadoνenνlaνpresenciaνdeνunaνconcentraciónν

elevadaνdeνanalitoνtalνqueνsatureνalνreceptor.νBajoνesasνcondiciones,νseνasumeνqueνtodosν

losνreceptoresνsonνocupadosνporνelνanalito,νdeνmaneraνtalνqueνelνconjugadoνsoloνpuedeν

unirseνaνlosνsitiosνinespecíficos.ν

Factoresνqueνafectanνlaνcalidadνdelνensayo:ν

ν

• Laνconstanteνdeνequilibrio,νKeq.ν

• Laνprecisiónνenνlaνmedidaνdeνlaνseñal.ν

• Elνnivelνdeνuniónν inespecífica.νSiν laνuniónν inespecíficaνesνelevada,νseν requeriráν

mayorν cantidadν deν anticuerpoν (oν receptor)ν paraν aumentarν elν porcentajeν deν

conjugadoνunidoνyνasíνincrementarνlaνrelaciónνseñalνespecífica/señalνinespecífica.ν

ν

Unνproblemaνaν tenerνenνcuentaνenνunνensayoνcompetitivoνesνqueν laνmarcaciónν

delνanalito,νparaνlaνobtenciónνdelνconjugadoνpuedeνafectarνlaνcapacidadνdeνuniónνconνelν

receptor,νparticularmenteνsiνlaνconjugaciónνinvolucraνlaνregiónνcríticaνoνespecíficaνparaν

laνunión.ν

ν

2.2.2.2.5555νννν––––νInstrumentaciónνInstrumentaciónνInstrumentaciónνInstrumentaciónνννν

ν

2.2.2.2.5555.1ν.1ν.1ν.1ν––––νTécnicasνelectroquímicasνTécnicasνelectroquímicasνTécnicasνelectroquímicasνTécnicasνelectroquímicasνννν

ν

Lasν técnicasν electroquímicasν seν llevaronν aν caboν utilizandoν distintaν

instrumentaciónνdeνacuerdoνaνlosνrequerimientosνdeνcadaνprocedimientoνyνlosνsistemasν

enνcuestión.νParaνaquellosνprocedimientosνqueνinvolucraronνláminasνdeνoroνdeν1νcm2νdeν

áreaν geométricaν comoν electrodosν deν trabajoν seν empleóν unν potenciostatoνTEQν 02.ν Enν

estosνcasosνseνempleóνunaνceldaνdeνvidrioνconvencionalνdeνtresνelectrodosνutilizandoνunν

electrodoν deν Ag/AgClν comoν electrodoν deν referenciaν yν unaν mallaν deν platinoν comoν

contraelectrodo.νν

Paraν losν experimentosν deν voltametríaν diferencialν deν pulsoν seν utilizóν unν

potenciostatoν ɆAUTOLABν typeν IIIν conν laν mismaν celdaν deν vidrioν conν unν electrodoν deν

carbonoνvítreoνdeν0,07νcm2νdeνárea.ν
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ν

νννν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν2.12.12.12.13333::::νEsquemaνdeνlasνceldasνdeνacrílicoνempleadasνenνelνsistemaνmultielectrodos.ν

A)νCeldaν deνmediciónν yν deν depósitoν galvanostáticoν deν oro.νConν flechasν seν indicanν losν

contactosν deν losν electrodosν deν trabajo,ν laν posiciónν dondeν seν ubicaν elν electrodoν deν

referenciaνyνelνcontraelectrodo.νB)νCeldaνdeνmodificaciónνdiferencialνdeνelectrodos.ν
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ν

νννν

FiguraFiguraFiguraFiguraνννν 2.12.12.12.14444::::νFotosνdeν laνceldaνempleadaνenν lasνmedicionesνyνenνelνdepósitoνgalvanostáticoνdeν

oro.ν Aν yν B)ν Ubicaciónν delν electrodoν deν referenciaν yν contraelectrodoν sinν yν conν laν tapa,ν

respectivamente.ν Cν yν D)ν Vistaν superiorν yν perspectivaν deν laν celdaν montadaν sobreν laν baseν deν

conectores,νrespectivamente.ν

ν

Elνdepósitoνgalvanostáticoνdeνoroνsobreνlaνplataformaνdeνmultielectrodosνseνllevóν

aν caboν empleandoν unν galvanostato/potenciostatoν marcaν PINEν Modeloν AFRDE5ν deν

acuerdoνaνloνdescriptoνenνlaνsecciónν3.6.νLaνlimpiezaνdeνestosνelectrodosνseνrealizóνporν

cicladoνelectroquímicoνenνácidoνperclóricoνutilizandoνunνpotenciostatoνɆAUTOLABνtypeν

IIIν(secciónν3.6.1)νtratandoνaνunνelectrodoνporνvez.νLasνmedicionesνsobreνlaνplataformaν

deνmultielectrodosν seν llevaronν aν caboν conν unνmultipotenciostatoνMultiTEQ.ν Laν Figuraν

2.13ν Aν muestraν elν diseñoν yν elν armadoν deν laν celdaν utilizadaν enν laν deposiciónν

electroquímicaνdeνoroνyνenν todasνaquellasνmedidasνelectroquímicasν involucradasνenνelν

sistemaνmultielectrodos.νElνdesarrolloνdeνestaνceldaνfueνimplementado,νenνnuestroνgrupoν

deνtrabajo,νenνconjuntoνconνelνdelνarregloνdeνelectrodosνsegúnνloνcomunicadoνenν[189].ν

Comoν electrodoν deν referenciaν seν utilizaν unν electrodoν deν Ag/AgClν yν comoν
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contraelectrodoνunaνplacaνdeνoroνdeν78νxν28νxν0,2νmmν(longitudνxνanchoνxνespesor)νqueν

seνubicaνaν5νmmνporνencimaνdeνlosνelectrodosνdeνtrabajoν(Figuraν2.14).νν

Estaνmismaνceldaνseνutilizaνparaνllevarνaνcaboνlaνmodificaciónνdeνlosνelectrodosν

cuandoνdebaν aplicarseνelνmismoν tratamientoν aν cadaνunoνdeνellos.νEnν losν casosνdondeν

cadaν electrodoν necesiteν unν tratamientoν diferenteν alν vecinoν otroν modeloν deν celdaν esν

empleadoν(Figuraν2.13νB).νEnνesteνúltimo,νcadaνtubo,νubicadoνporνencimaνdelνelectrodoν

deνtrabajo,νpuedeνllenarseνconνdistintasνsolucionesνconformeνseaνnecesarioνparaνelνpasoν

deνmodificaciónνenνcuestión.νUnνejemploνdeνelloνesνelνusoνdeνdistintasνconcentracionesν

deν lipopolisacáridoνenνelνprocedimientoνcorrespondienteν alνensayoνcompetitivoνqueνseν

describiráνmásνadelanteνenνelνcapítuloν8.ν

ν

2.2.2.2.5555.2ν.2ν.2ν.2ν----νEspectrometríaνdeνdesorción/ionizaciónνporνláserνasistidaνporνunaνmatrizνEspectrometríaνdeνdesorción/ionizaciónνporνláserνasistidaνporνunaνmatrizνEspectrometríaνdeνdesorción/ionizaciónνporνláserνasistidaνporνunaνmatrizνEspectrometríaνdeνdesorción/ionizaciónνporνláserνasistidaνporνunaνmatrizνννν

νν

νννElνanálisisνseνllevóνaνcaboνutilizandoνunνespectrómetroνdeνmasaνBrukerνmodeloν

OmniFLEXν Daltonics.ν Elν equipoν operaν conν unν láserν deν N2ν (337ν nm)ν paraν realizarν laν

desorción/ionizaciónν deν losν analitos.ν Laν detecciónν deν losν ionesν seν realizóν conν unν

analizadorνdeνtiempoνdeνvueloνenνmodoνlineal.νν
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3.1ν3.1ν3.1ν3.1ν––––νIntroducciónνIntroducciónνIntroducciónνIntroducciónνννν

ν

Enνesteνcapítuloνseνdescribenνlosνprocedimientosνexperimentalesνmásνgeneralesν

yνfrecuentesνrealizadosνenνesteνtrabajoνdeνtesis.νEntreνellosνseνincluye:νlaνpurificaciónνyν

caracterizaciónνdeνlipopolisacárido,νlaνcaracterizaciónνdeνlosνderivadosνdeνperoxidasaνdeν

rábanoν picante,ν laν construcciónν deν lasν plataformasν deν medición,ν entreν otros.ν Porν suν

parte,νenνlosνcapítulosνconsecuentesνseνdetallaránνotrosνprocedimientosνexperimentalesν

másνespecíficos.νν

νννν

3.3.3.3.2222νννν––––νPurificaciónνyνcaracterizaciónνdeνlipopolisacáridoνPurificaciónνyνcaracterizaciónνdeνlipopolisacáridoνPurificaciónνyνcaracterizaciónνdeνlipopolisacáridoνPurificaciónνyνcaracterizaciónνdeνlipopolisacáridoνννν

ν

3.23.23.23.2.1ν.1ν.1ν.1ν––––νIntroducciónνIntroducciónνIntroducciónνIntroducciónνννν

ν

Desdeν haceν décadasν variosν métodosν hanν sidoν desarrolladosν paraν extraerν

lipopolisacáridosνdeνSalmonellaνyνotrasνbacteriasνgram-negativasν[190].νUnoνdeνestosν

métodos,ν elν cualν esν ampliamenteν utilizado,ν esν elν procedimientoν deν fenol-aguaν [191],ν

dadaνsuνaplicabilidadνaνmuchosνyνdiversosνgruposνdeνbacteriasνyνporqueνesνunoνdeνlosν

pocosνmétodosνqueνpermiteνlaνextracciónνdeνlipopolisacáridosνdeνbacteriasνmutantesνR.ν

Enνesteνmétodo,ν laν bacteriaν secaν seν trataν aν69ν °Cνenνunaνmezclaν deν fenolν yν agua.νAlν

enfriar,ν laνmezcla,νqueνesνmonoméricaνporνencimaνdeν68ν°C,νseνseparaνentreνunaν faseν

fenólica,ν queν contieneν principalmenteν proteínas,ν yν unaν faseν acuosaν queν contieneν elν

lipopolisacáridoνyν losνácidosνnucleicos.νEsteνprocedimientoνcoextraeνademásνdeνácidosν

nucleicos,ν polisacáridos,ν algunasν proteínasν yν ocasionalmenteν otrosν componentesν deν laν

paredνcelularνbacteriana.νSiνbienνlaνmayorνproporciónνdeνLPSνsueleνquedarνretenidoνenν

laνfaseνacuosa,νseνhanνreportadoνcasosνdeνlipopolisacáridosνsolublesνenνlaνfaseνfenólicaν

[192,ν 193].ν Hoyν enν día,ν elν procedimientoν deν extracciónν deν LPSνmásν utilizadoν esν unaν

varianteνdesarrolladaνporνBradeνyνGalanosν [194]νdelν procedimientoνdeν fenol-agua.νSiν

bien,ν esteν últimoν procedimientoν permiteν obtenerν preparacionesν altamenteν puras,ν

prácticamenteνlibresνdeνácidosνnucleicos,νproteínas,νglicanosνuνotrosνcomponentesνdeνlaν

paredν celularν bacteriana,ν losν extractosν comercialmenteν disponiblesν suelenν contenerν

estosνcontaminantes.ν

Porνotraνparte,νlosνlipopolisacáridosνformanνunνgrupoνheterogéneoνdeνmoléculas.ν

Laν variabilidadν seν debeν principalmenteν aν modificacionesν noν estequiométricasν deν laν

regiónνdelνlípidoνAνyνdelνnúcleoνsacáridoν(core),νyνtambiénνaνvariacionesνenνelνnúmeroνdeν

unidadesνrepetitivasνenνelνantígenoνO.νAlgunosνmétodosνhanνsidoνutilizadosνparaνsepararν
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subclasesν deν LPSν obtenidosν deν cepasν individuales,ν entreν ellosν seν puedenνmencionar:ν

electroforesisνenνgelνdeνpoliacrilamidaνconνdodecilνsulfatoνdeνsodioν(SDS-PAGE)ν[195,ν

196],ν electroforesisν capilarν [197],ν electroforesisνDOC-PAGEν[198],ν cromatografíaν deν

exclusiónν porν tamañoν [199,ν 200],ν cromatografíaν líquidaν conν resinasν deν intercambioν

aniónicoν [201]ν yν cromatografíaν deν interacciónν hidrofóbicaν [202].ν Estosν métodosν sonν

dificultosos,ν principalmenteν debidoν aν laν tendenciaν delν LPSν aν formarν agregadosν yν aν laν

dificultadνdeνdetectarloνeνidentificarνlasνdistintasνsubclases.ν

EnνesteνtrabajoνdeνtesisνlaνpurificaciónνdelνLPSνprovistoνporνSigma,νprovenienteν

deν unaν extracciónν conν fenol-agua,ν seν llevóν aν caboν porν cromatografíaν líquidaν deν

exclusiónνporνtamaño.νElνprocedimientoνaplicadoνcorrespondeνaνunνdesarrolloνrealizadoν

enν nuestroν grupoν deν trabajoν [122],ν alν cualν seν leν incluyeronν nuevasν etapasν deν

purificación.νννννν

νννν

3.3.3.3.2222.2ν.2ν.2ν.2ν----ννννExperimentalExperimentalExperimentalExperimentalνννν

νννν

3.3.3.3.2222.2.1ν.2.1ν.2.1ν.2.1ν----νReactivosνReactivosνReactivosνReactivosνννν

ν

LPSν lisoν deν Salmonellaν Minnesotaν fueν provistoν porν Sigmaν (N°ν deν catálogo:ν

L6261)ν((((Nota:νLPSνpuedeνcausarνfiebre.νPuedeνserνnocivoνporνinhalacNota:νLPSνpuedeνcausarνfiebre.νPuedeνserνnocivoνporνinhalacNota:νLPSνpuedeνcausarνfiebre.νPuedeνserνnocivoνporνinhalacNota:νLPSνpuedeνcausarνfiebre.νPuedeνserνnocivoνporνinhalación,νingestiónνoνenνión,νingestiónνoνenνión,νingestiónνoνenνión,νingestiónνoνenν

contactoνconνlaνpiel.νDebenνserνempleadasνbuenasνtécnicasνdeνlaboratorio:νseνdebeνutilizarνcontactoνconνlaνpiel.νDebenνserνempleadasνbuenasνtécnicasνdeνlaboratorio:νseνdebeνutilizarνcontactoνconνlaνpiel.νDebenνserνempleadasνbuenasνtécnicasνdeνlaboratorio:νseνdebeνutilizarνcontactoνconνlaνpiel.νDebenνserνempleadasνbuenasνtécnicasνdeνlaboratorio:νseνdebeνutilizarν

guardapolvo,ν guantesν yν anteojosν deν seguridadν paraν suν manipulación,ν trabajarν enν áreasνguardapolvo,ν guantesν yν anteojosν deν seguridadν paraν suν manipulación,ν trabajarν enν áreasνguardapolvo,ν guantesν yν anteojosν deν seguridadν paraν suν manipulación,ν trabajarν enν áreasνguardapolvo,ν guantesν yν anteojosν deν seguridadν paraν suν manipulación,ν trabajarν enν áreasν

ventiladasνyνevitarν todoνcontactoνconνheridasνexpuestas).ventiladasνyνevitarν todoνcontactoνconνheridasνexpuestas).ventiladasνyνevitarν todoνcontactoνconνheridasνexpuestas).ventiladasνyνevitarν todoνcontactoνconνheridasνexpuestas).νElν testνLALνcromogénicoν fueν

provistoνporνCAMBREXνBioScienceνWalkersville,ν Inc.νElν aguaνapirógenaν fueνproducidaν

porνbidestilaciónνdeνaguaνdestilada,νpreviamenteνpasadaνaνtravésνdeνunνsistemaνdeνaguaν

MilliQνyνcolectadaνenνmaterialνdeνvidrioνapirógenoν(5νhsνaν220ν°C);νvaloresνporνdebajoν

deν 0,01ν UEν ng-1ν seν obtuvieronν rutinariamenteν (determinadoν empleandoν elν testν LAL).ν

Albúminaν deν sueroν bovinoν (BSA),ν ácidoν 3-desoxi-D-mano-2-octoulosónicoν (Kdo),ν

glicina,νβ-mercaptoetanolνyνdodecilνsulfatoνdeνsodioν(SDS)νfueronνprovistosνporνSigma.ν

Acrilamidaν yν bisacrilamidaν seν obtuvieronν deν J.ν T.ν Baker.ν Elν concentradoν deν reactivoν

colorimétricoνparaνelνensayoνdeνproteínasν fueνprovistoνporνBio-RadνLaboratories,ν Inc.ν

Lasνmembranasνdeνdiálisisνdeνcelulosaνregeneradaν(RCνSpectra/Por)νdeνcorteνmolecularν

3500νseνobtuvieronνdeνSpectrumνLaboratories.ν

ν

ν

ν
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3.3.3.3.2222.2.2ν.2.2ν.2.2ν.2.2ν––––νCromatografíaνdeνexclusiónνporνtamañoνCromatografíaνdeνexclusiónνporνtamañoνCromatografíaνdeνexclusiónνporνtamañoνCromatografíaνdeνexclusiónνporνtamañoνννν

ν

LPSν lisoν deνSalmonellaνMinnesotaν fueν purificadoν cromatográficamenteν aν 25ν °Cν

conν unaν columnaν Sephacrylν HiPrepν 16/60ν (S-200ν HRν GEν Healthcareν deν 120ν mLν deν

capacidad),ν cuyoν intervaloν deν separaciónν enν masasν molaresν es:ν 5000ν aν 250000ν paraν

proteínasνglobularesνyν1000νaν80000νparaνdextranos.νAνtalνefectoνseνempleóνunνsistemaν

FPLCν(FastνProteinνLiquidνChromatography)νmodeloνÄKTAνExplorerν10ν(GEνAmersham).ν

Elνbufferνdeνeluciónνempleadoν fueνTrisν10νmMνpHν8,0,νconteniendoνNaClν0,2νM,νácidoν

etilendiaminotetraacéticoν(EDTA)ν1νmM,νazidaνsódicaν0,02ν%νp/vνyνdeoxicolatoνdeνsodioν

(NaDC)ν0,25ν%νp/v.νν

Laνcolumnaνfueνequilibradaνconνalνmenosν2νvolúmenesνdeνcolumnaν(VC)νdeνbufferν

deνelución.νLaνmuestraνaνsepararνseνpreparóνdisolviendoνentreν50νyν60νmgνdeνLPSνenν3ν

mLνdeνbuffer.νPosteriormente,ν fueνinyectadaνyνeluidaνisocráticamenteνaνunνflujoνdeν0,5ν

mLνmin-1,νduranteν1,5νVC,νcolectandoνfraccionesνdeν3νmL.νElνseguimientoνdeνlaνcorridaν

cromatográficaν seν realizóν registrandoν laν absorbanciaν aν 280ν yν 260ν nm.ν Luego,ν conν elν

propósitoν deν removerν elν excesoν deν detergente,ν lasν fraccionesν queν conteníanν elν LPSν

fueronνpasadasνporνdosνcolumnasνdeνdesaladoνHiTrapνenνserieν(GEνHealthcareνdeν5νmLν

deν capacidadν cadaν una)ν empleandoν comoν bufferν deν eluciónν fosfatoν 15ν mMν pHν 7,5ν

conteniendoνNaClν15νmMνaνunνflujoνdeν2νmLνmin-1.νEnνesteνcaso,νelνseguimientoνdeνlaν

eluciónνseνrealizóνmonitoreandoνlaνabsorbanciaνaν205νnm,νlongitudνdeνondaνaνlaνcualνelν

LPSν presentaν unaν absorciónν significativa,ν debidoν principalmenteν aν laν presenciaν deν

gruposνcarboniloνenνsuνestructura.νFinalmente,νlasνfraccionesνfueronνagrupadasνdeνaνdosν

consecutivasν yν dializadasν conν elν objetivoν deν removerν elν detergenteν yν lasν salesν

remanentes.νLaνdiálisisν seν llevóνaνcaboνconν tubosνdeνdiálisisνdeνcorteνmolecularν3500ν

contraνbufferνcontraνaguaνMilliQνporνotrasν48νhsνaν 4ν °C.νLuego,ν lasν fraccionesν fueronν

liofilizadas,ν aν lasν cualesν seν lesν determinó:ν elν contenidoν deν proteínas,ν elν contenidoν deν

ácidosνnucleicos,ν laν actividadνendotóxica,ν elν contenidoνdeνKdoνyν laν presenciaν deνCa2+ν

segúnν seν detallaν másν adelante.ν También,ν estasν fraccionesν fueronν analizadasν porν

electroforesisνenνgelνdeνpoliacrilamidaνconνSDSνsegúnνlasνespecificacionesνdelνapartadoν

3.2.2.3.νElνLPSνpurificadoνyνliofilizadoνseνconservóνaν-20ν°Cνhastaνsuνutilización.ννν

Luegoνdeν laνpurificación,ν laνcolumnaνdebeν lavarseνconν0.5νVCνdeνNaOHν0,2νMν

seguidosνporνalνmenosν2νVCνdeνaguaνMilliQνyνconservarseνenνsoluciónνdeνetanol:aguaν20ν

%νv/v.νLavadosνmásνrigurososνpuedenνrealizarseνconν0.25νVCνdeνNaOHν0,5νMνseguidosν

porν4νVCνdeνaguaνMilliQνóν0.5νVCνdeνisopropanol:aguaν30%νv/vν(paraνremoverνlípidosνyν
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proteínasν muyν hidrofóbicas)ν seguidosν porν 4ν VCν deν aguaνMilliQ.ν Todasν lasν solucionesν

debenνpasarseνpreviamenteνporνfiltrosνdeν0,2νɆmνdeνtamañoνdeνporoνyνserνdesgasadas.ν

ν

Cuantificaciónν deν proteínas.ν Seν empleóν elν métodoν descriptoν porν Bradfordν [203],ν

utilizandoνunνconcentradoνdeνreactivoνcolorimétricoνparaνelνensayoνdeνproteínasνprovistoν

porν Bio-Radν Laboratories,ν Inc.ν Enν esteν ensayoν seν empleaν albúminaν deν sueroν bovinoν

(BSA)νcomoνestándarνdeνcalibraciónνaνmenosνqueνseνindiqueνloνcontrario.ν

ν

Cuantificaciónν deν ácidosν nucleicos.ν Elν contenidoν deν ARNν fueν determinadoν porν

espectroscopíaνUVνmidiendoνelνvalorνdeνabsorbanciaνaν260νnm.νLasνbasesνnitrogenadasν

enν losν nucleótidosν presentanν unaν absorciónν máximaν alrededorν deν 260ν nmν segúnν loν

indicadoν enν laν Tablaν 3.1ν [204].ν Enν baseν aν losν coeficientesν deν absorciónν molar,ν laν

absorbanciaν aν 260ν nmν deν unaν soluciónν 40ν Ɇgν mL-1ν (118ν ɆM,ν considerandoν unaν masaν

molecularνpromedioνdeν340νDa/base)νdeνARNνdeνsimpleνhebra,νenνunaνcubetaνdeν1νcmνdeν

caminoνópticoνesνigualνaν1.νDeνestaνforma,νutilizandoνunaνtécnicaνsencillaνnoνdestructivaν

puedeνdeterminarseνsuνconcentración.ν

Debidoν aν queν algunosν contaminantes,ν porν ejemploν solventesν provenientesν delν

procesoνdeνextracción,νpuedenνabsorberνaνesaνlongitudνdeνonda,νseνrecomiendaνtambiénν

evaluarνlaνabsorbanciaνaν240νnmνdeνmodoνdeνdetectarνesasνinterferencias.νLasνproteínasν

presentanν unν máximoν deν absorciónν aν 280ν nm,ν porν loν queν tambiénν podríanν afectarν laν

determinación.νEnνparticular,νlaνmuestraνcomercialνdeνLPSνqueνseνutilizaνenνesteνtrabajoν

deνtesisνposeeνunνbajoνnivelνdeνcontaminaciónνproteicaνenνcomparaciónνconνsuνcontenidoν

deνARNν(Tablaν3.2νpág.ν70),νloνqueνhaceνqueνlaνcontribuciónνdeνlasνproteínasνaνlaνmedidaν

deνabsorciónνaν260νnmνseaνpequeñaνenνlaνmayorνparteνdeνlasνmuestrasνanalizadas.νν

ȿȿȿȿν/νmMν/νmMν/νmMν/νmM-1-1-1-1νcmνcmνcmνcm
-1-1-1-1 13,4 7,9 8,1 6,1 8,2 8,5 7,6

ɅɅɅɅmáxmáxmáxmáxν/νnmν/νnmν/νnmν/νnm 260,5 264,5 275 267 259,5 260 260

AAAA TTTT GGGG CCCC UUUU ARNARNARNARN ADNADNADNADN

ν

Tablaν3.1:νAbsorciónνUVνdeνnucleótidosνyνácidosνnucleicosν

ν

Actividadν endotóxica.ν Laν determinaciónν deν laν potenciaν endotóxicaν deν lasνmuestrasν deν

LPSν seν determinóν medianteν elν usoν delν ensayoν deν endotoxinasν bacterianasν LALν

cromogénicoν cuantitativo,νQCL-1000νprovistoν porνCAMBREXνBioScienceνWalkersville,ν

Inc.ν
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ContenidoνdeνCa2+/Mg2+.νSeνempleóνelνensayoνdeνdurezaνDuralarm,νFreseniusνMedicalν

CareνArgentina.νSeνrealizóνsobreνsolucionesνdeνLPSνdeνconcentraciónνnoνmenorνaν1νmgν

mL-1.νElνensayoνpresentaνunνlímiteνdeνdetecciónνdeν2νppm.νν

ν

ContenidoνdeνKdo.νSeνempleóνelνprocedimientoνdescriptoνporνLeeνyνTsaiν[205].ν

νν

3.3.3.3.2222.2.3ν.2.3ν.2.3ν.2.3ν----ννννElectroforesisνenνgelνdeνpoliacrilamidaνconνSDSElectroforesisνenνgelνdeνpoliacrilamidaνconνSDSElectroforesisνenνgelνdeνpoliacrilamidaνconνSDSElectroforesisνenνgelνdeνpoliacrilamidaνconνSDSνννν

ν

LaνelectroforesisνenνgelνdeνpoliacrilamidaνconνSDSν(SDS-PAGE)νseνllevóνaνcaboν

empleandoνgelesνdeνpoliacrilamidaνdeν15νcmνdeνlongitud,ν14νcmνdeνanchoνyν0,15νcmνdeν

espesor.νLaνcorridaνelectroforéticaνseνllevóνaνcaboνutilizandoνunνequipoνHoeferνmodeloν

SEν400.νElνsistemaνdeνelectroforesisνLaemmliν[206]νinvolucróνelνusoνdeνbufferνTrisν25ν

mMνpHν8,8,νglicinaν0,19νMνyνSDSν0,1ν%νp/vνcomoνbufferνdeνcorrida.νElνgelνdeνresoluciónν

estuvoνformadoνporνacrilamidaν12,5ν%νp/v,νbufferνTrisν0,375νMνpHν8,8νyνSDSν0,1ν%νp/v,ν

mientrasνqueνelνgelνdeνpreconcentraciónνconteníaνacrilamidaν5ν%νp/v,νbufferνTrisν6νmMν

pHν6,8νyνSDSν0,1ν%νp/v.νLasνmuestrasνdetectadasνporνtinciónνdeνplataνfueronνdisueltasν

enν aguaν MilliQν yν mezcladasν enν unaν proporciónν 2ν aν 1ν conν elν bufferν deν siembra,ν

conteniendo:ν bufferν Trisν 0,15ν Mν pHν 6,8,ν azulν deν bromofenolν 0,075ν %ν p/v,ν β-

mercaptoetanolν15ν%νv/v,νglicerolν30ν%νv/vνyνSDSν6ν%νp/v.νLuego,ν fueronνtratadasνenν

bañoνdeνaguaνaνebulliciónνduranteν5νminutos.νLasνmuestrasνreveladasνporνdetecciónνdeν

actividadνdeνperoxidasaνfueronνdisueltasνenνaguaνMilliQνyνmezcladasνenνunaνproporciónν

2νaν1νconνbufferνdeνsiembraνsinνβ-mercaptoetanolνyνnoνfueronνcalentadas.νElνvolumenν

deνsiembraνempleadoνfueνdeν25νaν50νɆLνconteniendoνentreν2,5νyν20νɆgνdeνmuestraνsegúnν

elν caso.ν Laν electroforesisν seν corrióν aν 30ν mAν aν 4ν °Cν duranteν 6ν horas,ν hastaν queν elν

coloranteνindicadorνalcanzóνelνfondoνdelνgel.ν

ParaνlaνtinciónνconνplataνseνsiguióνlaνtécnicaνdescriptaνporνTsaiνyνFraschν[207]ν

conνalgunasνmodificacionesνcomoνseνdetallaνaνcontinuación:νUnaνvezνcorridoνelνgel,νelν

LPSνseνfijaνalνmismo,νsumergiéndoloνenνlaνsoluciónνfijadoraν1νννν(40ν%νv/vνetanolνyν5%νv/vν

ácidoνacéticoνenνaguaνMilliQ),νtodaνlaνnocheνaν4ν°Cνconνagitaciónνorbitalνmoderada.νSeν

notaráν queν elν gelν encoge.ν Luego,ν laν soluciónν fijadoraν 1ν seν reemplazaν porν laν soluciónν

fijadoraν 2,νννν queν produceν laν oxidaciónν deν losν azúcaresν (40%ν v/vν etanol,ν 5%ν v/vν ácidoν

acéticoν yν 0.7%ν p/vν periodatoν deν sodio).ν Pasadosν 5ν minutos,ν elν gelν seν lavaν

exhaustivamenteνconνagitaciónνmoderadaνparaνretirarνelνexcesoνdeνperiodato,νcon:νa)ν1ν

lavadoνdeν500νmLνconν40ν%νv/vνetanolνyν5%νv/vνácidoνacético,νb)ν1νlavadoνdeν500νmLν

conν40%νv/vνetanolνenνagua,νyνc)ν3νlavadosνdeν15νminutosνcadaνunoνconν500νmLνdeνaguaν
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MilliQνporνlavado.νConνestosνlavadosνseνobservaráνqueνelνgelνretomaνsuνtamaño.νUnaνvezν

queνelνgelνhaνsidoνlavado,νseνretiraνelνaguaνyνseνvierteνsobreνél,νlaνtinturaνdeνplataνreciénν

preparada,νagitandoνduranteν10νminutos,νaνoscuras.ν

Paraνlaνpreparaciónνdeνlaνtinturaνdeνplataννννseνprocedeνdeνlaνsiguienteνmanera:ν2,4ν

mLνdeνNH4OHν25ν%νv/vνseνagreganνaν28νmLνdeνNaOHν0,1νM.νLuego,ν5νmLνdeν20ν%νp/vν

deν AgNO3ν seν agreganν aν laν soluciónν anteriorν conν agitaciónν suave.ν Debeν observarseν

transitoriamenteνlaνformaciónνdeνunνprecipitadoνmarrónνqueνdesapareceνconνlaνagitación,ν

debidoνaνlaνformaciónνdelνcomplejoν[Ag(NH3)2]
+.νFinalmente,νseνllevaνaνunνvolumenνfinalν

deν150νmLνconνaguaνMilliQ.ν

Luegoνdeνlaνtinciónνconνplata,νseνrealizanν3νlavadosνdeν10νminutosνcadaνunoνconν

500νmLνdeνaguaνMilliQνporνlavado,νaνoscuras.νSeνretiraνelνaguaνyνseνcolocaνelνreveladorν

(ácidoνcítricoν50νmgνL-1νyνformaldehídoν37ν%νv/vν0,5νmLνL-1)νqueνdaνlugarνaνlaνformaciónν

delνespejoνdeνplataνsobreνcadaνsiembraνqueνcontengaνazúcaresνreductores.νElνreveladoν

delνgelνdebeνconcluirseνcuandoν lasνbandasνadquierenν laν intensidadνdeνcolorνdeseadaνoν

cuandoν elν fondoν translúcidoν delν gelν muestraν losν primerosν signosν deν coloración.ν Lasν

bandasνenνelνgelνadquierenνunνcolorνmarrónνoscuroνenνunosν5νminutos.νAlcanzadaνesaν

instancia,νseνtomaνunaνfotografíaνoνseνdeterminanνlasνdistanciasνdeνmigraciónνparaνcadaν

banda.ν

Elν reveladoν porν actividadν deν peroxidasaν involucróν losν siguientesν pasos:ν elν gelν

fueν enjuagadoν conν 500ν mLν deν soluciónν deν tritonν X-100ν 1,5ν %ν v/vν duranteν 1ν horaν aν

temperaturaν ambiente,ν luegoν 2ν vecesν conν 500νmLν deν aguaνMilliQν duranteν 15νminutosν

cadaνvez.νFinalmenteνfueνsumergidoνenνunaνsoluciónνdeνpirogalolν0,6νgνL-1νyνperóxidoνdeν

hidrógenoν0,8νgνL-1νenνbufferνfosfatoν100νmMνpHν6,0.νν

ν

3.3.3.3.2222.3ν.3ν.3ν.3ν----ννννResultadosνResultadosνResultadosνResultadosννννν

ν

Aνcontinuación,νaνmodoνdeνejemploνseνmuestraνunνperfilνdeνeluciónνdeνlaνcolumnaν

cromatográficaν(Figuraν3.1),νdondeνseνregistraνlaνabsorbanciaνaν280νyν260νnm.νElνperfilν

cromatográficoν estáν caracterizadoν porν cuatroν regionesν bienν definidas,ν segúnν suν

absorbancia.νEstasνregionesνson:ν

ν

1.-νDeν35νaν44νmLνAmáxν260νnmν≅ν400νmUAν

2.-νDeν44νaν60νmLνAmáxν260νnmν≅ν0νmUAν

3.-νDeν60νaν90νmLνAmáxν260νnmν≅ν1300νmUAν

4.-νDeν90νaν130νmLνAmáxν260nmν≅ν5000νmUAν
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Figuraν3.1:Figuraν3.1:Figuraν3.1:Figuraν3.1:νCromatografíaνdeνexclusiónνporνtamañoνsegúnνlasνespecificacionesνdeνlaνsecciónν

3.2.2.2.ν3νmLνdeνLPSνdeνS.νMinnesotaν20νmgνmL-1νinyectadoνenνbufferνdeνcorrida.νν

ν

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20
νAbs.ν205νnm

A
b
s
o
rb
a
n
c
ia
νa
ν2
0
5
νn
m
ν/
νm
U
A

Volumenν/νmL

νConductividad

νC
o
n
d
u
c
ti
v
id
a
d
ν/
νm
S
νc
m
-
1

ν

νννν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 3.2:3.2:3.2:3.2:ν Desaladoν deν lasν fraccionesν deν LPSν eluidasν deν laν columnaν deν exclusiónν porν

tamaño.νCadaνpurificaciónνcorrespondeνaνlaνinyecciónνdeνunaνfracciónνdeν3νmLνdeνLPS,νaquíν

ejemplificadoνconνlaνfracciónν44-47.νν
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Estasν regionesν indicanν elν contenidoν deν ARNν yν proteínasν deν lasν distintasν

fracciones,νsinνembargo,νnoνpuedeνconocerseνaνpartirνdeνesteνperfilν laνzonaνdeνeluciónν

deνLPS.νUnνanálisisνposteriorνdelνeluidoνpermiteνidentificarνlasνfraccionesνqueνcontienenν

LPSν(Tablaν3.2).ν

Finalizadaν laν corridaν cromatográfica,ν lasν fraccionesν colectadasν seν pasaronν porν

dosν columnasν deν desaladoνHiTrapν enν serieν conν elν objetivoν deν removerν elν excesoν deν

deoxicolatoνdeνsodio.νElνseguimientoνcromatográficoνseνrealizóνmidiendoνlaνabsorbanciaν

aν205νnm.νElνprimerνpicoνcorrespondeν(Figuraν3.2)νaνlaνeluciónνdelνLPS.νPosteriorνaνesteν

pico,νlaνfuerzaνiónicaνaumentaνdenotandoνlaνeluciónνdeνlasνsalesνdelνbufferνempleadoνenν

laν purificaciónν cromatográficaν precedente.ν Seν colectaronν lasν fraccionesν deν LPSν

agrupándolasνdeνaνdosνenνformaνconsecutiva.νPosteriormenteνseνdializaronνyνliofilizaron.νν

ν

VolumenνdeVolumenνdeVolumenνdeVolumenνde ActividadActividadActividadActividad
MuestraMuestraMuestraMuestra eluciónelucióneluciónelución ARNARNARNARN ProteínasProteínasProteínasProteínas KdoKdoKdoKdo endotóxicaendotóxicaendotóxicaendotóxica CaCaCaCa2+2+2+2+

(mL)(mL)(mL)(mL) (%νp/p)(%νp/p)(%νp/p)(%νp/p) (%νp/p)(%νp/p)(%νp/p)(%νp/p) (%νp/p)(%νp/p)(%νp/p)(%νp/p) (UEνng(UEνng(UEνng(UEνng-1-1-1-1)ν)ν)ν)ν1111

LPSνdeν
S.νMinnesota 46 0,8 1,0 1,3 +
(Sigma)

7-8 35-41 1,5 1 0,2 0,6ν-ν0,9 nd

9-10 41-47 0,3 0,3 0,4 1,1ν-ν1,7 -

11-12 47-53 0,2 0,3 1,1 0,6ν-ν1,1 -

13-14 53-59 0,1 0,2 0,7 0,8ν-ν1,0 -

15-16 59-65 1,6 0,8 1,2 0,9ν-ν1,5 -

17-18 65-71 3,4 1,2 1,6 0,5ν-ν1,0 nd

19-20 71-77 6,0 2,0 0,1 0,05ν-ν0,1 nd

21-22 77-83 14,0 2,0 0,01ν< 0,01ν< nd

ν
1
νActividadνendotóxicaνdeterminadaνsobreνfraccionesνdeνLPSνprovenientesνdeνalνmenosνdosνpurificacionesνdistintas.ν

nd:νnoνdeterminado.ν

ν ν

TablaνTablaνTablaνTablaν3.23.23.23.2::::νResultadosνdeνlaνcaracterizaciónνdelνLPSνdeνS.νMinnesotaνprovistoνporνSigmaνyν

deνsusνfraccionesνpurificadas.νElνvolumenνdeνeluciónνcorrespondeνaνlaνFiguraν3.1.ν
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ν Sobreν lasν muestrasν liofilizadasν seν determinóν elν contenidoν deν proteínas,ν elν

contenidoν deν ácidosν nucleicos,ν laν actividadν endotóxica,ν elν contenidoν deν Kdoν yν laν

presenciaνdeνCa2+.νLaνTablaν3.2νyνlaνFiguraν3.3νresumenνlosνresultadosνobtenidos.ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

Figuraν3Figuraν3Figuraν3Figuraν3.3.3.3.3::::νResultadosνdeνlaνcaracterizaciónνdeνlasνfraccionesνpurificadasνdeνLPSνdeνS.νMinnesota.ν

A)νAnálisisνdeνARN,νKdoνyνProteínas.νB)νActividadνendotóxica.ν

νν

Deν acuerdoν aν estosν resultadosν elν LPSν eluyeν entreν losν 35ν yν losν 77ν mLν

correspondienteνaνlasνregionesν1νyν2νyνelνinicioνdeνlaνregiónν3.νAνpartirνdeνlosν77νmLνelν

eluidoν seν vaν enriqueciendoν enν elν porcentajeν deν ARNν yν proteínasν disminuyendoν

drásticamenteν elν porcentajeν deν Kdoν yν suν actividadν endotóxica.ν Enν lasν fraccionesν

correspondientesν aν laν regiónν 1ν yν 2ν (35ν aν 60ν mL)ν seν concentraν laν mayorν actividadν

endotóxica,ν siendoν laν regiónν2ν (44νaν60νmL)ν laν deνmayorνpureza.νEstaν informaciónνesν

valiosaνenν loνqueνrespectaνaν laνelecciónνdeνunaν fracciónνdeνLPSνparaν llevarνaνcaboνunν

ensayoνcompetitivoνoνenνlaνsíntesisνdeνconjugados.ν

LasνfraccionesνdeνLPSνfueronνsometidasνaνelectroforesisνenνgelνdeνpoliacrilamidaν

conν SDS.ν Enν laν Figuraν 3.4ν puedeν observarseν elν patrónν deν migraciónν enν formaν deν

escaleraν característicoν delν LPS.ν Estoν confirma,ν enν conjuntoν conν laν informaciónν

presentadaνhastaνahora,ν queνelνLPSνcomercialνdelν cualνdispusimosνesνunaνmuestraνdeν

masaν molarν muyν heterogénea.ν Enν laν purificaciónν cromatográfica,ν dadasν lasν

característicasν deν laν columnaν empleada,ν losν analitosν deν mayorν masaν molar,ν queν sonν

aquellosνconνmenorνinteracciónνconνlaνcolumna,νeluyenνprimero.νEnνlaνelectroforesis,νlosν

analitosν migranν deν acuerdoν aν suν masaν molar,ν siendoν losν másν pequeñosν quienesν

presentaránν mayorν movilidad.ν Enν particular,ν cadaν unaν deν lasν bandasν queν puedeν

distinguirseνdentroνdeνunaνmismaνcalleνdeνsiembraνpuedeνasignarseνaνlaνdisminuciónνdeν
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unaν subunidadν repetitivaν deν laν regiónν delν antígenoν O.ν Deν estaν forma,ν laν fracciónν 7-8ν

correspondeνaνlaνfracciónνdeνLPSνdeνmayorνmasaνmolar,νsiendoνlaν17-18νlaνdeνmenor.ν

Lasν fraccionesν porν encimaν deν estaν últimaν presentaronν nivelesν deν endotoxicidadν yν

porcentajeν deν Kdoν (Tablaν 3.2)ν muyν bajos,ν yν ademásν noν pudieronν detectarseν porν

electroforesis.νSiendoνasí,νlaνregiónνdeνeluciónνdeνLPSνquedaνacotadaνentreνlosν35νyνlosν

77νmLνsegúnνelνperfilνcromatográficoνdeνlaνFiguraν3.1.νν

Laνinformaciónνqueνseνobtieneνdeνlosνgelesνdeνelectroforesisνrealizadosνenνestasν

condicionesνesνmuyνútilνenνcuantoνaν laνcomparaciónνdeνlasνdistintasνfraccionesνdeνLPSν

segúnνsuνperfilνdeνmigraciónνyνtambiénνrespectoνdeνsuνcomparaciónνconν losνderivadosν

queν puedenν sintetizarseν aν partirν deν estasν fracciones.ν Unν ejemploν deν loν últimoν

mencionadoνseνpresentaráνmásνadelanteνenνelνcapítuloν6.νν

ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν3.3.3.3.4:4:4:4:νElectroforesisνenνgelνdeνpoliacrilamidaν17,5ν%νconνSDSνdeνfraccionesνpurificadasν

deν LPSν deνS.νMinnesotaν reveladasν porν tinciónν conν plata.ν Enν elνmargenν superiorν delν gelν seν

indicaν laν fracciónν sembrada.ν Enν todosν losν casosν seν sembraronν 50ν ɆLν conteniendoν 10ν Ɇgν deν

LPS.ν

ν

3.3.3.3.2222.4ν.4ν.4ν.4ν----ννννSumarioSumarioSumarioSumarioνννν

ν

ComoνpuedeνobservarseνenνlaνTablaν3.2,νelνLPSνprovistoνporνSigma,νobtenidoνaν

partirνdeνlaνextracciónνconνfenol-aguaνposeeνunνelevadoνcontenidoνdeνARNν(46ν%νp/p).ν

Elν procedimientoν deν purificaciónν porν cromatografíaν deν exclusiónν brindaν resultadosν
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satisfactoriosν permitiendoν disminuirν enν granν medidaν lasν impurezasν presentesν enν elν

materialνdeνpartida.νElνnivelνdeνARNνpudoνdisminuirseνaνvaloresνentreν0,1νyν3,4ν%νp/pν

dependiendoν deν laν fracción.ν Lasν fraccionesν conν actividadν endotóxicaν seν encuentranν

principalmenteνdentroνdeνlasνregionesν1νyν2νsiendoνlasνfraccionesν9-10ν(41-47νmL),ν11-

12ν(47-53)νyν13-14ν(53-59)νlasνdeνmejorνcalidadνdadaνsuνbuenaνactividadνendotóxicaνyν

bajosνnivelesνdeνARNνyνproteínas.νν

Delν perfilν cromatográficoν (Figuraν 3.1)ν yν delν perfilν deν migraciónν enν elν gelν deν

electroforesisν(Figuraν3.4)νpuedeνevidenciarseνlaνpolidispersiónνqueνpresentaνlaνmuestraν

deν LPS.ν Laν separaciónν cromatográficaν permitióν purificarν elν LPSν yν ademásν obtenerν

gruposνdeνmasaνmolarνacotadaνdeνLPS.νννν

ν

3.3.3.3.3333νννν––––νSíntesisνdeνcarboximetildextrán70ν(CMDex70)ννSíntesisνdeνcarboximetildextrán70ν(CMDex70)ννSíntesisνdeνcarboximetildextrán70ν(CMDex70)ννSíntesisνdeνcarboximetildextrán70ν(CMDex70)νν

ν

Elνmétodoνdeνcarboximetilaciónνdeνdextranoνhaνsidoνpreviamenteνdescriptoν[208,ν

209].νBrevemente,ν10νgνdeνdextranoν(Sigma,νMrν68800νgνmol-1)νfueronνdisueltosνenν50ν

mLνdeνsoluciónνdeνácidoνbromoacéticoν(Sigma)ν15ν%νp/v,νconteniendoν3,5νgνdeνhidróxidoν

deνsodioν(Figuraν3.5).νLuego,νlaνmezclaνdeνreacciónνfueνincubadaνporν48νhorasνaν40ν°Cν

conνagitación.νFinalizadaνlaνreacción,νseνenfrióνlaνsoluciónνaνtemperaturaνambienteνyνlaν

mezclaνfueνllevadaνaνpHν6,5νconνácidoνacético.νElνproductoνobtenidoνseνdializóνaν25ν°Cν

contraνaguaνmilliQνduranteν72νhorasνusandoνmembranasνdeνcorteνmolecularν3500,νconν5ν

cambiosν deν líquidoν deν 2ν litrosν cadaν vez.ν Posteriormente,ν laν soluciónν seν dividióν enν 10ν

tubosνconteniendoνunosν6νmLνcadaνunoνyνseνliofilizó.νElνsólidoνobtenidoνseνconservóνaν-

20ν°Cνhastaνsuνuso.νν

ν

O O

OH

OHOH

BrBrBrBr
OOOOHHHH

OOOO

O O

R

RR

* * * *

DextranoDextranoDextranoDextrano CarboximetildextránCarboximetildextránCarboximetildextránCarboximetildextrán
Rν=ν-OH,ν-OCH2COO-ν(Mezcla) νννν

νννν

Figuraν3.5:Figuraν3.5:Figuraν3.5:Figuraν3.5:νEsquemaνdeνreacciónνdeνlaνcarboximetilaciónνdelνdextrano.ν

ν

Elν carboximetildextrán70ν (CMDex70)ν obtenidoν fueν caracterizadoν porν

espectroscopíaν RMNν 13Cν empleandoν unν espectrómetroν Brukerν Avanceν 500ν MHz.ν Laν

Figuraν3.6νcorrespondeνalνespectroνdeν13CνRMNνdeνcarboximetildextrán70νrealizadoνenν

aguaνdeuterada.νEntreν178,90νyν177,78νppmνseνobservanν lasνseñalesνcorrespondientesν
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alν carbonoν delν grupoν –COOH,ν indicandoν laν carboximetilaciónν delν polímero.ν Porν

integraciónνdeνlasνseñalesνpudoνcalcularseνunaνrelaciónνdeνCOOH:monómeroν(unidadνdeν

glucosa)νdeν1:10.νν

ν

ν

Figuraν3.6:Figuraν3.6:Figuraν3.6:Figuraν3.6:νEspectroνdeν 13CνRMNνdeνcarboximetildextrán70νenνD2O.ν

A)νEspectroνcompleto.νB)νAmpliaciónνdeνlaνzonaνrecuadradaνenνrojo.ν
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3.3.3.3.4444νννν ––––ν Detν Detν Detν Determinaciónν electroquímicaν delν coeficienteν deν difusiónν delν mediadorνerminaciónν electroquímicaν delν coeficienteν deν difusiónν delν mediadorνerminaciónν electroquímicaν delν coeficienteν deν difusiónν delν mediadorνerminaciónν electroquímicaν delν coeficienteν deν difusiónν delν mediadorν

[Os(bpy)[Os(bpy)[Os(bpy)[Os(bpy)2222pyCl]PFpyCl]PFpyCl]PFpyCl]PF6666νννννννν

ν

ElνcomplejoνdeνOs,ν[Os(bpy)2(py)Cl]PF6,νutilizadoνcomoνmediadorνsolubleνenνlosν

experimentosν presentadosν enν elν capítuloν 4ν yν 8,ν fueν caracterizadoν enν relaciónν aν suν

coeficienteν deν difusión.ν Comoν fueν introducidoν enν elν capítuloν 2,ν elν análisisν deν laν

voltametríaνcíclicaνpermiteνlaνobtenciónνdeνesteνparámetroν[168],νsegúnνlaνecuaciónν2.4.ν

Determinandoν laν corrienteνdeνpicoν (ip)ν aν distintasν velocidadesνdeνbarridoν (ɇ)ν yν

graficandoν ipν versusν v
1/2,ν puedeν calcularseν elν valorν delν coeficienteν deν difusiónν deν laν

especieνelectroactivaν(D0)νaνpartirνdeνlaνpendienteνdelνgráfico.ν

νννν

3.3.3.3.4444.1.1.1.1νννν––––νExperimentalνExperimentalνExperimentalνExperimentalνννν

ν

Comoν electrodosν deν trabajo,ν seν utilizaronν láminasν planasν deν oroν deν 1ν cm2ν deν

área,ν tratadasν previamenteν segúnν elν protocoloν descriptoν enν 3.6.1.ν Losν electrodosν

modificadosνAu/Cys/CMDex24+PEG5000νyνAu/Cys/CMDex70νseνconstruyeronνaνpartirν

deνestasνláminasνdeνoro,νenνbaseνaνloνdetalladoνenνelνcapítuloν4.νLosνelectrodosνfueronν

sumergidosνenνlaνceldaνelectroquímicaνconteniendoνalνcomplejoν[Os(bpy)2(py)Cl]PF6νenν

unaνconcentraciónνdeν40νɆMν(Mrν762νgνmol-1)νenνbufferνTrisν50νmMνpHν7,5νconνKNO3ν

0,2νMνcomoνelectrolitoνsoporte.νComoνcontraelectrodoνseνempleóνunaνmallaνdeνplatinoνyν

unνelectrodoνdeνAg/AgClνcomoνelectrodoνdeνreferencia.νElνpotencialνseνvarióνentreν0νyν

600νmVνversusνAg/AgClνaνdistintasνvelocidadesνdeνbarrido,νentreν2νyν100νmVνs-1.ν

ν

3.3.3.3.4444.2.2.2.2νννν––––νResultadosνResultadosνResultadosνResultadosνννν

ν

LaνFiguraν3.7νmuestraνlasνvoltametríasνcíclicasνobtenidasνparaνelectrodosνdeνoroν

sinν modificarν (Au)ν yν paraν electrodosν modificadosν Au/Cys/CMDex70ν yν

Au/Cys/CMDex24+PEG5000.ν Enν laν figuraν puedeν observarse,ν queν paraν losν electrodosν

ensayados,νlaνcuplaνOs(II)/Os(III)νpresentaνunνcomportamientoνreversible,νenνbaseνaνlosν

criteriosνdetalladosνenν2.2.3.1.νLaνcuplaνpresentaνunνcomportamientoνreversibleνcomoνloν

demuestraνlaνseparaciónνdeνlosνpicosνanódicoνyνcatódicoνparaνcadaνvoltamogramaν(entreν

58-61νmV)νyνlaνrelaciónνentreνestosνpicosνesνprácticamenteνigualνaνuno.ν

ν
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Figuraν3.Figuraν3.Figuraν3.Figuraν3.7777::::νVoltametríaν cíclicaν paraν unν electrodoν deν oroν yν electrodosνmodificados.ν

[Os(bpy)2pyCl]
+ν40νɆMνenνbufferνTrisν50νmMνpHν7,5ν+νKNO3ν0,2νM.νVelocidadνdeν

barrido:ν10νmVνs-1.ν

νννν

Enν laν Tablaν 3.3ν seν presentanν losν valoresν deν corrienteν deν picoν obtenidosν paraν

cadaνunoνdeν losν electrodosνestudiadosν aν distintasν velocidadesνdeνbarrido.νAνpartirν deν

estosν datosν seν construyeronν losν gráficosν ipν versusν ɇ
1/2,ν deν cuyosν valoresν deν lasν

pendientesνpudieronνextraerseνlasνmagnitudesνdeνlosνcoeficientesνdeνdifusión.νννν

ν

(Vνs(Vνs(Vνs(Vνs-1-1-1-1)))) (V(V(V(V
1/21/21/21/2νsνsνsνs

-1/2-1/2-1/2-1/2)))) AuAuAuAu Au/Cys/CMDex24+PEG5000Au/Cys/CMDex24+PEG5000Au/Cys/CMDex24+PEG5000Au/Cys/CMDex24+PEG5000 Au/Cys/CMDex70Au/Cys/CMDex70Au/Cys/CMDex70Au/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

ɇɇɇɇ
1/21/21/21/2ɇɇɇɇ iiii ppppν(ɆA)ν(ɆA)ν(ɆA)ν(ɆA)

ν

νννν
Tablaν3.Tablaν3.Tablaν3.Tablaν3.3333::::νCorrientesνdeνpicoνobtenidasνparaνdistintosνelectrodosνaνdiferentesνvelocidadesνdeν

barrido.ν[Os(II)]ν=ν40νɆMνenνbufferνtrisν50νmMνpHν7,5νconνKNO3ν0,2νM.ν
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Figuraν3.Figuraν3.Figuraν3.Figuraν3.8888::::νCorrientesνdeνpicoνenνfunciónνdeνlaνvelocidadνdeνbarrido.νAuν(círculosνrojos);ν

Au/Cys/CMDex24+PEG5000ν(triángulosνazules);νAu/Cys/CMDex70ν(cuadradosνverdes).ν

ν

Elν coeficienteν deν difusiónν delν complejoν deν osmioν paraν lasν distintasν superficiesν

estudiadasνresultóνser:ν4,3νxν10-6νcm2νs-1νparaνelνelectrodoνdeνoroνsinνmodificar;ν3,8νxν

10-6νcm2νs-1νparaνelνelectrodoνAu/Cys/CMDex24+PEG5000;νyν2,7νxν10-6νcm2νs-1νparaνelν

electrodoνAu/Cys/CMDex70.νν

PuedeνobservarseνqueνlasνdiferenciasνenνlosνvaloresνdeνD0νsonνpequeñas,νloνqueν

indicaνqueνelνmediadorνpuedeνaccederνlibrementeνaνlaνsuperficieνdeνoroνpermitiéndoseνelν

procesoν reversibleν deν transferenciaν deν electrones.ν Seν hanν obtenidosν resultadosν

similares,νnuncaν inferioresνalν correspondienteνparaνAu/Cys/CMDex70,νparaνelectrodosν

modificadosν conν derivadosν deν dextranoν dondeν seν haν adsorbidoν elν conjugadoν deν

neutravidinaνconνperoxidasaνdeνrábanoνpicanteν (N-HRP).νElνdetalleνexperimentalνdeν laν

construcciónνdeνestasνplataformasνseνpresentaνenνelνcapítuloν4.νν

ν

3.3.3.3.5555νννν––––ννννCaracterizaciónνCaracterizaciónνCaracterizaciónνCaracterizaciónνdeνconjugadosνdeνLPSdeνconjugadosνdeνLPSdeνconjugadosνdeνLPSdeνconjugadosνdeνLPSνννν

ν

EnνesteνtrabajoνdeνtesisνseνhanνsintetizadoνunaνserieνdeνconjugadosνdeνLPS.νSusν

procedimientosν deν síntesisν estánν detalladosν enν losν capítulosν 5,ν 6ν yν 7.ν Todosν losν

derivadosνdeνLPSνfueronνcaracterizadosνporνsuνcontenidoνdeνKdoνyνactividadνpirógenaν

segúnνloνdescriptoνenνelνapartadoν3.2.2.2.νLaνrelaciónνdeνconjugaciónνparaνcadaνunoνdeν
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losνconjugadosνobtenidosνfueνevaluadaνporνdeterminaciónνdelνcontenidoνdeνLPSνyνdeνlaν

sondaνunidaνalνlipopolisacárido.νLaνcantidadνdeνLPSνfueνestablecidaνporνanálisisνdeνKdoν

paraνelνconjugadoνyνparaνunaνsoluciónνdeνconcentraciónνconocidaνdeνlaνmismaνfracciónν

deνLPSνempleadaνenν laνsíntesis.νLaνcantidadνdeνlaνsondaνfueνdeterminadaνporνdistintasν

técnicasνsegúnνlasνcaracterísticasνdeνlaνsondaνenνparticular.ν

ν

3.3.3.3.5555.1ν.1ν.1ν.1ν––––νDeterminaciónνdeνlaνconcentraciónνdeνdansiloνporνespectroscopíaνdeνfluorescenciaνDeterminaciónνdeνlaνconcentraciónνdeνdansiloνporνespectroscopíaνdeνfluorescenciaνDeterminaciónνdeνlaνconcentraciónνdeνdansiloνporνespectroscopíaνdeνfluorescenciaνDeterminaciónνdeνlaνconcentraciónνdeνdansiloνporνespectroscopíaνdeνfluorescenciaνννν

ν

Luegoνdeν laν purificación,ν elν conjugadoνdeνLPSνconνdansiloν seνdisolvióν enν aguaν

MilliQνyνfueνsometidoνaνespectroscopíaνdeνfluorescenciaνenνcubetasνdeνpoliestirenoνdeν1ν

cmνdeνcaminoνópticoνempleandoνunνespectrofluorómetroνPTIνQuantamaster.νLaνlongitudν

deνondaνdeνexcitaciónνfueνfijadaνaν325νnm;νlaνemisiónνfueνdeterminadaνentreν350νyν750ν

nmνyνseνdeterminóνelνáreaνdeνemisión.νLaνaperturaνdeνrendijaνfueνdeν1νmmνtantoνparaνlaν

luzνdeνexcitaciónνcomoνparaνlaνdeνemisiónνempleandoνunνtiempoνdeνintegraciónνdeν10νs.νν

ConνelνobjetivoνdeνdeterminarνlaνderivatizaciónνobtenidaνenνelνLPS,νseνconstruyóν

unaνcurvaνdeνcalibraciónνusandoνestándaresνdeνhidracinaνdeνdansiloν(Fluka)νentreν0,6νyν

12,0ν ɆMν enν aguaν MilliQ.ν Deν formaν similarν seν realizaronν espectrosν delν conjugadoν aν

concentracionesν entreν 5ν yν 100ν Ɇgν mL-1.ν Laν relaciónν LPS:dansiloν fueν calculadaν deν

muestrasν delν conjugadoν LPS-dansiloν deν 5ν Ɇgν mL-1,ν porν debajoν deν laν concentraciónν

micelarνcríticaν(CMC)νdelνlipopolisacáridoν[31].ν

ν

3.3.3.3.5555.2.2.2.2νννν----ννννAnálisisνAnálisisνAnálisisνAnálisisνdeνHRPνyνsusνderivadosνdeνHRPνyνsusνderivadosνdeνHRPνyνsusνderivadosνdeνHRPνyνsusνderivadosνporνespectroporνespectroporνespectroporνespectrometríametríametríametríaνMALDIνMALDIνMALDIνMALDI----TOFTOFTOFTOFνννν

ν

LaνespectrometríaνMALDI-TOFνseνempleóνenν laν caracterizaciónνdeνHRPνyν susν

derivadosνutilizadosνenνlaνsíntesisνdeνconjugadosνdeνLPS-HRPνsegúnνseνdescribeνenνlosν

capítulosν 6ν yν 7.ν Elν análisisν seν llevóν aν caboν enν modoν positivoν empleandoν unν

espectrómetroνdeνmasaνBrukerνmodeloνOmniFLEXνDaltonicsνoperadoνenνmodoν linealνaν

unνvoltajeνdeνaceleraciónνdeν19νKeV.νLaνsoluciónνfotomatricialνseνpreparóνporνdisoluciónν

deνácidoνsinapínicoνaνunaνconcentraciónνdeν1ν%νp/v,νenνunaνsoluciónνdeνacetonitrilo-TFAν

0,1ν %ν v/vν (70:30ν v/v).ν Lasν solucionesν deν HRP,ν PEG-HRP,ν FMOC-PEG-HRP,ν dHRP,ν

dHRP-PEG-NH2νyνBSAν0,1νmMνfueronνpreparadasνenνaguaνMilliQ.νLasνsolucionesνdeνlasν

muestrasν seν prepararonν mezclandoν lasν solucionesν proteicasν conν laν soluciónν deν laν

fotomatrizνenνunaνrelaciónν1:10.νLaνsiembraνseνrealizóνsobreνunνportamuestraνdeνaceroν

inoxidableνcolocandoνenνcadaνcasoν1νɆLνdeνlaνsoluciónνyνdejandoνevaporarνelνsolvente.ν

ElνequipoνoperaνconνunνláserνdeνN2ν(337νnm)νparaνrealizarνlaνdesorción/ionizaciónνdeνlosν
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analitos.ν Enν todosν losν casos,ν laν calibraciónν seν llevóν aν caboν empleandoν BSAν comoν

estándarνexternoνempleandoνlasνseñalesνcorrespondientesνaν(Mν+νH)+ν=ν66431νyν(Mν+ν

2H)2+ν =ν 33216ν (Figuraν 3.10),ν segúnν loν reportadoν enν [210].ν Enν todosν losν casos,ν elν

portamuestrasν metálicoν seν sembróν colocandoν laν muestraν deν calibraciónν adyacenteν aν

cadaνunoνdeν losνanalitosνcomoνmuestraν laνFiguraν3.9.νDeνestaνforma,ν laνmediciónνparaν

cadaνanalitoνseνcalibraνrespectoνdeνunaνmuestraνdeνBSAνadyacenteνpermitiendoνluegoνlaν

comparaciónνdeνlosνespectrosνdeνlosνdistintosνderivadosνdeνHRPνpreparados.ν

ν

ν

ν

Figuraν3.9:Figuraν3.9:Figuraν3.9:Figuraν3.9:νSiembraνdeνmuestrasνenνunaνsondaνmetálicaνdeν49νposiciones.ν

ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν3.103.103.103.10::::νEspectrometríaνdeνmasaνMALDIνenνmodoνpositivoνdeνBSA.ν



ν

DesarrolloνdeνunνEnsayoνCompetitivoνparaνlaνDetecciónνdeνEndotoxinasν

ν
ν

ν78ν

3.3.3.3.5555.3.3.3.3νννν----ννννActividadνenzimáticaνdeActividadνenzimáticaνdeActividadνenzimáticaνdeActividadνenzimáticaνdeνHRPνHRPνHRPνHRPνννν

ν

Laν actividadν deν laν peroxidasaν fueν determinadaν espectrofotométricamenteν

siguiendoν elν procedimientoν descriptoν porν Chanceν yν Maehlyν [211].ν Elν ensayoν utilizaν

pirogalolνcomoνagenteνreductor.νSobreν1,45νmLνdeνsoluciónνdeνbufferνfosfatoν15νmMνpHν

6νconteniendoνpirogalolν0,55ν%νp/vνyνperóxidoνdeνhidrógenoν0,027ν%νp/vνseνagreganν50ν

ɆLνdeνsoluciónνdeνenzimaν (≈ν0.4ν–ν0.7νUνmL-1),ν seνmezclaνporν inversiónνyνseνmideν laν

absorbanciaν aν 402ν nm.ν Elν incrementoν enν laν absorbanciaν debidoν aν laν oxidaciónν delν

pirogalolνporνlaνenzimaνseνmonitoreaνaν20ν°Cνduranteν300νsegundos.νLasνmedicionesνseν

realizaronνempleandoνunνespectrofotómetroνShimadzuνUV-160A.νν

Unaνunidadνdeνperoxidasaνseνdefinióνcomoνlaνcantidadνdeνenzimaνqueνproduceν1ν

mgνdeνpurpurogalinaνaνpartirνdeνpirogalolνenν20νsegundosνaνpHν6.0νyν20ν°C.νLaνactividadν

deνlaνenzimaνseνexpresaνcomoνunidadesνdeνperoxidasaνporνmgνdeνHRP.νLaνconcentraciónν

deνperoxidasaνseνdeterminóνespectrofotométricamenteνsegúnνlaνsecciónν3.5.4.1.ν

ν

3.3.3.3.5555.4.4.4.4νννν––––ννννDeterminaciónνdeνlaνconcentraciónνdeDeterminaciónνdeνlaνconcentraciónνdeDeterminaciónνdeνlaνconcentraciónνdeDeterminaciónνdeνlaνconcentraciónνdeνHRPνHRPνHRPνHRPνννν

ν

3.3.3.3.5555.4.1ν.4.1ν.4.1ν.4.1ν––––νEspectroscopíaνdeνabsorciónνmolecularνEspectroscopíaνdeνabsorciónνmolecularνEspectroscopíaνdeνabsorciónνmolecularνEspectroscopíaνdeνabsorciónνmolecularνννν

ν

LaνconcentraciónνdeνHRPνfueνdeterminadaνespectrofotométricamenteνaνpartirνdeν

suνabsorbanciaνaν403νnmν(correspondienteνaνlaνbandaνSoretνdelνgrupoνhemo),νasumiendoν

102000ν M-1cm-1ν comoν suν coeficienteν deν absorciónν molarν [127].ν Lasν medicionesν seν

realizaronνempleandoνunνespectrofotómetroνShimadzuνUV-160Aνusandoνunaνceldaνdeν10ν

mmνdeνcaminoνóptico.νEnνtodosνlosνcasosνlosνespectrosνseνrealizaronνsobreνsolucionesν

acuosasνdeνlaνenzima.νEsteνprocedimientoνseνaplicóνaνsolucionesνdeνenzimaνaνlasνcualesν

seνleνevaluóνlaνactividadνenzimáticaνyνaνsolucionesνdeνconjugadosνLPS-HRPνdeνmodoνdeν

cuantificarνsuνrelaciónνdeνconjugación.νν

ν

3.3.3.3.5555.4.2ν.4.2ν.4.2ν.4.2ν––––νEnsayoνcolorimétricoννEnsayoνcolorimétricoννEnsayoνcolorimétricoννEnsayoνcolorimétricoννννν

ν

Seνempleóνelνmétodoνdescriptoνenν laν secciónν3.2.2.2νutilizandoνHRPν (Biozyme)ν

comoνestándarνdeνcalibración.νν

ν

ν

ν
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3333....6666νννν----νConstrucciónνdeνlaνplataformaνmultielectrodosνConstrucciónνdeνlaνplataformaνmultielectrodosνConstrucciónνdeνlaνplataformaνmultielectrodosνConstrucciónνdeνlaνplataformaνmultielectrodosνννννννν

ν

Laν construcciónν delν arregloν multielectrodosν seν llevóν aν caboν deν acuerdoν aν

resultadosνpreviamenteνpublicadosν[189].νSobreνplacasνdeνmylarνdeν350νɆmνdeνespesor,ν

seν imprimióν conν pinturaν deν plataν (Erconν Inc.ν Cat.ν N°ν E1660-136)ν paraν mejorarν laν

conductividadνdeνlasνpistasνyνluegoνseνhizoνunνcubrimientoνconνpinturaνdeνgrafitoν(Erconν

Inc.νCat.νN(νE3456).νPosteriormenteνlosνelectrodosνfueronνpulidosνconνalúminaνdeν0,3νyν

0,05νɆmνyνrecubiertosνconνpinturaνaislanteνdejandoνexpuestaνsoloνlaνregiónνdestinadaνalν

depósitoνdeνoro.νν

Elνdepósitoνdeνoroνseνrealizóνgalvanostáticamenteνhaciendoνcircularνporνlaνceldaν

2,5ν mAν cm-2ν duranteν 15ν minutosν conν agitaciónν orbitalν aν 80ν rpm.ν Laν soluciónν deν

deposiciónνconteníaνKAu(CN)2ν15νmgνmL
-1νyνácidoνcítricoν115νmgνmL-1,νajustadoνaνpHν4ν

conνKOH.νFinalizadaνestaνoperación,ν lasνplacasνfueronνtratadasνtérmicamenteνaν140ν°Cν

duranteν12νhoras.νLaνFiguraν3.11νesquematizaνlaνconstrucciónνdeνlaνplataforma.νDeνestaν

forma,νpudieronνconstruirseνarreglosνdeν8νelectrodosνdeν0,6νcm2νdeνárea.ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν3333....11111:1:1:1:νConstrucciónνdeνlaνplataformaνdeνelectrodosνsobreνmylar.νDeνizquierdaνaνderecha:ν

Deposiciónνdeνplata,νgrafito,νaislanteνyνoro.νν

ν

3.3.3.3.6666.1ν.1ν.1ν.1ν----ννννLimpiezaνLimpiezaνLimpiezaνLimpiezaνyνcaracterizaciónνdeνlosνelectrodosyνcaracterizaciónνdeνlosνelectrodosyνcaracterizaciónνdeνlosνelectrodosyνcaracterizaciónνdeνlosνelectrodosνdeνoroνdeνoroνdeνoroνdeνoroνννν

ν

Lasν láminasνplanasνdeνoroνdeν1νcm2νdeνáreaνgeométricaνprevioνaνsuνutilizaciónν

fueronνsometidasνaν limpiezaνsumergiéndolasνduranteν3νhorasνenνsoluciónνpirañaν (30ν%ν

v/vνH2O2:H2SO4ν98ν%νp/vν1:3).νLuegoνseνenjuagaronνconνaguaνMilliQνyνseνsometieronνaν

voltametríaνcíclicaνenνsoluciónνdeνH2SO4ν1,8νMνaν50νmVνs
-1νdesdeν0νaν1600νmVνversusν

Ag/AgCl.ν Laν superficieν electroquímicamenteν activaν fueν calculadaν aν partirν deν laν cargaν

obtenidaνporνintegraciónνdelνpicoνdeνreducciónνdelνóxidoνdeνoroν[212,ν213].νCuandoνfueν
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necesarioνunνprocedimientoνmásνexhaustivoνdeνlimpieza,νlosνelectrodosνfueronνtratadosν

enν soluciónν saturadaν deν permanganatoν deν potasioν enν medioν alcalinoν (KMnO4ν enν 1Mν

NaOH)νaν60ν°Cνduranteν5νhoras.ννν

Lasνplataformasνdeνmultielectrodosνrecibieronνunνtratamientoνdiferenteνalνreciénν

comentado.νLosνelectrodosνfueronνciclados,νdeνaνunoνporνvez,ν20νvecesνenνHClO4ν1Mνaν

200νmVνs-1νentreν-200νyν1600νmVνversusνAg/AgClν (Figuraν3.12).νEsteνprocedimientoν

permiteνlimpiarνlaνsuperficieνdeνoroνsinνdañarνlaνplataformaνplásticaνyνelνaislante.νLuego,ν

seνenjuagaronνconνaguaνMilliQνyνsometieronνaνvoltametríaνenνunaνsoluciónνdeνH2SO4ν1,8ν

Mνdeνformaνanálogaνaνloνdescriptoνparaνlasνláminasνdeνoroνdeνmodoνdeνhallarνsuνfactorν

deνrugosidad.νEnνesteνúltimoνcasoνlosνelectrodosνseνmidenνsimultáneamenteνutilizandoνlaν

celdaνdescriptaνenνlaνsecciónν2.5.1νyνelνmultipotenciostatoνMultiTEQ.νν

ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν3.123.123.123.12::::νVoltametríaνcíclicaνparaνunoνdeνlosν8νelectrodosνdelνsistemaνenν

HClO4ν1M,ν20νciclosνaν200νmVνs
-1.νEnνrojoνseνmuestraνelνprimerνbarrido.ν

ν

Laν voltamperometríaν enν H2SO4ν evidenciaν unν buenν comportamientoν

electroquímicoν deν lasν superficiesν deν oroν conservandoν suν integridadν físicaν luegoν delν

tratamientoνenνácidoνperclórico,νmostrandoνademásνgranνsimilitudνconνunνelectrodoνdeν

oroνmacizoν(Figuraνinsertada,νFiguraν3.13).νEnνlaνplacaνdeν8νelectrodosνcorrespondienteν

aνlaνFiguraν3.13νseνobtuvieronνenνpromedioνvaloresνdeνrugosidadνdeν1,7ν±ν0,1.νValoresν

similaresν pudieronν obtenerseν rutinariamenteν enν laν preparaciónν deν otrasν placasν deν

electrodos.νNóteseν laν excelenteν reproducibilidadνenνelν procesoνdeν fabricaciónνdeνestaν
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plataformaνdeνelectrodos.νEstosνresultadosνsonνmuyνvaliososνenνvíasνdelνdesarrolloνdeν

unν ensayoν deν reconocimiento,ν particularmenteν unν ensayoν amperométricoν competitivoν

paraνlaνdetecciónνdeνendotoxinasνcomoνseνpresentaráνenνelνcapítuloν8.νννν

ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 3.133.133.133.13::::ν Voltametríaν cíclicaν paraν losν 8ν electrodosν deν laν

plataformaν multielectrodosν enν H2SO4ν 1,8ν Mν aν 50ν mVν s
-1.ν Figuraν

insertada:νElectrodoνdeνoroνmacizoνdeν1νcm2νdeνáreaνgeométrica.ν
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4444.1.1.1.1νννν––––ννννIntroducciónIntroducciónIntroducciónIntroducciónνννννννν

ν

Losν ensayosν deν afinidadν molecularν sonν herramientasν importantesν enν químicaν

clínicaν yν enν químicaν combinatoriaν paraν elν desarrolloν deν nuevasν drogas.ν Losν ensayosν

básicamenteν involucranν unν agenteν deν reconocimientoν molecularν inmovilizadoν sobreν unν

sustratoν transductorν conν laν capacidadν deν unirseν alν analitoν dandoν lugarν aν unν cambioν

fisicoquímico,ν convertidoν porν elν transductorν enν unaν señalν eléctricaν procesable.ν

Particularmente,ν losν ensayosν basadosν enν afinidadν muestranν granν potencialidadν enν laν

producciónνdeνplataformasνsensibles,νasequiblesνyνdescartablesνparaνelνanálisisνdeνunaν

ampliaνgamaνdeνanalitos.νLaνmayorνparteνdeν losν trabajosν relacionadosνconνensayosνdeν

afinidadνelectroquímicosνestánνcentradosνenνmejorarνelνlímiteνdeνdetección,νsinνembargoν

pocoν seν discuteν sobreν losν indeseadosν efectosν deν laν adsorciónν noν específicaν deν

biocomponentesνpresentesνenνlaνmuestra,νniνenνlaνestabilidadνdeνlasνmatricesνempleadas.νν

Enνsuνambienteνnatural,νlaνmayoríaνdeνlasνbiomoléculasνinteraccionesνaνtravésνdeν

reconocimientoνespecífico,νnoνobstante,νpresentanνunaνelevadaνtendenciaνaνadsorberseν

físicamenteν sobreν sustratosν sólidosν desprovistosν deν receptoresν específicos.ν Esteν

comportamientoνtípicamenteνreduceν laνeficienciaνdeνmuchosνensayosνdeνafinidad,ν talesν

comoν losν testν westernν blot,ν microensayosν proteicos,ν biosensoresν yν ensayosν deν

detecciónν deν moléculaν únicaν [214];ν hoyν enν día,ν esteν tema,ν esν aúnν objetoν deν

investigaciónνenνelν campoνdeν laν químicaν analíticaν [215-218].νUnaνplataformaνefectivaν

paraνunνensayoνdeνreconocimientoνdebeνcomportarseνcomoνunνsoporteνsólidoνcapazνdeν

inmovilizarν alν agenteν deν reconocimiento,ν yν alν mismoν tiempoν parecerseν alν ambienteν

acuosoνdondeνelνanalitoνestáνpresente.νSiνesteνobjetivoνesνalcanzado,νpuedeνobtenerse,ν

unaν relaciónν óptimaν entreν elν aumentoν deν laν uniónν específicaν yν laν reducciónν deν laν

adsorciónνnoνespecífica.νν

Dadoν queν laν adsorciónν inespecíficaν esν usualmenteν impulsadaν porν interaccionesν

deν tipoν hidrofóbicasν entreν lasν biomoléculasν yν elν sustratoν sólido,ν elν desempeñoν delν

ensayoνpuedeνmejorarseνreduciendoνdichaνinteracciónνaνtravésνdeνlaνmodificaciónνdeνlaν

superficie.νUnaνestrategiaνampliamenteνempleadaνesν elνusoνdeνsolucionesνbloqueantesν

conteniendoνproteínasνtalesνcomoνlaνalbúminaνdeνsueroνbovinoν(BSA),νlaνcualνresisteνlaν

adsorciónν deν otrasν proteínas.ν Estaν estrategiaν sufreν deν problemasν asociadosν conν laν

desnaturalizaciónνdeνlaνproteínaνbloqueante,νoνdelνintercambioνdeνestaνproteínaνporνotrasν

enνlaνsolución.νParticularmenteνesteνtipoνdeνestrategiaνnoνesνadecuadaνparaνprevenirνlaν

adsorciónνinespecíficaνdeνlipopolisacáridosνdadoνqueνpresentaνunaνfuerteνinteracciónνconν

endotoxinasν[219].ν
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Frecuentemente,νenνunνensayoνelectroquímico,νelν agenteνdeν reconocimientoνseν

uneν aν laν superficieν deν oroν aν travésν deν laν formaciónν deν unν autoensambladoν deν algúnν

derivadoν deν tipoν mercaptano.ν Elν oroν combinaν propiedadesν macroscópicasν útilesν (porν

ejemplo,νmecánicas,νeléctricasνyνópticas)νconνapropiadasνpropiedadesνsuperficialesν(porν

ejemplo,ν resistenciaν aν laν corrosión,ν bajoν desgaste,ν fácilνmodificación);ν porν loν tantoν seν

empleaνampliamenteνenνelνdesarrolloνdeνmodelosνdeνsuperficiesνparaνbiosensoresνconν

unaν composiciónν químicaν bienν definidaν paraν unaν variedadν deν aplicacionesν yν técnicasν

(ópticas,νpiezoeléctricasνyνelectroquímicasνtalesνcomoνresonanciaνdeνplasmónνsuperficialν

(SPR),νmicrobalanzaνdeνcristalνdeνcuarzoν(QCM),νimpedanciaνyνamperometría).ν

Losνrecubrimientosνdeνpolisacáridosνyνpolietilenglicolesν(PEG)νseνhanνempleadoν

ampliamenteν enν unaν altaν variedadν deν aplicacionesν dadaν suν capacidadν deν resistirν laν

adhesiónν deν proteínasν yν células.ν Estasν moléculasν puedenν proveerν películasν conν bajaν

energíaν superficialν conν cadenasν orientadasν enν formaν aleatoriaν yν altamenteν hidratadasν

[220,ν221].νEntreνlosνpolisacáridosνempleadosνmásνexitosamenteνconνesteνpropósitoνseν

encuentranνelνdextranoνyνsusνderivados.νPorνejemplo,νelνcarboximetildextránν (CMDex)ν

seν usaν habitualmenteν enν laν modificaciónν deν oroν enν transductoresν paraν SPRν y,ν

actualmente,νBIACOREνloνutilizaνenνsuνsensorνdeνSPRνmodeloνCM5ν[222,ν223].νν

UnaνdeνlasνventajasνdelνCMDexνesνqueνlosνgruposνcarboxílicosνpresentesνenνsuν

estructuraν puedenν modificarseν fácilmenteν dandoν lugarν aν unaν interfaseν útilν paraν laν

construcciónν deν dispositivosν deν reconocimientoν molecular,ν dondeν elν agenteν deν

reconocimientoνpuedeν incorporarseνcovalentementeνaν laν superficie.νAdicionalmente,ν laν

inserciónνcovalenteνdeνesteνpolímeroνaνlaνsuperficieνpuedeνserνconvenienteνenνtérminosν

deνreproducibilidadνyνdurabilidadνdeνlaνpelículaνdepositada.νParaνnuestroνconocimiento,ν

muyνpocoνhaνsidoνreportadoνsobreνlaνaplicaciónνelectroquímicaνdeνesteνtipoνdeνmatrices.νν

Enν esteν capítulo,ν seν exploraν elν usoν deνCMDex70ν yνCMDex24ν combinadosν conν

distintosν oligo-ν yν polietilenglicolesν comoν matricesν sobreν electrodosν deν oroν paraν suν

aplicaciónν enν unν ensayoν deν reconocimientoν molecularν amperométrico.ν Seν estudiaν elν

comportamientoνdeνestasνpelículasνfrenteνaνlaνadsorciónνinespecíficaνdeνunaνproteínaνdeν

naturalezaνhidrofóbicaνcomoνlaνneutravidina,νcomoνsistemaνmodeloνparaνelνdesarrolloνdeν

unaνplataformaνparaνensayosνdeνdetecciónνdeνlipopolisacáridosν(LPS).νDadaνlaνnaturalezaν

hidrofóbicaνdelνlípidoνAνdelνLPS,νlaνconstrucciónνdeνunaνsuperficieνcapazνdeνminimizarνlaν

adsorciónνdeνbiocomponenteνhidrofóbicosνconstituyeνunaνetapaνfundamentalνdelνprocesoν

deν fabricaciónν delν ensayo.ν Conν elν propósitoν deν evaluarν laν respuestaν deν esteν tipoν deν

sustratosνmodificadosνseνutilizaνunνconjugadoνdeνneutravidinaνconνperoxidasaνdeνrábanoν

picanteν (N-HRP).ν Esteν derivadoν proteicoν haν sidoν extensamenteν utilizadoν enν unaν granν
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variedadν deν ensayosν deν afinidadν basadosν enν detecciónν electroquímicaν yν luminiscenteν

[175,ν224,ν225].νLaνFiguraν4.1νmuestraνelνcicloνcatalíticoνdeνlaνHRP,νyνsuνconexiónνconν

unν electrodoν paraν detecciónν electroquímicaν utilizandoν laν cuplaν redoxν reversibleν

Os(II)/Os(III).ν Enν esteν capítuloν seν utilizaν elν mediadorν Os[(bpy)2pyCl]PF6ν enν suν formaν

reducida.ν

ν

ν

νννν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν4.1:4.1:4.1:4.1:ννννConexiónνdelνsistemaνenzimáticoνdeνHRPνconνunνelectrodo.ν

ν

Basadosν enν losν resultadosν deν elipsometríaν yν amperometría,ν seν analizaν laν

resistenciaνdeνlaνsuperficieνfrenteνaνlaνadsorciónνdeνN-HRPνconsiderandoνlaνestructuraν

tridimensionalνqueν adoptaνelνCMDexνsobreν laν superficie;ν siνbienνelνCMDex70νproduceν

unaνestructuraνdensaνqueν reduceνdrásticamenteν laνadsorciónνnoνespecíficaνdeνN-HRP,ν

permiteν elν accesoν delν mediadorν redoxν aν laν superficieν deν oro.ν Elν sistemaν compuestoν

empleandoν CMDex24ν combinadoν conν unν polietilenglicolν deν masaν molecularν 5000ν Da,ν

exhibeνunνcomportamientoνsimilarνalνdeνCMDex70.νPorνotroνlado,νlosνsistemasνCMDexνyν

CMDex/PEGνfueronνmodificadosνconνbiotina,νlaνcontraparteνdeνlaνneutravidina,νdeνmodoν

deνevaluarνtantoνlaνrelaciónνseñalνespecífica/señalνnoνespecíficaνdeνlaνadsorciónνdeνN-

HRP,νasíνcomoνelνefectoνdeνlaνestructuraνdeνlaνpelículaνenνlaνrespuestaνamperométrica.ννννννννννννννννν

ν

4.24.24.24.2νννν----ννννExperimentalExperimentalExperimentalExperimentalνννν

ν

4.2.1ν4.2.1ν4.2.1ν4.2.1ν––––ννννReactivoReactivoReactivoReactivossssνννν

νννν

Elνmediadorν redoxνsolubleν [Os(bpy)2(py)Cl]PF6ν (dondeνbpyν=νbipiridinaνyνpyν=ν

piridina)νfueνsintetizadoνenνnuestroνlaboratorioνcomoνfueνpreviamenteνreportadoν[226].ν

Carboximetildextrán70ν (CMDex70νCOOH:monómeroν1:10)ν fueνsintetizadoνdeνacuerdoνaν

loνdetalladoνenνlaνsecciónν3.3.νCloruroνdeνN-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimidaν

(EDC),νN-hidroxisuccinimidaν (NHS),νdiclorhidratoνdeνcistaminaν(Cys)νyνésterνsuccínicoν

deν N-hidroxisuccinimidaν deν metoxipolietilenglicolν (PEG5000)ν yν etanolaminaν fueronν
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provistosν porν Sigma.ν Carboximetildextrán24ν (CMDex24,ν Mrν 24200ν Da,ν relaciónν

COOH:monómeroν1:2)νyνetilenglicolνdiglicidilνéterν(PEG174,νMrν174νDa)νfueronνprovistosν

porνFluka.νBiotina-LC-hidracidaνyνneutravidina-peroxidasaνdeνrábanoν(N-HRP,νrelaciónν

neutravidina/HRPν =ν 1,ν actividadν deν HRPν =ν 120ν Uν mg-1ν deν HRP,ν determinadaν

espectrofotométricamenteν siguiendoν elν procedimientoν detalladoν enν 3.5.3)ν fueronν

provistasνporνPierce.νPolietilenglicolνdiglicidilνéterν(PEG400,νMrν400νDa)ν fueνadquiridoν

deν Polysciencesν (USA).ν Ácidoν 3-mercaptopropiónicoν (MPA)ν fueν provistoν porν Aldrich.ν

Aminodextránν (NH2Dex,νMrν 70000νDa,ν relaciónνNH2:monómeroν 1:18)ν fueν provistoν porν

MolecularνProbes.νν

νννν

4.2.4.2.4.2.4.2.2222νννν----ννννConstrucciónνdeνelectrodosνmodificadosConstrucciónνdeνelectrodosνmodificadosConstrucciónνdeνelectrodosνmodificadosConstrucciónνdeνelectrodosνmodificadosνννν

ν

Seν emplearonν comoν electrodosν deν trabajoν láminasν planasν deν oroν deν 1ν cm2ν deν

áreaν geométrica.ν Laν superficieν delν oroν seν tratóν previamenteν segúnν elν protocoloν

descriptoνenνlaνsecciónν3.6.1νyνseνverificóνsuνlimpiezaνporνvoltametríaνcíclicaνenνH2SO4ν

1,8νM.νPosteriormente,νlosνelectrodosνsonνsometidosνaνmodificación.νν

ν

4.2.4.2.4.2.4.2.2222.1ν.1ν.1ν.1ν----ννννAdsorciónνdeνtiolν(Au/CysνyνAu/MPA)Adsorciónνdeνtiolν(Au/CysνyνAu/MPA)Adsorciónνdeνtiolν(Au/CysνyνAu/MPA)Adsorciónνdeνtiolν(Au/CysνyνAu/MPA)νννν

ν

Losν electrodosν deν oroν limpiosν seν sumergieronν enν unaν soluciónν 20ν mMν deν

diclorhidratoν deν cistaminaν (oν 25ν mMν deν ácidoν mercaptopropiónico)ν enν etanolν

absoluto:aguaν milliQν enν unaν proporciónν 9:1ν (óν 75:25)ν duranteν 2ν horasν bajoν agitaciónν

moderada.νPosteriormente,νseνenjuaganνprimeroνconνetanolνabsolutoνyν luegoνconνaguaν

milliQνyνseνsecaronνenνflujoνdeνnitrógeno.νEnνcadaνmodificaciónνseνemplearonνsolucionesν

reciénνpreparadas.ν

νννν

4.2.4.2.4.2.4.2.2222.2ν.2ν.2ν.2ν----ννννModificaciónνconνcarboximetildextránν(Au/Cys/CMDex)Modificaciónνconνcarboximetildextránν(Au/Cys/CMDex)Modificaciónνconνcarboximetildextránν(Au/Cys/CMDex)Modificaciónνconνcarboximetildextránν(Au/Cys/CMDex)νννν

ν

Elν carboximetildextránν seν unióν aν laν cistaminaν aν travésν deν laν formaciónν deν unν

enlaceνamida,νconν laνutilizaciónνdeνEDCνenνpresenciaνdeνNHSνsegúnνelνesquemaνdeν laν

Figuraν4.3.ν

10νmgνmL-1νdeνCMDex24νoν20νmgνmL-1νdeνCMDex70νfueronνdisueltosνenνbufferν

PIPESν100νmMνpHν7,4,νconteniendoνEDCν150νmMνyνNHSν27νmM,νconνagitaciónνduranteν

10ν minutosν paraν activarν losν gruposν carboxílicosν presentesν enν elν CMDex.ν Luego,ν losν

electrodosνAu/Cysνfueronνsumergidosνyνmantenidosνenνdichaνsoluciónνtodaνlaνnoche,νaν
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25ν °Cν conν agitación.ν Cuandoν ningunaν modificaciónν posteriorν fueν llevadaν aν cabo,ν losν

electrodosν modificadosν conν CMDexν (Au/Cys/CMDex24ν oν Au/Cys/CMDex70)ν seν

sumergieronνenνunaνsoluciónνdeνetanolaminaν1νMνparaνbloquearνlosνgruposνcarboxílicosν

activadosν queν noν hayanν reaccionado.ν Finalmente,ν losν electrodosν seν enjuagaronν conν

bufferν fosfatoν 100ν mMν pHν 7,4ν conν NaClν 150ν mMν yν luegoν conν aguaν milliQ.ν Paraν

electrodosν modificadosν conν CMDex24-biotina,ν seν empleóν elν mismoν procedimientoν

descriptoνparaνCMDex24.ν

ν

4.2.24.2.24.2.24.2.2.3ν.3ν.3ν.3ν----ννννModificaciónνconνaminodextránν(Au/MPA/NHModificaciónνconνaminodextránν(Au/MPA/NHModificaciónνconνaminodextránν(Au/MPA/NHModificaciónνconνaminodextránν(Au/MPA/NH2222Dex)Dex)Dex)Dex)νννν

ν

Laνreacciónνprocedeνdeνformaνsimilarνaνlaνdescriptaνenνelνpuntoνanterior,νconνlaν

varianteνqueνlosνgruposνcarboxílicosνqueνseνactivanνseνencuentranνenνelνmercaptanoνyν

losνgruposνaminosνqueνefectúanνelνataqueνnucleofílicoνenνelνdextranoν(Figuraν4.7).νLosν

electrodosνAu/MPAνseνsumergieronνenνbufferνPIPESν100νmMνpHν7,4,νconteniendoνEDCν

150ν mMν yν NHSν 27ν mM,ν conν agitaciónν duranteν 10ν minutosν paraν activarν losν gruposν

carboxílicosνdelνMPA.νLuego,νenνlaνsoluciónνdeνinmersiónνseνdisolvióνaminodextránνhastaν

unaνconcentraciónν20νmgνmL-1.νLaνmodificaciónνdeνlosνelectrodosνprocedióνduranteνtodaν

laν noche,ν aν 25ν °Cν conν agitación.ν Concluidoν elν tiempoν deν reacción,ν losν electrodosν seν

sumergieronν enν soluciónν deν etanolaminaν 1ν Mν paraν bloquearν losν gruposν carboxílicosν

activadosν sinν reaccionar.ν Posteriormente,ν losν electrodosν seν enjuagaronν conν bufferν

fosfatoν100νmMνpHν7,4νconνNaClν150νmMνyνluegoνconνaguaνmilliQ.ν

ν

4.2.4.2.4.2.4.2.2222.4ν.4ν.4ν.4ν ----νννν Modificaciónν conν PEG400ν yν PEG174Modificaciónν conν PEG400ν yν PEG174Modificaciónν conν PEG400ν yν PEG174Modificaciónν conν PEG400ν yν PEG174νννν (Au/Cys/CMDex(Au/Cys/CMDex(Au/Cys/CMDex(Au/Cys/CMDex/PEG400ν yν/PEG400ν yν/PEG400ν yν/PEG400ν yν

Au/Cys/CMDexAu/Cys/CMDexAu/Cys/CMDexAu/Cys/CMDex/PEG174/PEG174/PEG174/PEG174))))νννν

ν

Losν electrodosν modificadosν conν carboximetildextránν seν sumergieronν enν unaν

soluciónν 10ν mMν delν correspondienteν polietilenglicolν (Figuraν 4.4)ν enν bufferν carbonatoν

150νmMνpHν9,5νconνNaClν100νmMνduranteνelνperíodoνdeν3νhorasνaν25ν°C,νbajoνagitación.ν

Posteriormente,ν losν electrodosν seν sumergieronν enν soluciónν deν etanolaminaν 1ν M.ν

Concluyendo,νlosνelectrodosνseνenjuagaronνconνbufferνfosfatoν100νmMνpHν7,4νconνNaClν

150νmMνyνluegoνconνaguaνmilliQ.ν

ν

ν

ν

ν
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4.2.4.2.4.2.4.2.2222.5ν.5ν.5ν.5ν----ννννModificaciónνconνPEG5000ModificaciónνconνPEG5000ModificaciónνconνPEG5000ModificaciónνconνPEG5000νννν(Au/Cys/CMDex(Au/Cys/CMDex(Au/Cys/CMDex(Au/Cys/CMDex/PEG5000/PEG5000/PEG5000/PEG5000))))νννν

ν

Losν electrodosν modificadosν Au/Cysν yν Au/Cys/CMDexν seν sumergieronν enν unaν

soluciónν 5ν mMν deν PEG5000ν (Figuraν 4.4)ν enν bufferν PIPESν 100ν mMν pHν 7,4ν duranteν 3ν

horasν aν25ν °Cνconν agitación.νPosteriormente,ν losν electrodosν seνenjuagaronν conνbufferν

fosfatoν100νmMνpHν7,4νconνNaClν150νmMνyνluegoνconνaguaνmilliQ.ν

ν

4.2.4.2.4.2.4.2.2222.6ν.6ν.6ν.6ν ----ν Modificaciónν deν electrodosν conν biotinaν Modificaciónν deν electrodosν conν biotinaν Modificaciónν deν electrodosν conν biotinaν Modificaciónν deν electrodosν conν biotinaν (Au/Cys/CMDex/biotν yνν (Au/Cys/CMDex/biotν yνν (Au/Cys/CMDex/biotν yνν (Au/Cys/CMDex/biotν yν

Au/Cys/CMDex/PEG5000/bioAu/Cys/CMDex/PEG5000/bioAu/Cys/CMDex/PEG5000/bioAu/Cys/CMDex/PEG5000/biot)νt)νt)νt)ννννννννν

ν

Laν uniónν deν biotinaν aν losν electrodosν modificadosν conν carboximetildextránν

(Au/Cys/CMDex)ν yν carboximetildextránν +ν PEG5000ν (Au/Cys/CMDex/PEG5000)ν seν

realizóνconνunνprocedimientoνsimilarνalνempleadoνenνlaνconstrucciónνdeνAu/Cys/CMDexν

(Figuraν 4.3)ν yν paraν laν síntesisν deν CMDex-biotinaν (Figuraν 4.11).ν Laν biotinaν seν uneν alν

carboximetildextránνaνtravésνdeνlaνactivaciónνdeνlosνgruposνcarboxílicosνempleandoνEDCν

yνNHSνyνposteriorνconjugaciónνdeν laνbiotina-LC-hidracidaν formandoνunνenlaceνamida.ν

LosνelectrodosνseνsumergieronνenνbufferνMESν50νmMνpHν5,5νconteniendoνEDCν150νmMν

yν NHSν 27ν mM,ν conν agitaciónν duranteν 10ν minutosν deν modoν deν activarν losν gruposν

carboxílicosν presentesν enν elν CMDex.ν Luego,ν laν biotina-LC-hidracidaν seν agregóν aν unaν

concentraciónνfinalνdeν0,3νmMνdejandoνproseguirνlaνreacciónνduranteν1νhoraνaν25ν°Cνyν

agitación.ν Luego,ν losν electrodosν modificadosν seν sumergieronν enν unaν soluciónν deν

etanolaminaν 1ν Mν paraν bloquearν losν gruposν carboxílicosν activadosν queν noν hayanν

reaccionado.νFinalmente,ν losν electrodosν seνenjuagaronν conνbufferν fosfatoν100νmMνpHν

7,4νconνNaClν150νmMνyνluegoνconνaguaνmilliQ.ν

ν

4.2.4.2.4.2.4.2.2222.7ν.7ν.7ν.7ν----ννννAdsorciónνdeνNAdsorciónνdeνNAdsorciónνdeνNAdsorciónνdeνN----HRPHRPHRPHRPνννν

ν

Laν adsorciónν delν conjugadoν N-HRPν fueν llevadaν aν caboν sumergiendoν losν

electrodosνenνsoluciónνdeνN-HRPν25νmgνmL-1νenνbufferνTrisν50νmMνpHν7,4νconνNaClν

150ν mMν duranteν 1ν horaν aν 25ν °Cν (Figuraν 4.2).ν Posteriormente,ν losν electrodosν seν

enjuagaronν conν bufferν fosfatoν 100ν mMν pHν 7,4ν conν NaClν 150ν mMν yν luegoν conν aguaν

milliQ.ν

ν
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ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 4.4.4.4.2222::::ν Representaciónν esquemáticaν delν procesoν deνmodificaciónν deν electrodosν yν

adsorciónν deν N-HRP.ν Alν introducirν laν biotinaν alν electrodo,ν laν contraparteν deν laν

neutravidina,νpuedeνmedirseνlaνrespuestaνespecíficaνdelνsistema.ν

ν

4.2.4.2.4.2.4.2.3333νννν----νSíntesisνdeνcarboximetildextránνSíntesisνdeνcarboximetildextránνSíntesisνdeνcarboximetildextránνSíntesisνdeνcarboximetildextrán----biotinaν(CMDex24biotinaν(CMDex24biotinaν(CMDex24biotinaν(CMDex24----biotina)biotina)biotina)biotina)νννν

ν

100ν mgν deν carboximetildextránν (CMDex24)ν seν disolvieronν enν 5ν mLν deν bufferν

MESν50νmMνpHν5,5νconteniendoνEDCν30νmMνyνNHSν5νmM.νLaνmezclaνseνdejóνreaccionarν

duranteν 10ν minutosν conν agitaciónν deν modoν deν activarν losν gruposν carboxílicosν delν

polímero.νLuego,νseνagregóν1νmLνdeνbiotina-LC-hidracidaν20νmgνmL-1νenνDMSOν(Figuraν

4.11).νLaνreacciónνseνllevóνaνcaboνduranteν16νhorasνaν25ν°Cνconνagitación.νElνproductoν

obtenidoνseνdializóνaν25ν°CνcontraνaguaνmilliQνduranteν48νhorasνusandoνmembranasνdeν

corteνmolecularν3500,νconν4νcambiosνdeνlíquidoνdeν2νlitrosνcadaνvez.νPosteriormente,νlaν

soluciónνseνliofilizó.νElνsólidoνobtenidoνseνconservóνaν-20ν°Cνhastaνsuνuso.νLaνrelaciónν

deν modificaciónν biotina:CMDex24ν fueν determinadaν empleandoν elν ensayoν paraν laν

cuantificaciónνdeνbiotina,νEZνBiotinνQuantitationνKit,νprovistoνporνPierce.ν

ν

ν

ν
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4444.2..2..2..2.4444νννν----ννννMedicionesνelectroquímicasνMedicionesνelectroquímicasνMedicionesνelectroquímicasνMedicionesνelectroquímicasννννν

ν

Lasνmedicionesνelectroquímicasνseνrealizaronνempleandoνunνsistemaνestándarνdeν

tresν electrodosν juntoν conν unν potenciostatoν (TEQ-02).ν Elν sistemaν consisteν enν unν

electrodoν deν trabajo,ν unaν mallaν deν platinoν comoν contraelectrodoν yν unν electrodoν deν

Ag/AgClν comoν electrodoν deν referencia.ν Losν electrodosν deν trabajoν seν prepararonν elν

mismoνdíaνdeνsuνimplementación.ν

ν

4.2.4.2.4.2.4.2.4444.1ν.1ν.1ν.1ν----ννννDesorciónνreductivaνdeνcistaminaDesorciónνreductivaνdeνcistaminaDesorciónνreductivaνdeνcistaminaDesorciónνreductivaνdeνcistaminaνννν

ν

Losν electrodosν modificadosν conν cistaminaν (Au/Cys)ν seν enjuagaronν conν etanolν

absolutoνyνaguaνmilliQνyνseνsecaronνconνflujoνdeνnitrógeno.ν

Seνregistraronνlasνvoltametríasνcíclicasνenνsoluciónνdeνhidróxidoνdeνpotasioν0,5ν

Mνbarriendoνelνpotencialνentreν-0,2νVνyν-1,2νVνvs.νAg/AgClνaν100νmVνs-1.νPrevioνaνcadaν

experimentoνlaνsoluciónνseνdesoxigenóνduranteν20νminutosνconνflujoνdeνnitrógeno.ν

Losνelectrodosνseνnormalizaronνconsiderandoνelν factorνdeνrugosidad.νElνcálculoν

deνrugosidadνseνrealizóνdeνacuerdoνaνloνdetalladoνenν3.6.1.νν

ν

4.2.4.2.4.2.4.2.4444.2ν.2ν.2ν.2ν----ννννMedicionesνcronoamperométricMedicionesνcronoamperométricMedicionesνcronoamperométricMedicionesνcronoamperométricaaaassssνννν

ν

Lasν medidasν cronoamperométricasν seν realizaronν manteniendoν elν potencialν delν

electrodoν deν trabajoν aν 50ν mVν vs.ν Ag/AgCl.ν Losν electrodosν funcionalizadosν fueronν

medidosν inmediatamenteν luegoν deν suν preparación.ν Paraν todosν losν ensayosν descriptos,ν

losν electrodosν seν enjuagaronν eν introdujeronν enν laν celdaν electroquímicaν conteniendoν

bufferνTrisν50νmMνpHν7,5,νKNO3ν0,2νM.νElνmediadorνredoxν[Os(bpy)2pyCl]PF6νseνagregóν

deν modoν deν obtenerν unaν concentraciónν finalν deν 40ν ɆM.ν Elν electrodoν modificadoν seν

conectóν alν potenciostato,ν dejandoν equilibrarν conν laν solución;ν lasν corrientesν deν fondoν

fueronν siempreν menoresν aν 10ν nA.ν Luego,ν seν agregóν peróxidoν deν hidrógenoν aν unaν

concentraciónνfinalνdeν0,9νmM;νinmediatamenteνseνobservóνunνcambioνenνelνvalorνdeνlaν

corriente,ν queν alcanzóν unν valorν constante,ν debidoν aν laν corrienteν catalíticaν catódicaν

producida,ν laν cualν esν proporcionalν aν laν concentraciónν superficialν deν N-HRPν (Figuraν

insertada,ν Figuraν 4.6).ν Paraν losν electrodosν modificadosν conν carboximetildextrán,ν lasν

señalesνobtenidasνseνnormalizaronνporνelνáreaνgeométrica,νdadoνqueνparaνexperimentosν

queν involucranν especiesν electroquímicasν enν solución,ν yν tiemposν delν ordenν deν losν

minutos,νelνfactorνdeνrugosidadνnoνtieneνefectoν[227].ν
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ν4.2.4.2.4.2.4.2.5555νννν----ννννMediMediMediMedicionescionescionescionesνelipsométricasνelipsométricasνelipsométricasνelipsométricasνννν

ν

Laνelipsometríaνesνunνmétodoνópticoνqueνregistraνelνcambioνenνlaνpolarizaciónνdeν

luzνelípticamenteνpolarizada,νcuandoνéstaνseνreflejaνsobreνlaνsuperficieνdeνunaνmuestra.ν

Siν laνsuperficieνestáνópticamenteνmodificada,νpuedeνdetectarseνelνcambioνasociadoνconν

laν polarización.ν Elν índiceν deν refracción,ν nf,ν yν elν espesorν óptico,ν df,ν deν laν películaν

depositadaν sobreν laν superficieν puedeν estimarseν porν losν cambiosν enν losν ángulosν

elipsométricosν[228,ν229].νν

LasνmedidasνelipsométricasνparaνdeterminarνlaνcantidadνdeνCMDexν(Ȟdextrán)νyνsuν

espesorν(df)νsobreνlaνsuperficieνdelνelectrodo,νfueronνrealizadasνenνnuestroνgrupoνporνlaν

Dra.ν Priano.ν Losν detallesν sobreν laν técnicaν yν lasν metodologíasν deν trabajoν empleadasν

puedenν encontrarseν enν suν tesisν doctoralν [122]ν yν enν suν publicaciónν deν Analyticalν

Chemistryν[148].ν

Lasν medicionesν seν llevaronν aν caboν utilizandoν unν elipsómetroν marcaν Sentechν

modeloνSEν400νdeνanalizadorνrotante,νequipadoνconνunν láserνdeνgasνHe/Neν(Ʌν=ν632.8ν

nm),ν 10ν mWν (máximaν potenciaν deν salida).ν Comoν sustratosν seν utilizaronν obleasν deν Siν

provistasνporνMotorolaνsobreν lasνcualesνseνdepositaronν20νnmνdeνTiνyν200νnmνdeνAu.ν

Lasνmedidasνinνsituνseνrealizaronνaνunνánguloνfijoνdeν70°.ν

ν

4.2.4.2.4.2.4.2.6666νννν––––νÁnguloνdeνcontactoνÁnguloνdeνcontactoνÁnguloνdeνcontactoνÁnguloνdeνcontactoνννν

ν

Lasνmedicionesνdeνánguloνdeνcontactoνseνrealizaronνenνelν InstitutoνNacionalνdeν

TecnologíaνIndustrialν(INTI)νsiguiendoνlasνespecificacionesνTAPPIν565pm/96.ν

νννν

4.3ν4.3ν4.3ν4.3ν––––νResultadosνResultadosνResultadosνResultadosνννν

ν

Elνusoνdeνsuperficiesνdeνoroνcomoνsoporteνparaνlaνinmovilizaciónνdeνagentesνdeν

reconocimientoν porν adsorciónν directaν sobreν elν metal,ν seν haν reportadoν enν unν granν

númeroν deν trabajosν [230,ν 231];ν sinν embargo,ν paraν esteν tipoν deν configuraciónν surgenν

variosνinconvenientes,νtalesνcomoνlaνorientaciónνaleatoriaνdelνagenteνdeνreconocimiento,ν

yν laν adsorciónν noν específicaν deν otrosν biocomponentesν presentesν enν laνmuestra.ν Paraν

evaluarνconνprecisiónνunaνinteracciónνbiomolecularνespecífica,νlaνadsorciónνnoνespecíficaν

debeν serν minimizada,ν dadoν queν esaν adsorciónν puedeν darν lugarν aν interpretacionesν

erróneas.νUnaνestrategiaνgeneralmenteνempleadaνparaνmejorarνlaνorientaciónνdelνagenteν

deνreconocimientoνinvolucraνelνusoνdeνreactivosνbifuncionalesνdelνtipoνX-R-Y,νdondeνXν



ν

DesarrolloνdeνunνEnsayoνCompetitivoνparaνlaνDetecciónνdeνEndotoxinasν

ν
ν

ν94ν

eν Yν sonν diferentesν gruposν funcionales,ν deν losν cualesν unoν seν uneν aν laν superficieν delν

electrodoν yν elν otroν alν agenteν deν reconocimiento.ν Losν mercaptanosν sonν opcionesν

interesantesν dadaν laν habilidadν delν tiolν paraν unirseν aν laν superficieν deν oro,ν yν alν mismoν

tiempoν porν laν granν variedadν deν derivadosν disponiblesν conteniendoν gruposν funcionalesν

fácilmenteνderivatizados.ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

νν

ν

ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν4.4.4.4.3333::::νFormaciónνdeνunνenlaceνamidaνaνpartirνdeνlaνreacciónνdelνácidoνcarboxílicoνdelν

CMDexνyνlaνaminaνprimariaνdeνlaνcistamina,νconνlaνutilizaciónνdeνEDCνyνNHS.νLaνformaciónν

delνésterνdeνNHSνintermediarioνincrementaνlaνeficienciaνdeνlaνreacciónνconνEDC.ν

ν

Adicionalmente,ν laν modificaciónν deν oroν tantoν conν dextranoν comoν conν

polietilenglicolesν haν sidoν previamenteν reportadaν usandoν alcanotiolesν deν cadenaν larga.ν

Porν ejemplo,ν Whitesidesν yν colaboradoresν estudiaronν laν adsorciónν noν específicaν deν

proteínasνsobreνpelículasνdeνHS(CH2)11(OCH2CH2)mOHνsobreνoroν[232].νLöfasνdesarrollóν

plataformasνparaνSPRνcombinandoνCMDexνconνalcanotiolesνdeν16νCν[233].νAunqueνestasν

modificacionesν producenν películasν capacesν deν evitarν laν adsorciónν noν específicaν deν
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proteínasνsobreνoro,νlaνposibilidadνdeνqueνpuedaνestablecerseνunνprocesoνreversibleνdeν

transferenciaνdeνelectronesνentreνelνoroνyνespeciesνelectroactivasνenνsolución,νenνestosν

casosν seν veν dificultada,ν resultandoν estasν superficiesν noν adecuadasν paraν ensayosν

electroquímicos.νν

Enν esteν capítulo,ν todasν lasν plataformasν involucranν laν incorporaciónν deν unν

reactivoνbifuncional,νlaνcistamina,νlaνcualνdaνlugarνaνlaνadsorciónνdeν2νaminoetanotiolesν

sobreνlaνsuperficieνdelνoro.νPosteriormente,νseνincorporaνCMDexν(Figuraν4.3)νoνCMDexν

combinadoν conνoligo-ν oν polietilenglicolesν (Figuraν4.4)ν aν travésν deν laν formaciónνdeν unν

enlaceνconνlosνgruposνaminosνqueνexponeνlaνcistamina.ν

ν

O
O

O
O

ν

N
O

O

O

O

O

O

O
O

O
ν

O
O

O
O

9

PEG174 PEG400

PEG5000

Xν=ν105-110

X

ν
νννν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν4.4.4.4.4444::::νPolietilenglicolesνempleadosνenνlaνpreparaciónνdeνelectrodosνmodificados.ν

ν

Laνeficienciaνdelνprocesoνdeνadsorciónνdeνcistaminaνfueνevaluadoνestudiandoνsuν

desorciónνelectroquímicaνenνmedioνbásico.νLaνFiguraν4.5νmuestraνelνvoltamogramaνparaν

unνelectrodoνmodificadoνconνcistaminaνenνcondicionesνalcalinas.νPuedenνobservarseνtresν

picosν correspondientesν aν laν desorciónν reductivaν delν tiolν sobreν distintosν dominiosν

cristalográficosνdelνoroν[234,ν235],νmostrandoνunνcomportamientoνsimilarνalνreportadoν

porνEl-Deabν yν colaboradoresν [236].ν Estosν picosν puedenν asignarseν aν losν dominiosν deν

oroν (111),ν (100)ν yν (110);ν laν diferenciaν enν losν potencialesν puedeν atribuirseν aν lasν

diferentesν fuerzasν deν enlaceν delν tiolν conν elν correspondienteν dominio.ν Elν cubrimientoν

promedio,νcalculadoνaνpartirνdeνlosνdatosνobtenidosνdeν5νelectrodosνdistintos,νresultóνserν

deν (5,7ν ±ν 0,3)ν xν 10-10ν molesν cm-2,ν loν queν representaν elν cubrimientoν completoν deν laν

superficie.ννν

Elνcubrimientoνcompletoνdelνoroνconνcistaminaνnoνafectaνelνcomportamientoνdeνlaν

N-HRPνrespectoνdeνsuνadsorciónνinespecífica,νcomoνpuedeνobservarseνenνlaνFiguraν4.6.ν

LaνadsorciónνnoνespecíficaνdeνN-HRPνsobreνoro,νyνsobreνoroνmodificadoνconνcistamina,ν

seν manifiestaν porν laν corrienteν catalíticaν observadaν enν presenciaν deν peróxidoν deν

hidrógenoνyν[Os(bpy)2(py)Cl]
+,νcomoνmuestraνlaνFiguraν4.1.νLaνadsorciónνdeνlaνproteínaν
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enν lasν distintasν superficiesν puedeν entenderseν asumiendoν distintosν tiposν deν

interacciones.νAunqueνAuνyνAu/Cysνpresentanνdiferentesνángulosνdeνcontactoνconνaguaν

(44°ν yν 9°,ν respectivamente),ν enν ambosν casosν laν cantidadν deν proteínaν adsorbidaν esν

similar.ν Enν elν primerν caso,ν laν superficieν deν oroν limpioν rápidamenteν atraeν materiaν

orgánica.ν Deν hecho,ν elν elevadoν ánguloν deν contactoν seν debeν aν laν adsorciónν deν unaν

submonocapaν deν hidrocarburosν presentesν enν elν aireν ambientalν dandoν lugarν aν unaν

superficieνdeνnaturalezaνhidrofóbicaν[237].νEnνcambio,ν laνadsorciónνsobreνelνelectrodoν

Au/Cysνpuedeνatribuirseνaν laνpresenciaνdeνgruposνdadoresνdeνpuenteνhidrógeno,νcomoν

haνsidoνreportadoνparaνsuperficiesνdeνoroνmodificadasνconνdiferentesνpoliaminas,νtodasν

ellasν presentandoν unaν altaν adsorciónν inespecíficaν deν proteínasν comparadoν conν losν

mismosνpolímerosνaciladosν[238].ν

ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν4.4.4.4.5555::::νDesorciónνreductivaνdeνcistaminaνdeνoroνpolicristalinoνenνKOHν

0,5νM.νVelocidadνdeνbarrido:ν100νmVνs-1.ν

ν

Paraνqueνunνpolímeroνseaνresistenteνaν laνadhesiónνdeνproteínasνyνcélulas,νdebeν

serν neutro,ν estarν altamenteν hidratado,ν densamenteν empacadoν yν serν

conformacionalmenteν móvilν [239].ν Laν efectividadν delν PEGν paraν lograrν estasν

característicasν estáν comprobada.ν Losν recubrimientosν deν polisacáridosν deberíanν serν

similaresνaνlosνdeνpolietilenglicolesνdadoνqueνlosνpolisacáridosνtambiénνpuedenνproveerν

películasν neutras,ν conν cadenasν altamenteν hidratadasν yν orientadasν alν azar.ν ν Unν granν

númeroν deν trabajosν hanν mostradoν queν lasν superficiesν modificadasν conν polisacáridosν

puedenν prevenirν laν adsorciónν noν específicaν deν proteínas.ν Löfasν yν Johnsonν [222]ν
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desarrollaronν unaν formaν efectivaν deν evitarν laν adsorciónν inespecíficaν enν sensoresν deν

SPR,ν porν modificaciónν conν carboximetildextrán,ν generandoν unaν superficieν donde,ν enν

principio,ν lasν proteínasν noν seν adsorben.ν Usandoν elν mismoν criterio,ν seν hanνmodificadoν

electrodosνAu/CysνconνCMDex24νyνCMDex70.νLaνadsorciónνdeνlaνN-HRPνfueνevaluadaν

paraν cadaν unaν deν estasν superficies.ν Enν laν Figuraν 4.6,ν seν observaν queν laν corrienteν

catalíticaν disminuyeν paraν losν electrodosν modificadosν conν CMDex24ν yν CMDex70ν

respectoνdeνelectrodosνAu/Cys.νPorνloνtanto,νlaνadsorciónνdeνN-HRPνsobreνcistaminaνesν

mayorνaν laνcorrespondienteνsobreν lasνpelículasνdeνCMDex.νAunqueν laν reducciónνdeν laν

adsorciónνproteicaνseνreduceνsignificativamenteνparaνambosνpolisacáridos,νenνelνcasoνdeν

CMDex70νesνmásνnotable.ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν4.4.4.4.6666::::νCorrienteν catalíticaνdebidaν aν laν adsorciónνnoνespecíficaνdeνN-

HRPν sobreν diferentesν superficies.ν Figuraν insertada:ν Mediciónν

cronoamperométricaνparaνunνelectrodoνAu/Cys/CMDex24.νLaν flechaν indicaν

elνmomentoνdelνagregadoνdeνperóxidoνdeνhidrógeno.ν

ν

Lasν propiedadesν ópticasν deν laν películaν hidratadaν deν CMDexν utilizadoν enν esteν

capítuloν seνmuestranν enν laνTablaν 4.1.νAν partirν deν estosν resultados,ν podemosν concluirν

queν elν CMDex70ν seν encuentraν inmovilizadoν comoν unaν películaν densamenteν empacadoν

conνunaνconcentraciónνcincoνvecesνmayorνqueν laνdeνCMDex24.νLaν formaνenν laνcualνelν
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dextranoν yν susν derivadosν puedenν enlazarseν aν unaν superficieν haν sidoν previamenteν

estudiadoν [240].ν Imaginandoν aν laν moléculaν comoν unaν hebra,ν éstaν puedeν unirseν aν laν

superficieν porν suν ladoν (configuraciónν horizontal)ν oν porν suν extremoν (configuraciónν

vertical)ν [239].ν Enν nuestroν casoν particular,ν elν CMDexν seν unióν covalentementeν aν laν

superficieν delν sustratoν (Au/Cys);ν considerandoν elν caminoν deν reacciónν empleadoν yν laν

naturalezaν químicaν delν polímeroν (COOH:monómeroν 1:2ν yν 1:10ν paraν CMDex24ν yν

CMDex70ν respectivamente)ν esν razonableν asumirν queν elν polímeroν adquiereν laν

configuraciónνhorizontal.ν

ν

n 1,340 1,374

d ν(nm) 71 125

51Γ  (pmolνcm-2)

CMDex70CMDex70CMDex70CMDex70

18

0,06 0,29C CMDexν(gνcm
-3)

CMDex24CMDex24CMDex24CMDex24

ν

ν
TablaνTablaνTablaνTablaν4.14.14.14.1::::νResumenνdeνlasνpropiedadesνdeνlasνpelículasνhidratadasν

deνCMDex24νyνCMDex70ν(medicionesνelipsométricasνinνsitu).ν

ν

Enνprimeraνaproximación,νconsiderandoνqueνlaνadsorciónνdeνlaνproteínaνesνmuyν

sensibleν aν laν disponibilidadν deν sitiosν expuestosν deν laν superficieν delν Auν uν Au/Cys,ν laν

disminuciónνdeνlaνadsorciónνdeνN-HRPνsobreνlaνpelículaνdeνCMDex70νrespectoνdeνlaνdeν

CMDex24ν (Figuraν 4.6),ν laν podemosν atribuirν aν unaν mayorν cantidadν deν polímeroν

inmovilizadoνpresenteνenν laνpelícula,ν apenasνmásνgruesaνparaνelν casoνdeνCMDex70,νyν

porν loν tantoν aν unaν mayorν densidadν deν empaquetamiento.ν Losν resultadosν presentadosν

aquíν indicanν queν lasν moléculasν deν CMDex24ν cubrenν deν maneraν menosν eficienteν laν

superficie,ν dejandoν sitiosν dondeν puedeν darseν laν interacciónν deν laν proteínaν conν gruposν

aminosν noν modificados,ν losν cualesν correspondenν aν unν 48%ν deν laν cistaminaν adsorbidaν

inicial,νdeνacuerdoνconνlosνresultadosνdeνnuestroνgrupoν[148].νν

Otroνdeνlosνefectosνaνconsiderarνenνrelaciónνconνlaνadsorciónνdeνproteínasνesνelν

tipoνdeνgruposνfuncionalesνpresentesνenνlaνsuperficie,νqueνenνelνcasoνdeνlosνelectrodosν

modificadosνconνcistamina,νsonνgruposνaminos.νParaνanalizarνesto,ν laνsuperficieνdeνoroν

fueνmodificadaνconνácidoνmercaptopropiónicoν(MPA),νyνconνaminodextránν (NH2Dex,ν70ν

KDa)νrespectivamente.νDeνformaνsimilarνaνloνqueνsucedeνconνcistamina,νMPAνdaνlugarνaν

unν completoν cubrimientoν deν laν superficieν deν oro,ν (6,9ν ±ν 0,4)ν xν 10-10ν molν cm-2.ν Sinν
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embargo,ν laν corrienteν catalíticaν observadaν debidaν aν laν adsorciónν noν específicaν deν N-

HRPνsobreνlosνelectrodosνAu/MPAνindicaνunaνmenorνadsorciónνrespectoνaνlosνelectrodosν

modificadosν conν cistaminaν (Figuraν 4.6).ν Cuandoν losν electrodosν deν Au/MPAν sonν

modificadosν conν NH2Dexν (Au/MPA/NH2Dex),ν elν valorν deν corrienteν disminuyeν

aproximándoseν alν valorν obtenidoν paraν CMDex70,ν másν queν aν aquelν correspondienteν aν

CMDex24,νsugiriendoνqueνaνmayorνmasaνmolecularνdelνdextranoνmayorνesνsuνefectividadν

comoνmatrizνcapazνdeνrechazarνlaνadsorciónνdeνproteínas.ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν
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ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 4.4.4.4.7777::::ν Esquemaν deν laν modificaciónν deν electrodosν deν oroν conν ácidoν 3-

mercaptopropiónicoν(MPA)νyνaminodextránν(NH2Dex)νconνlaνutilizaciónνdeνEDCνyνNHS.νν

ν

Unν análisisν másν finoν deν estosν resultadosν sugiereν queν losν gruposν funcionalesν

presentesν enν elν dextranoν tambiénν poseenν unν efectoν sobreν laν adsorciónν deν laνN-HRP,ν

dadoνqueνlaνcorrienteνobservadaνsobreνNH2Dexνesνelνdobleνqueνelνvalorνobservadoνparaν

CMDex70,ν peseν aν queν elν númeroν deν gruposν funcionalesν aminosν porν monómeroν deν

glucosaν esν relativamenteν bajoν (1:18).ν Elνmismoν comportamientoν esν observadoν cuandoν
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Au/Cys,ν queν dejaν gruposν aminosν accesibles,ν seν comparaν conν Au/MPAν queν contieneν

gruposν carboxílicos.ν Estosν resultadosν sugierenν queν laν adsorciónν deν N-HRPν seν veν

favorecidaνcuandoν losνgruposνaminosνsobreν laνsuperficieνdelν sustratoνseνexponenνaν laν

solución.ν

LaνamidaciónνdeνlosνgruposνcarboxílicosνenνelνCMDexνnoνafectaνlaνadsorciónνdeν

N-HRP.ν Deν hecho,ν losν electrodosν modificadosν conν CMDex,ν dondeν losν gruposν

carboxílicosν remanentesν seν hicieronν reaccionarν conν etanolamina,ν mostraronν unν

comportamientoν similarν cuandoν seν losν comparóν conν aquellosν queν noν recibieronν eseν

tratamiento.ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν4.4.4.4.8888::::νCorrienteνcatalíticaνdebidaνaνlaνadsorciónνnoνespecíficaνdeνN-HRPνsobreν

superficiesνcompuestasνdeνCMDex24νcombinadoνconνPEG5000,νPEG400νyνPEG174νoν

CMDex70νcombinadoνconνPEG5000.νAνmodoνdeνcomparaciónνseνmuestranνresultadosν

paraνelectrodosνAu/Cys/CMDex24νyνAu/Cys/CMDex70νsinνmodificaciónνposterior.ν

ν

TodaνestaνinformaciónνapuntaνaνqueνlaνadsorciónνdeνN-HRPνseνveνfacilitadaνporν

laνexposiciónνaν laνsoluciónνdeνlosνgruposνaminosνsobreνlaνsuperficieνdeνoro.νUtilizandoν

derivadosν deν polietilenglicoles,ν puedeν reducirseν laν concentraciónν superficialν deν losν

gruposνaminosνqueνhayanνquedadoνsinνreaccionar.νEnνesteνcasoνhemosνseleccionadoνalν

PEG5000,ν dadoν queν poseeν unaν masaν molecularν convenienteν [218],ν yν queν suν formaν

activada,ν ésterν N-hidroxisuccinimídico,ν permiteν laν modificaciónν delν electrodoν enν unν

sencilloνpasoνdeνreacción.νLaνFiguraν4.8νmuestraν losνresultadosνqueνseνobtienenν luegoν

deν laν modificaciónν deν Au/Cys/CMDex24ν yν Au/Cys/CMDex70ν conν PEG5000ν (columnasν
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grisνoscuro),ν indicandoνunaν importanteνdisminuciónνdeν laνadsorciónν inespecíficaνdeνN-

HRP.ν Porν comparación,ν Au/Cys/CMDex24ν fueν tambiénν modificadoν conν otrosν dosν

polietilenglicolesνdeνdistintaνmasaνmolecular,νPEG400νyνPEG174,νaνtravésνdeνsusνgruposν

epóxidos,νmostrandoνningúnνcambioνsignificativoνenνlaνcorrienteνcatalítica.νEstosνgruposν

epóxidosνreaccionanνtantoνconνlosνgruposνaminosνenνlaνsuperficieνdelνsustrato,νasíνcomoν

conν losνgruposνcarboxílicosνenνelνCMDex,ν formandoνgruposνaminosνsecundariosνenνunν

casoνyνésteresνenνelνotro.νElνhechoνdeνqueνnoνpuedaνobservarseνunνcambioνsignificativoν

enνelνvalorνdeνlaνcorrienteνcuandoνseνutilizaνPEG400νyνPEG174,νcomoνhaνsidoνdescripto,ν

puedeνdeberse,νenνparte,νaνqueνelνgrupoνaminoνsecundarioνqueνseνgeneraνconservaνsuν

capacidadνcomoνdonorνdeνpuenteνhidrógeno.νEstosνresultadosνevidencianνqueνnoνsoloνesν

importanteνlaνpresenciaνdeνmoléculasνenνlaνsuperficieνconνelevadaνhidrataciónνyνvolumenν

molarν deν exclusiónν [220],ν sinoν queν tambiénν laν acilaciónν deν losν gruposν aminosν esν unν

factorνinfluyente.ν

Unνejemploνdeνunaνaplicaciónνtípicaνdeνesteνtipoνdeνplataformasνenνunνensayoνdeν

reconocimientoν electroquímicoν esν laν modificaciónν deν superficiesν conν anticuerpos,ν oν

proteínasνdeνreconocimiento,νaν travésνdeν laν formaciónνdeνunνenlaceνcovalenteνconν losν

gruposνaminosνdeνlosνresiduosνdeνlisina.νLosνelectrodosνmodificadosνconνCMDexνfueronν

modificadosν conν hidracidaν deν biotinaν aν travésν deν laν formaciónν deν unν enlaceν amidaν

mediadoν porν EDCν yν NHS,ν conν elν objetivoν deν evaluarν laν capacidadν deν reconocimientoν

específicoνdeνestaνplataforma.νLaνFiguraν4.9νcomparaνelνcomportamientoνobtenidoνparaν

cuatroν plataformasν diferentes,ν lasν cualesν fueronν evaluadasν con,ν yν enν ausencia,ν deν laν

contraparteν específica,ν biotina.ν Conν esteν propósito,ν losν electrodosν Au/Cys/CMDex24,ν

Au/Cys/CMDex24+PEG5000,νAu/Cys/CMDex70νyνAu/Cys/CMDex70+PEG5000,νyνtodosν

ellosν conνbiotinaν unidaν covalentemente,ν fueronν incubadosνenνpresenciaν deνN-HRP.νLaν

mejorνrelaciónνseñalνespecífica/señalνnoνespecíficaνseνobtieneνparaνCMDex70ν(calculadaν

comoν laν relaciónν entreν laν corrienteν catalíticaν observadaν paraν losν electrodosν CMDex-

biotina,ν específica,ν sobreν laν corrienteν observadaν paraν losν electrodosν sinν biotina,ν noν

específica).νLaνadiciónνdeνPEGνaνlosνelectrodosνmodificadosνconνCMDex24νmejoraνestaν

relación,νmientrasν queνenνelν casoνdeνCMDex70ν laν relaciónν seνmantieneνprácticamenteν

constante,ν aunqueν elν valorν deν corrienteν disminuye.ν Porν loν tanto,ν CMDexν yν

CMDex24+PEG5000νseríanνlasνplataformasνrecomendadasνparaνaplicarνenνunνensayoνdeν

reconocimientoνmolecular.νEstosνresultadosνmuestrasνqueνelνaumentoνdeνlaνdensidadνyν

espesorνdeν laνpelículaν reducenν laνadsorciónν inespecíficaνyνespecífica.νDeνacuerdoνconν

Piehlerνyνcolaboradoresν[240],ν losνdosν tiposνdeν interaccionesνseνvenνafectadasνporν laν

disminuciónνdeνlaνmovilidadνdeνlaνmoléculaνaνreconocer,νenνesteνcasoνN-HRP,νdentroνdelν
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hidrogel,ν loν cualν disminuyeν aν medidaν queν laν estructuraν deν laν películaν seν vuelveν másν

compacta.ν También,ν estoν afectaν laν capacidadν deν uniónν delν agenteν deν reconocimiento,ν

dadoνqueνunaνestructuraνmásνcompactaνimplicaνunaνmenorνmovilidad,νdisminuyendo,νporν

loνtanto,νsuνhabilidadνdeνorientarseνapropiadamenteνparaνcapturarνalνanalitoν[218,ν240].νν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 4.4.4.4.9999::::ν Corrienteν catalíticaν observadaν paraν diferentesν electrodosν modificadosν

debidaνaνlaνadsorciónνnoνespecíficaνyνespecíficaνdeνN-HRP.νSE/SNEνcorrespondeνaνlaν

relaciónνseñalνespecífica/señalνnoνespecífica.νν

ν

Laνestructuraνcompactaνqueνseνobtieneνconνestosνpolímerosνpuedeνdificultarνelν

accesoν deν laν cuplaν redoxν aν laν superficieν delν electrodo.ν Paraν evaluarν talν efecto,ν seν

investigóν elν desempeñoν electroquímicoν delν mediadorν redoxν yν seν determinóν suν

coeficienteν deν difusiónν (secciónν 3.4)ν enν electrodosν Au/Cys/CMDex24+PEG5000ν yν

Au/Cys/CMDex70νyνseνcomparóνconνelectrodosνdeνoroνsinνmodificarν(Figuraν4.10).νParaν

losνtresνsistemasνanalizadosνseνobtuvieronνvaloresνdeνcoeficienteνdeνdifusiónνsimilaresν

(Tablaν 4.2).ν Porν loν tanto,ν laν disminuciónν enν laν corrienteν catalíticaν posteriorν aν laν

incubaciónν conν N-HRP,ν observadaν enν losν electrodosν modificadosν conν CMDexν (Figuraν

4.6),νpuedeνatribuirseνaνunνmenorνgradoνdeνadsorción,νyνnoνaνunνbloqueoνdelνprocesoνdeν

transferenciaνdeνelectronesνentreνelνoroνyνelνmediadorνredox.ν

Finalmente,ν seν analizaronν losν valoresν deν corrienteν catalíticaν obtenidosν enν losν

experimentosν previosν examinandoν elν comportamientoν deν estadoν estacionarioν deν losν

electrodosν enzimáticos.ν Conν esteν propósito,ν seν evaluóν laν respuestaν catalíticaν

amperométricaν deν laν enzimaν redoxν inmovilizada,ν comoν unaν capaν delgada,ν sobreν laν
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superficieν delν electrodoν conν unν mediadorν redoxν presenteν enν soluciónν segúnν haν sidoν

descriptoνenνlaνsecciónν2.2.5.νLaνexpresiónνparaνlaνcorrienteνcatalíticaνpuedeνdescribirseν

usandoνlaνecuaciónν2.16,νaplicableνparaνelνmediadorνenνsuνformaνreducidaν(Os(II)).ν

νν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 4.14.14.14.10000::::ν Voltametríaν cíclicaν paraν unν electrodoν deν oroν yν electrodosν

modificados.ν [Os(bpy)2pyCl]
+ν 40ν ɆMν enν bufferν Trisν 50ν mMν pHν 7,5ν +ν

KNO3ν0,2νM.νVelocidadνdeνbarrido:ν10νmVνs
-1.ν

ν

Coeficienteνdeνdifusiónν(Coeficienteνdeνdifusiónν(Coeficienteνdeνdifusiónν(Coeficienteνdeνdifusiónν(DDDD 0000))))

ν(10ν(10ν(10ν(10-6-6-6-6νcmνcmνcmνcm2222νsνsνsνs-1-1-1-1))))

Au 4,3

Au/Cys/CMDex24+PEG5000 3,8

Au/Cys/CMDex70 2,7

ElectrodoElectrodoElectrodoElectrodo

ν

νννν

TablaνTablaνTablaνTablaν4.2:4.2:4.2:4.2:νCoeficienteνdeνdifusiónνdeν[Os(bpy)2pyCl]
+νdeterminadoνparaν

distintasνplataformasνdeνelectrodos.νVerνdetallesνenνlaνsecciónν3.4.νν

ν

Laνdeterminaciónνdelνpasoνdeterminanteνdeν laνvelocidadνdelνcicloνcatalítico,νk3,νν

seν realizóν porν espectrofotometríaν deν estadoν estacionario,ν comoν haν sidoν previamenteν

reportadoν[128].νElνdecaimientoνdeνlaνconcentraciónνdeν[Os(bpy)2pyCl]PF6νseνmonitoreóν

porνlaνvariaciónνdeνlaνbandaνdeνabsorciónνaν500νnmνdelνosmioν(II).νTeniendoνenνcuentaν

queν unaνmonocapaν deν N-HRPν produceν unν cubrimientoν deν aproximadamenteν 3,7ν pmolν
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cm-2ν[175],νyνconsiderandoνelνvalorνdeνk3,ν3,1νxν10
6νM-1νs-1,νobtenidoνusandoνlaνtécnicaν

espectrofotométricaν deν estadoν estacionario,ν puedeν predecirseν unaν corrienteν catalíticaν

deν44ν ɆAνcm-2ν usandoνelνmodeloνpropuestoνenν laν ecuaciónν 2.16.νSiν comparamosνesteν

valorνconνlosνobtenidoνexperimentalmente,νpodemosνinferirνque,νsobreνAuνyνAu/Cys,νN-

HRPν esν capazν deν formarν prácticamenteν unaν monocapaν (37ν yν 35ν ɆAν cm-2,ν

respectivamente);ν laν diferenciaν conν elν valorν calculadoν (aproximadamenteν unν 20ν %)ν

puedeνatribuirseνtantoνaνlaνdesnaturalizaciónνdeνlaνenzimaνenνlaνsuperficieνdelνelectrodoν

comoν aν posiblesν procesosν deν inhibiciónν [175].ν Paraν losν electrodosν modificadosν conν

diferentesνdextranosν(Figurasν4.6νyν4.8),νlasνcorrientesνdisminuyenνaνvaloresνporνdebajoν

deν15νɆAνcm-2;νesteνhechoνevidenciaνqueνlaνpelículaνdeνpolisacáridoνfuncionaνcomoνunaν

membranaνpermitiendoνelνpasoνdeνpequeñasνmoléculasνcomoνelνmediador,νyνevitandoνlaν

adsorciónνdeνmoléculasνvoluminosas,νcomoνN-HRPνuνotrasνbiomoléculas.ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν4.14.14.14.11111::::νSíntesisνdeνCMDex-biotina.νFormaciónνdeνunνenlaceνamidaνaνpartirνdeνlaνreacciónν

delν ácidoν carboxílicoν delν CMDexν yν elν grupoν hidracidaν delν derivadoν deν laν biotina,ν conν laν

utilizaciónνdeνEDCνyνNHS.νν
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Enνelνcasoνdeνlosνelectrodosνmodificadosνconνbiotinaν(Figuraν4.9),νseνobservaνunν

aumentoν enν laν corrienteν respectoν deν aquellosν electrodosν sinν biotina,ν sinν embargoν lasν

corrientesν sonν inferioresν aν loν correspondienteνparaν unaνmonocapaν (44ν ɆAνcm-2).νEsteν

fenómenoν puedeν atribuirseν tanto,ν aν unaν bajaν concentraciónν deν biotinaν enν elν electrodoν

modificadoν comoν alν hechoν deν queν laν N-HRPν esν incapazν deν penetrarν aν travésν deν laν

películaν deν polisacárido.ν Paraν descartarν elν déficitν deν biotinasν enν laν películaν comoν unaν

razónνparaν lasνbajasνcorrientesνobservadas,νseνsintetizóνunνderivadoνdeνCMDex24νconν

biotinaν(Figuraν4.11),νrindiendoνunaνestequiometríaνdeν3νbiotinasνcadaν24νkDa.νLuego,νunν

electrodoνdeνoroνfueνmodificadoνconνesteνnuevoνpolímeroνeνincubadoνconνN-HRPνenνunν

procedimientoν análogoν alν restoν deν losν electrodosν ensayados.ν Enν estasν condicionesν seν

obtuvoν unaν corrienteν catalíticaν deν (26ν ±ν 3)ν ɆAν cm-2.ν Teniendoν enν cuentaν laν

estequiometríaνdelνpolisacáridoνmodificadoνyν losνresultadosνobtenidosνporνelipsometríaν

paraνCMDex24,ν puedeν estimarseν laν incorporaciónν alν electrodoνmodificadoν deν 54ν pmolν

cm-2νdeνbiotina.νEstaνconcentraciónνdeνbiotinaνesνcapazνdeνunirνmásνdeνunaνmonocapaνdeν

N-HRP,ν sinν embargoν estoν noν seν observa,ν loν queν sugiereν queν laν N-HRPν soloν puedeν

unirseνaνlasνbiotinasνqueνseνhayanνbienνexpuestasνenνlaνsuperficieνdelνhidrogel.ν

ν

4.4ν4.4ν4.4ν4.4ν----νSumarνSumarνSumarνSumarioννioννioννioνννννν

ν

Elν usoν deν alcanotiolesν deν cadenaν cortaν enν combinaciónν conν derivadosν delν

dextrano,ν capacesν deν formarν películasν densamenteν empacadas,ν generaν superficiesν

dondeν losν mediadoresν redoxν puedenν mantenerν suν comportamientoν reversibleν y,ν alν

mismoνtiempo,νdisminuyeνlaνadsorciónνinespecíficaνdeνproteínas.ν

Elν carboximetildextránν esν unaν moléculaν muyν convenienteν paraν evitarν laν

adsorciónν noν específica,ν dadoν queν suν altoν númeroν deν gruposν carboxílicosν aseguraν suν

uniónν aν laν superficieν delν sustrato,ν yν permiteν laν uniónν alν agenteν deν reconocimiento,ν

usandoνelνmismoνpasoνdeνreacción.ν

Laν biotinaν puedeν serν reconocidaν específicamenteν conν unaν relaciónν señalν

específica/señalνnoνespecíficaνigualνaν4.νEstaνrelaciónνpodríaνmejorarseνsiνelνagenteνdeν

reconocimientoν presentaseν unaν cadenaν másν hidrofílicaν yν conformacionalmenteν másν

móvil,ν(porνejemplo,ν laνelecciónνdeνunνderivadoνdeν laνbiotinaνconteniendoνunaνmoléculaν

espaciadoraνhidrofílica).ν

Elν materialν compuestoν CMDex+PEG5000ν esν tambiénν efectivoν respectoν aν laν

prevenciónν deν laν adsorciónν noν específica,ν permitiendoν elν procesoν reversibleν deν

transferenciaν deν electronesν paraν mediadoresν pequeños.ν Losν electrodosν Au/Cysν
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modificadosνsoloνconνPEG5000νtambiénνmuestranνunaνbajaνadsorciónνinespecíficaνdeνN-

HRPν (Figuraν 4.8),ν peroν debidoν aν suν estructuraν noν puedenν hacerseν modificacionesν

posterioresν enν formaν sencilla.ν Elν usoν deν polietilenglicolesν bifuncionalesν permitiríaν

superarν esteν inconveniente,ν sinν embargoν suν síntesisν esν másν complicadaν siν laν

comparamosνconνCMDex.ν
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5.1ν5.1ν5.1ν5.1ν––––νIntroducciónνIntroducciónνIntroducciónνIntroducciónνννν

ν

Enν unν trabajoν previoν [148],ν Prianoν yν Battagliniν hanν propuestoν unν ensayoν

competitivoνelectroquímicoνempleandoνelectrodosνdeνoroνmodificadosνconνunaνproteínaν

deν uniónν aν endotoxinasν (ENP)ν recombinanteν deν Saccharomycesν Cerevisiaeν comoν

elementoν deν reconocimiento.ν Enν esteν ensayo,ν elν LPSν enν laνmuestraν competíaν conν unν

conjugadoν comercialν (AlerCHEKν Inc.,ν Portland,νMaine,νUSA)ν deν LPSν conνHRPν porν losν

sitiosν específicosν sobreν laν superficie.ν Siν bienν elν sistemaν desarrolladoν eraν capazν deν

detectarν LPSν enν muyν bajasν concentracionesν (0,2ν UEν mL-1),ν presentabaν algunasν

limitaciones,νprincipalmenteνrelacionadasνconνlaνbajaνactividadνendotóxicaνdelνconjugadoν

deνLPS-HRPν(0,012νUEνng-1),νcomparadoνconνunνvalorνtípicoνparaνLPSν(1νUEνng-1).νDadoν

queνlaνactividadνendotóxicaνdelνLPSνseνcorrelacionaνconνsuνafinidadνhaciaνENPν[241],νseν

veíaνafectabaνlaνsensibilidadνdelνensayo.ν

Enνesteνcapítuloνyνenνlosνcapítulosν6νyν7,νseνproponeνmejorarν laνcalidadνdeνlosν

conjugadosν deν LPS.ν Enν unν ensayoν competitivo,ν esν importanteν queν lasν propiedadesν

biológicasνyνlaνcapacidadνdeνuniónνdelνLPSνnoνseνveanνafectadasνporνlaνconjugación;νporνν

otroνlado,νlaνmoléculaνqueνseνutilizaνcomoνsondaνdebeνestarνpresenteνenνelνconjugadoνenν

unaνbuenaνrelaciónνyνserνestable.νν

Dadaν laν complejidadν deν laν molécula,ν laν síntesisν deν conjugadosν deν LPSν noν esν

simple.νLasνendotoxinasνenνsoluciónνnoνconstituyenνunaνmuestraνhomogénea,νyνenν lasν

concentracionesνnecesariasνparaν laν síntesisν formanν agregadosνdeνaltaνmasaνmolecularν

[12,ν17,ν22].νParaνpreservarνlaνporciónνactivaνdelνLPS,νlaνuniónνcovalenteνdeνlaνsondaνseν

llevóνaνcaboνenνlaνregiónνdelνantígenoνO.νAνdiferenciaνdeνalgunosνtrabajosνqueνinvolucranν

laν síntesisν deν conjugadosν deν LPSν [153,ν 242],ν enν esteν casoν esν necesarioν que,ν enν

promedio,ν todasν lasν moléculasν deν LPSν esténν marcadasν paraν evitarν pérdidasν deν

sensibilidadνenνelνensayoνcompetitivo.νν

Medianteν laν oxidaciónν controladaν conν periodatoν deν sodioν puedenν generarse,ν

sobreν laν regiónν sacáridaν delν LPS,ν gruposν aldehídosν capacesν deν reaccionarν conν lasν

sondasνseleccionadasνaνtravésνdeνsusνgruposνnucleofílicosν[243].νTeniendoνenνmenteνlaν

potencialidadνdelνsistemaνbiotina-avidina,νseνsintetizóνunνconjugadoνdeνLPSνconνbiotina.ν

Laν interacciónν entreν laν biotinaν yν laν proteínaν avidinaν esν unaν deν lasν interaccionesν noν

covalenteν porν afinidadν másν fuerteν enν laν naturalezaν (KDν =ν 10
-15ν M)ν [244],ν yν haν sidoν

utilizadoνenνunνgranνnúmeroνdeνaplicaciones,νincluyendoνinmunoensayos,νpurificaciónνdeν

proteínasνyνdiagnósticoν[245].νLaνfuerteνinteracciónνentreνlaνavidinaνyνlaνbiotinaνseνlograν

sinνperturbacionesνsignificativasνdeνlaνestructuraνterciariaνoνcuaternariaνdeνlaνproteínaνyν
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esνestableνsobreνunνamplioνintervaloνdeνpHνyνtemperaturaν[246].νEnνalgunasνocasionesν

laννneutravidinaνpuedeνusarseνenνlugarνdeνavidina.νUnaνdeνlasνdiferenciasνmásνmarcadaν

entreν ellasν esν queν laν avidinaν poseeν cargaν positivaν aν pHν neutro,ν mientrasν queν laν

neutravidinaνprácticamenteνnoνposeeνcarga.νν

νEnν esteν capítuloν seν presentaν laν síntesisν deν unν conjugadoν deν LPSν conν biotinaν

utilizandoν unaν fracciónν purificadaν deν LPSν deν Salmonellaν Minnesotaν (secciónν 3.2).ν Elν

derivadoνsintetizadoνpresentaνunaνmejoradaνactividadνendotóxicaνrespectoνdelνconjugadoν

comercialν empleadoν enν elν dispositivoν deν reconocimientoν molecularν previamenteν

descriptoν [148].ν Porν otroν ladoν seν introduceν laν síntesisν deν conjugadosν deν LPSν conν

complejosνconνbuenasνpropiedadesνelectroactivas.ννν

ν

5.2ν5.2ν5.2ν5.2ν––––νExperimentalνExperimentalνExperimentalνExperimentalνννν

ν

5.2.1ν5.2.1ν5.2.1ν5.2.1ν––––ννννReactivoReactivoReactivoReactivossssνννν

ν

LPSνR60ν (Ra)ν deνSalmonellaνMinnesotaν (Mrν 4200νDa,ν actividadνendotóxicaν0,7ν

UEν ng-1,ν determinadoν enν nuestroν laboratorioν medianteν elν testν LALν cromogénico)ν fueν

provistoν porν ListLab.ν Hidracinaν deν dansiloν fueν provistaν porν Fluka.ν Neuraminidasaν yν

galactosaνoxidasaν(GO)νfueνprovistaνporνSigma.νLasνmembranasνdeνfiltraciónνØν25νmmνdeν

corteνmolecularν10000νfueronνprovistasνporνMillipore.ν

νν

5.2.2ν5.2.2ν5.2.2ν5.2.2ν––––ννννSíntesisνdeνconjugadosνSíntesisνdeνconjugadosνSíntesisνdeνconjugadosνSíntesisνdeνconjugadosνdeνLPSνconνddeνLPSνconνddeνLPSνconνddeνLPSνconνdansiloνyνansiloνyνansiloνyνansiloνyνbiotinabiotinabiotinabiotinaνννν

ν

Dadoνqueνlaνregiónνdelν lípidoνAνconstituyeνlaνporciónνpirogénicaνactivaνdelνLPSν

[2,ν9-11]νyνestáνinvolucradaνenνsuνreconocimientoνespecífico,νunνmétodoνadecuadoνparaν

laν conjugaciónν delν LPSν requiereν preservarν estructuralν yν conformocionalmenteν esaν

regiónνdeν laνmolécula.νPorν loν tanto,ν resultaνconvenienteνqueν laν sondaνmolecularν fueseν

unidaνaνunaνregiónνdistanteνcomoνelνnúcleoνpolisacarídicoνo,νinclusoνmejor,νlaνregiónνdelν

polisacáridoνO-específico.νDadoνqueνestasν regionesνestánνconstituidasνporνhidratosνdeν

carbono,νunνmétodoνcomúnmenteνempleadoνconsisteνenνhacerν reaccionarν laνsondaνconν

losνgruposνhidroxilosνpreviamenteνoxidadosνaνaldehídos.νDosνmétodosνfueronνevaluados:ν

oxidaciónνenzimáticaν conνneuraminidasaνyνgalactosaν oxidasaν [162]νyν laν oxidaciónν conν

periodatoνdeνsodioν[153].ν

ν

ν
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5.2.2.1ν5.2.2.1ν5.2.2.1ν5.2.2.1ν––––ννννMétodoνenzimáticoMétodoνenzimáticoMétodoνenzimáticoMétodoνenzimáticoνννννννν

ν

1,5ν mgν deν LPSν purificadoν (fracciónν 9-10)ν oν LPSν R60,ν ambosν deν Salmonellaν

Minnesota,νseνdisolvieronνenν1νmLνdeνtrietilaminaν0,05ν%νp/v.νSeνagitóνintensamenteνconν

vórtexνduranteν3νminutosνyνluegoνseνsonicóνporνunosν20νminutosνdeνmodoνdeνfavorecerν

suνdesagregación.νLuegoνseνagregaronν8,5νmLνdeνbufferνfosfatoν100νmMνpHν7,0νyνdeνserν

necesarioν seν ajustóν elν pHν aν 7,0ν conν HClν 100ν mMν (Moléculasν conteniendoν alcoholesν

primariosνsirvenνcomoνsustratoνdeν laνgalactosa.νEvitarνelνusoνdeνbufferνTrisνoνHEPESν

entreνotros).νLaνoxidaciónνseνllevóνaνcaboνagregandoν50νɆLνdeνneuraminidasaν1νUνmL-1ν

(0,05νnmoles)νyν100νɆLνdeνgalactosaνoxidasaν100νUνmL-1ν(1,6νnmoles).νLaνreacciónνseν

dejóνproseguirνduranteν20νminutosνaν37ν°C,νconνagitaciónνmoderadaνyνburbujeoνdeνaireν

deν modoν deν mantenerν saturadaν laν soluciónν enν oxígeno.ν Laν evoluciónν deν laν oxidaciónν

puedeνseguirseνporνlaνgeneraciónνdeνperóxidoνdeνhidrógeno.νTranscurridoνelνtiempoνdeν

oxidación,νseνadicionaronν250νɆLνdeνhidracinaνdeνdansiloν2νmgνmL-1νenνbufferν fosfatoν

100νmMν pHν 7,0ν juntoν conν 100ν ɆLν deν NaCNBH3ν 0,3νM,ν dejandoν reaccionarν duranteν 6ν

horasν aν 37ν °Cν conν agitaciónν moderada.ν Elν productoν finalν seν pasóν aν travésν deν dosν

columnasνdeνdesaladoνHiTrapνenνserieν(GEνHealthcareνdeν5νmLνdeνcapacidadνcadaνuna)ν

empleandoνbufferνfosfatoν50νmMνpHν7,5νaνunνflujoνdeν2νmLνmin-1.νν

ν

5.2.2.2ν5.2.2.2ν5.2.2.2ν5.2.2.2ν––––ννννOxidaciónνconνperiodatoνdeνsodioOxidaciónνconνperiodatoνdeνsodioOxidaciónνconνperiodatoνdeνsodioOxidaciónνconνperiodatoνdeνsodioνννν

νννν

2νmgνdeνLPSνpurificadoν(fracciónν9-10)νdeνSalmonellaνMinnesotaνseνdisolvieronν

enν4νmLνdeνbufferν acético/acetatoν100νmMνpHν5,0.ν Seν agitóν intensamenteν conνvórtexν

duranteν 3ν minutosν yν seν sonicóν porν unosν 20ν minutos.ν Luego,ν elν NaIO4ν seν agregóν aν

diferentesνconcentracionesνdeνmodoνdeνhallarνlasνmejoresνcondicionesνdeνreacciónν(verν

Tablaν5.1νpág.ν118).νLaνoxidaciónνseνllevóνaνcaboνconνagitaciónνmoderadaνenνoscuridadν

duranteνperíodosνdeνtiempoνvariablesνsegúnνelνcaso,νmodificandoνtambiénνlaνtemperaturaν

deν reacción.ν Laν etapaν oxidativaν seν finalizóν medianteν elν agregadoν deν etilenglicol.ν Elν

productoνluegoνseνdializóνcontraνaguaνmilliQνempleandoνmembranasνdeνcorteνmolecularν

3500νaν4ν°Cνduranteν24νhoras.νSobreνelνLPSνoxidadoνyνdializadoνseνagregaronν2νmgνdeν

hidracinaνdeνdansiloνyν250νɆLνdeνNaCNBH3ν450νmMνdejandoνreaccionarνduranteν2νhorasν

aν25ν °Cνconν agitaciónν suaveνyνenνoscuridad.νFinalmente,ν elν conjugadoν seνpurificóν porν

cromatografíaνdeνexclusiónνempleandoνdosνcolumnasνdeνdesaladoνHiTrapνenνserieν(GEν

Healthcareνdeν5νmLνdeνcapacidadνcadaνuna)νempleandoνbufferνfosfatoν50νmMνpHν7,5νaν

unν flujoν deν 2ν mLν min-1.ν Luego,ν elν conjugadoν seν caracterizóν porν espectroscopíaν deν
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fluorescencia,νsuνcontenidoνdeνKdoνyνsuνactividadνendotóxicaνsegúnν loνdescriptoνenνelν

capítuloν3.νν

ObtenidasνlasνcondicionesνmásνadecuadasνparaνlaνoxidaciónνdeνLPSν(Tablaν5.1),ν

seνprocedióνaνlaνsíntesisνdelνconjugadoνLPS-biotina.νPosteriorνaνlaνetapaνdeνoxidaciónνseν

adicionaronν4νmgνdeνbiotina-LC-hidracidaνyνseνcontinuóνdeνformaνanálogaνaνloνdescriptoν

paraνhidracinaνdeνdansilo.νElνproductoνpurificadoνcromatográficamenteνseνdializóνcontraν

aguaνMilliQνusandoνmembranasνdeνdiálisisνdeνcorteνmolecularν3500νaν4ν°Cνduranteν24ν

horasνyνluegoνseνliofilizó.νElνrendimientoνdeνconjugaciónνseνdeterminóνporνsuνcontenidoν

deνKdoν(secciónν3.2.2.2)νyνbiotina,νmedianteνelνensayoνparaνsuνcuantificación,νEZνBiotinν

Quantitationν Kit,ν provistoν porν Pierce.ν Elν testν LALν fueν empleadoν paraν caracterizarν laν

actividadνendotóxicaνdelνconjugado.ν

ν

5.2.5.2.5.2.5.2.3333νννν––––ννννSíntesisνdeνconjugSíntesisνdeνconjugSíntesisνdeνconjugSíntesisνdeνconjugadosνdeνLPSνconνcomplejosνelectroactivosadosνdeνLPSνconνcomplejosνelectroactivosadosνdeνLPSνconνcomplejosνelectroactivosadosνdeνLPSνconνcomplejosνelectroactivosνννν

ν

Laν síntesisν deν conjugadosνdeνLPSν seνextendióν aν laν conjugaciónν conν complejosν

electroactivos.νElν objetivoνdeνestaνsíntesisν fueνextenderν laνconjugaciónνaνotroν tipoνdeν

moléculasν mostrandoν laν potencialidadν delν métodoν utilizado.ν Enν particularν seν eligieronν

dosνcomplejosνredox,νunνcomplejoνdeνrutenio,ν[Ru(NH3)5py]
2+νyνunνcomplejoνdeνosmio,ν

[Os(bpy)2(py)Cl]
2+.νSoloνenνelνúltimoνcasoνlaνsíntesisνinvolucraνunaνetapaνoxidativaνconν

periodatoνdeνsodio.ννν

νννν

5.2.5.2.5.2.5.2.3333....1111νννν––––νSíntesisνdeνLPνSíntesisνdeνLPνSíntesisνdeνLPνSíntesisνdeνLPSSSS----[Ru(NH[Ru(NH[Ru(NH[Ru(NH3333))))5555ppppy]y]y]y]
2+2+2+2+νννν

ν

2νmgνdeνLPSνpurificadoν(fracciónν9-10)νdeνSalmonellaνMinnesotaνseνdisolvieronν

enν2νmLνdeνtrietilaminaν0,5ν%νv/v.νSeνagitóνintensamenteνconνvórtexνduranteν3νminutosνyν

seνsonicóνporνunosν20νminutos.νLuego,νelνpHνseνajustóνaν7νconνHClν100νmM.νSobreν laν

soluciónνdeνLPSνseνagregaronν1νmLνdeνisotiocianatoνdeνpiridinaν75νmMνenνbufferνboratoν

250νmMνpHν10,5.νLaνsoluciónνseνdejóνreaccionarνduranteν18νhorasνaν37ν°Cνconνagitaciónν

moderada.ν Finalmente,ν laν soluciónν seν concentróν aν 1,5ν mLν empleandoν unaν celdaν deν

ultrafiltraciónνAmiconνMilliporeνmodeloν8010ν(10νmLνdeνcapacidad)νconνfiltrosνdeνcorteν

molecularν10000,νreemplazandoνelνbufferνdeνreacciónνporνbufferνfosfatoν100νmMνpHν7,5.ν

Elν LPSνmodificadoν conν piridinaν seν purificóν porν cromatografíaν deν exclusiónν empleandoν

unaν columnaν deν desaladoν HiTrapν (GEν Healthcareν deν 5ν mLν deν capacidad)ν conν bufferν

fosfatoν100νmMνpHν7,5νcomoνfaseνmóvilνaνunνflujoνdeν2νmLνmin-1.ν
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νAν laνsoluciónνdeνLPS-pyνcolectadaνdeν laνpurificaciónνseν leνadicionaronν500νɆLν

delν complejoν [Ru(NH3)5OH2]
2+ν 15νmMν (obtenidoν porν reducciónν deν [Ru(NH3)5Cl]

3+ν conν

amalgamaνdeνzinc-mercurioνbajoνatmósferaνdeνnitrógeno)νenνbufferνboratoν250νmMνpHν

10,5.νEnνestasνcondicionesν laνpiridinaνunidaνalνLPSνseνcoordinaνconνelνcentroνmetálicoν

delνcomplejo.νLaνreacciónνseνdejóνproseguirνbajoνatmósferaνdeνnitrógenoνporν24νhsνaν25ν

°Cνconνagitaciónνmoderada.νFinalizadaνlaνreacción,νseνconcentróνaν1,5νmLνreemplazandoν

elν bufferν deν reacciónν porν bufferν fosfatoν 100νmMν pHν 7,5.ν Elν productoν deν reacciónν seν

purificóν porν cromatografíaν deν exclusiónν deν formaν análogaν aν laν anteriorν descripta.ν Elν

conjugadoν purificadoν cromatográficamenteν seν dializóν contraν aguaν MilliQν usandoν

membranasν deν diálisisν deν corteν molecularν 3500ν aν 4ν °Cν duranteν 24ν horasν yν luegoν

liofilizado.νElνrendimientoνdeνconjugaciónνseνdeterminóνporνsuνcontenidoνdeνKdoν(secciónν

3.2.2.2)ν yν rutenio,ν porν espectrometríaν deν fluorescenciaν deν rayosνXνporν reflexiónν totalν

(TRXRF).νElνtestνLALνseνempleóνparaνcaracterizarνlaνactividadνendotóxicaνdelνconjugado.ν

ν

5.2.3.5.2.3.5.2.3.5.2.3.2222νννν––––νSíntesisνdeνLPSνSíntesisνdeνLPSνSíntesisνdeνLPSνSíntesisνdeνLPS----[Os(bpy)[Os(bpy)[Os(bpy)[Os(bpy)2222(py)Cl](py)Cl](py)Cl](py)Cl]2+2+2+2+νννν

ν

Seν siguióν elνmismoνprotocoloν descriptoν paraν laν síntesisν deν conjugadosνdeνLPSν

conν biotinaν yν dansilo,ν empleandoν 4-picolinaminaν comoν sonda.ν Lasν condicionesν deν

oxidaciónνconνperiodatoνcorrespondenνaνlaνfilaν(e)νdeνlaνTablaν5.1.νElνderivadoνdeνLPSν

conνpicolinaminaνseνpurificóνporνcromatografíaνdeνexclusiónνdeνlaνmismaνformaνaplicadaν

paraνLPS-piridinaνenν laνsíntesisνdeνLPSνconνelνcomplejoνdeνrutenio.νFinalmente,νLPS-

picolinaminaνseνhizoνreaccionarνconν30νmMνOs(bpy)2Cl2νenνetanol:aguaν1:1νduranteν24ν

horasνaν37ν°C.νElνconjugadoνasíνsintetizadoνseνpurificóνporνcromatografíaνdeνexclusiónνyν

seν caracterizóν porν suν contenidoν deν Kdoν (secciónν 3.2.2.2)ν yν osmio,ν porν

espectrofotometría.νLaνactividadνendotóxicaνdelνconjugadoνseνcaracterizóνempleandoνelν

testνLAL.ν

ν

5.3ν5.3ν5.3ν5.3ν––––νResultadosνResultadosνResultadosνResultadosνννν

ν

5.3.1ν5.3.1ν5.3.1ν5.3.1ν––––νMétodoνenzimáticoνMétodoνenzimáticoνMétodoνenzimáticoνMétodoνenzimáticoνννν

ν

ElνLPSνpurificadoνseνtratóνconνneuraminidasaνyνgalactosaνoxidasaνcomoνhaνsidoν

previamenteν reportadoν [162].ν Elν progresoν deν laν reacciónν seν determinóν siguiendoν laν

generaciónνdeνperóxidoνdeνhidrógenoνconνcintasνreactivas.ν
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Laν galactosaν oxidasaν puedeν formarν gruposν aldehídosν enν elν carbonoν 6ν deν lasν

galactosasν terminalesνoν enν residuosνdeνN-acetil-D-galactosa.νCuandoν losν residuosνdeν

galactosaν estánν penúltimosν aν losν residuosν deν ácidoν siálico,ν otraν enzima,ν laν

neuraminidasa,νdebeνserνusadaνparaνremoverνelν ácidoνsiálicoνyνexponerνaν laνgalactosaν

comoνresiduoνterminal.ν

ν
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Figuraν5.1:Figuraν5.1:Figuraν5.1:Figuraν5.1:νAcciónνenzimáticaνdeνlaνneuraminidasaνsobreνunνdisacáridoνdeνácidoνsiálicoν

yνD-galactosaνejemplificandoνlaνsituaciónνesperadaνparaνLPS.ν

ν

Porν loν tanto,ν laν acciónν combinadaν deν ambasν enzimasν generaν elν respectivoν

derivadoνC-6νaldehídoνdeνlaνgalactosaνqueνpuedeνconjugarseνposteriormenteνconνgruposν

aminos,νhidracinasνoνhidracidasν[243].νElνnúcleoνpolisacarídicoνdelνLPSνposeeνresiduosν

deνgalactosaνyνácidoνsiálicoν[5].νLaνgalactosaνoxidasaνcatalizaνlaνreacciónνdeνalcoholesν

primariosνaνaldehídos,νdeνacuerdoνconνelνesquemaνdeνlaνFiguraν5.2.ν

ν
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Figuraν 5.2:Figuraν 5.2:Figuraν 5.2:Figuraν 5.2:ν Acciónν enzimáticaν deν laν galactosaν oxidasaν sobreν laν D-galactosaν

generandoνunνgrupoνaldehídoνenνelνazúcarνyνliberandoνperóxidoνdeνhidrógeno.ν

ν

Laν reacciónν puedeν seguirseν fácilmenteνmidiendoν laν producciónν deν peróxidoν deν

hidrógenoν [247]ν conν tirasν reactivasν paraν laν detecciónν deν peróxidoν residualν (LDν =ν 1ν

ppm).νParaνmuestrasνconteniendoνLPSνyνLPSνRa,νambosνdeνS.νMinnesota,νlaνproducciónν

deν H2O2ν resultóν porν debajoν delν límiteν deν detección,ν mientrasν queν paraν muestrasν

conteniendoνlaνmismaνconcentraciónνdeνgalactosa,νunaνconcentraciónνmayorνaν10νppmνdeν

peróxidoνpudoνdetectarse;νestoνindicaνqueνlaνgalactosaνoxidasaνnoνesνcapazνdeνaccederν

aνlosνresiduosνdeνgalactosaνdelνLPSνparaνsuνoxidación.νAunqueνlaνenzimaνfuncionaνmuyν

bienνsobreνmonosacáridos,νelν rendimientoνdeν laν reacciónν fueνprácticamenteνnuloνenνunν
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polímeroν comoν LPS.ν Estosν resultadosν puedenν comprenderseν dadoν queν tantoν elν LPSν

comoν laν galactosaν oxidasaν sonν moléculasν voluminosas,ν mientrasν queν elν LPS,ν ademásν

formaνagregadosνaνlaνconcentraciónνempleada.νν

νν

5.5.5.5.3333.2ν.2ν.2ν.2ν––––ννννOxidaciónνconνperiodatoOxidaciónνconνperiodatoOxidaciónνconνperiodatoOxidaciónνconνperiodatoνdeνsodioνdeνsodioνdeνsodioνdeνsodioνννν

ν

Enνesteνmétodo,νelνperiodatoνrompeνunionesνC-Cνqueνposeenνgruposνhidroxilosν

adyacentesν (diolesν vecinales),ν oxidandoν losν gruposν –OHν paraν formarν aldehídosν

altamenteν reactivosν (Figuraν 5.3).ν Variandoν laν concentraciónν yν lasν condicionesν deν laν

reacciónνduranteνlaνoxidación,νpuedeνobtenerseνciertaνespecificidadνenνrelaciónνaνqueνyν

cuantosν residuosν seránνmodificadosν [243].ν Alν igualν queν enν elνmétodoν enzimático,ν losν

aldehídosν asíν formados,ν puedenν luegoν serν acopladosν aνmoléculasν conteniendoν aminasν

porν formaciónν deν unaν baseν deν Schiffν yν aminaciónν reductivaν oν alternativamente,ν serν

conjugadosνaνmoléculasνconteniendoνelνgrupoνhidracidaνparaνformarν laνuniónνhidrazonaν

queνluegoνesνreducidaν(Figuraν5.3).νν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν5555.3.3.3.3::::νPasosνsintéticosνinvolucradosνenνlaνmodificaciónνdeνLPSνconνdansiloνyνbiotina.ν
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Paraν hallarν lasν mejoresν condicionesν paraν laν conjugaciónν deν LPS,ν seν empleóν

hidracinaνdeνdansiloνcomoνsondaνmolecular.νEstaνmoléculaνpermiteνseguirνelνrendimientoν

deν laν reacciónν directamenteν porν fluorescencia,ν siendoν muyν adecuadoν enν elν usoν deν

muestrasνpequeñasνoνdeνbajaνconcentración.νLaνhidracinaνdeνdansiloνseνhizoνreaccionarν

conνLPSνpurificadoνcambiandoνlaνconcentraciónνdeνperiodato,νelνtiempoνdeνreacciónνyνlaν

temperatura.ν Finalizadaν laν reacción,ν elν conjugadoν seν purificóν porν cromatografíaν deν

exclusión.νLaνFiguraν5.4νmuestraνelνcromatogramaνobtenidoνparaνlaνpurificaciónνdeνLPS-

dansiloνsegúnνlasνcondicionesνdeνlaνfilaν(d)νdeνlaνTablaν5.1.νDadasνlasνcaracterísticasνdeν

laνcolumna,νelνderivadoνdeνLPS,νdeνaltaνmasaνmolecular,νinteraccionaνpocoνconνlaνmismaν

eluyendoνprimero.νElνsegundoνpicoνcorrespondeνalνexcesoνdeνdansiloνqueνnoνreaccionóν

conν elν lipopolisacárido.ν Laν fracciónν correspondienteν alν derivadoν endotóxicoν fueν

colectada,ν dializadaν yν caracterizada.ν Elν rendimientoν deν conjugaciónν seν determinóν deν

acuerdoν aν laν secciónν 3.5.ν Elν contenidoν deν dansiloν enν elν conjugadoν seν evaluóν porν

fluorescencia,νexcitandoνconνluzνdeν325νnmνyνmidiendoνlaνemisiónνentreν350νyν750νnmν

segúnν loν descriptoν enν laν secciónν 3.5.1.ν Paraν compararν laν reactividadν deν laν porciónν

sacáridaν presenteν enν elν LPSν conν otrosν polisacáridos,ν seν eligióν comoν referenciaν unν

dextranoνdeνmasaνmolecularν66880νDa.νFinalmente,νlaνreacciónνdeνderivatizaciónνdeνunaν

fracciónν deν LPSν purificadoν (actividadν endotóxicaν 0,4ν UEν ng-1)ν seν llevóν aν caboν conν

biotina-LC-hidracida.νSóloνseνutilizóνunaνfracciónνdeνLPS,νdeνmaneraνdeνtenerνunνrangoν

acotadoνdeνmasaνmolecular.νν

ν

ConjugadoConjugadoConjugadoConjugado ConjugaciónνConjugaciónνConjugaciónνConjugaciónνaaaa

NaIONaIONaIONaIO4444 TemperaturaTemperaturaTemperaturaTemperatura TiempoTiempoTiempoTiempo

(mM)(mM)(mM)(mM) (°C)(°C)(°C)(°C) (h)(h)(h)(h)

aννDextrán-dansilo 1 0 10 145

bννLPS-dansilo 7 0 14 0

cννLPS-dansilo 7 20 24 40

dννLPS-dansilo 150 45 16 150

eννLPS-biotina 150 20 3 50

CondicionesνdeνoxidaciónCondicionesνdeνoxidaciónCondicionesνdeνoxidaciónCondicionesνdeνoxidación

aννnmolesνdeνsonda/mgνdeνpolímeroν ν
νννν

Tablaν 5.1:Tablaν 5.1:Tablaν 5.1:Tablaν 5.1:ν Condicionesν deν oxidaciónν deν carbohidratosν presentesν enν elν LPSν oν

dextranoνyνrelacionesνdeνconjugación.ν

ν

Laν Tablaν 5.1ν muestraν lasν relacionesν deν conjugaciónν obtenidasν paraν diferentesν

condicionesνdeνreacción.νComoνreferencia,νseνpresentaνunνexperimentoν llevadoνaνcaboν

conνdextranoν(Mrν66880νDa).νLaνoxidaciónνdeνdextranoνconνperiodatoνprocedeνconνbuenν

rendimiento,ν inclusoν enν condicionesν suaves,ν conν unaν relaciónν deν conjugaciónν deν 145ν

nmolesν deν dansiloν porν mgν deν polímero,ν equivalenteν aν 10ν moléculasν deν dansiloν porν
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moléculaν deν dextranoν (filaν a).ν Cuandoν seν utilizaν elν LPSν paraν suν conjugación,ν bajoν

condicionesν similaresν (filaν b)ν eν inclusoν enν condicionesν másν agresivasν (filaν c),ν seν

obtuvieronν relacionesν deν conjugaciónν menores.ν Estosν resultadosν puedenν explicarseν

considerandoνelνdiferenteνcomportamientoνdeνcadaνmoléculaνenνsoluciónνacuosa.νElνLPSν

formaν agregadosν deν altaν masaν molecularν aν lasν concentracionesν empleadasν enν estasν

reacciones.νLaνrelaciónνdeνconjugaciónνpuedeνmejorarseνsiνlasνcondicionesνdeνoxidaciónν

sonνmásνseveras;νsinνembargo,νestoνdaνlugarνaνunaνpérdidaνcasiνcompletaνdeνlaνactividadν

endotóxicaνdelνLPSν(filaνd).ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 5.45.45.45.4::::ν Purificaciónν cromatográficaν delν conjugadoν LPS-dansiloν

correspondienteνaν lasνcondicionesνdeνlaνfilaνdνdeνlaνTablaν5.1.νSeνinyectaronν3ν

mLνdeνlaνsoluciónνdeνreacción.νν

ν

Finalmente,ν seν sintetizóν unν conjugadoν deν LPS-biotinaν enν lasν condicionesν

detalladasνenν laνTablaν5.1ν(filaνe),νpermitiendoν laν introducciónνdeνunνciertoνnúmeroνdeν

sondas,ν reteniendoν enν elν LPSν unaν actividadν endotóxicaν deν 0,08ν UEν ng-1.ν Laν

caracterizaciónν muestraν unaν derivatizaciónν deν 50ν nmolesν deν biotinaν porν mgν deν LPS,ν

correspondienteνaνunaνrelaciónνbiotina:LPSνigualνaν1:1νconsiderandoνunaνmasaνmolecularν

promedioνdeν20νkDaνparaνelνLPSν[22,ν31].νν

Unν procedimientoν similarν fueν aplicadoν enν laν modificaciónν deν LPSν conν unν

complejoνdeνosmioνsegúnνloνdescriptoνenνlaνsecciónν5.2.3.2.νPosteriorνaνlaνoxidaciónνconν

periodatoνdeνsodio,νseνhizoνreaccionarνlaνendotoxinaνconν4-picolinaminaν(Figuraν5.5).νDeν
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estaν formaν seν introducenν alν LPSν moléculasν deν piridinaν queν luegoν puedenν hacerseν

reaccionarνconνelνcomplejoν[Os(bpy)2Cl2]
2+.νLaνreacciónνdeν4-picolinaminaνconνelνLPSν

seνevidenciaνporνelνprimerνpicoνdeνeluciónνenνelνperfilνcromatográficoνmonitoreandoν laν

longitudνdeνondaνaν260νnmν(Figuraν5.6νA).νLuego,νlaνpiridinaνenνelνLPSνdesplazaνaνunoνdeν

losν ligandosν cloruroν enν elν complejo,ν resultandoν enν suν coordinaciónν conν elν centroν

metálico.ν Laν conjugaciónν delν complejoν deν osmioν alν lipopolisacáridoν resultaν enν unν

derivadoν deν altaν masaν molecularν queν eluyeν prácticamenteν sinν interaccionarν conν laν

columnaνdeνexclusiónν(Figuraν5.6νB).νν
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Figuraν5.5Figuraν5.5Figuraν5.5Figuraν5.5::::νSíntesisνdeνLPS-picolinaminaνyνposteriorνconjugaciónνconν[Os(bpy)2Cl2]

2+νaνtravésν

delνdesplazamientoνdeνunoνdeνlosνligandosνcloruroνdelνcomplejoνporνlaνpiridinaνenνelνLPS.ν

ν

Finalmente,ν elν conjugadoν seν caracterizóν porν suν contenidoν deν Kdoν yν porν

espectrofotometríaν ([Os(bpy)2(py)Cl]
2+ν ȿ500nmν =ν 8700ν M

-1ν cm-1ν [128])ν paraν hallarν laν

concentraciónν delν complejoν deν osmio.ν Enν estasν condicionesν pudieronν introducirseν 40ν

nmolesν delν complejoν porνmgν deνLPS,ν relaciónν similarν aν laν obtenidaν paraν LPS-biotina.ν

Debeνtenerseνenνcuenta,νenνesteνcaso,νqueνlaνrelaciónνdeνconjugaciónνestáνafectadaνporν
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elνrendimientoνdeνconjugaciónνdeνlasνdosνreaccionesνinvolucradas,νlaνincorporaciónνdeνlaν

picolinaνyνlaνposteriorνcomplejación.νEsteνhechoνtambiénνseνvioνreflejadoνenνlaνactividadν

endotóxicaνdelνderivado,ν rindiendoνunaνpotenciaν pirógenaνdeν0,05νUEνng-1,ν cifraν40ν%ν

inferiorνaνlaνcorrespondienteνparaνLPS-biotina.νν
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Figuraν 5.6:Figuraν 5.6:Figuraν 5.6:Figuraν 5.6:ν Purificaciónν porν cromatografíaν deν exclusiónν deν A)ν derivadoν LPS-

picolinamina,νB)νderivadoνLPS-[Os(bpy)2(py)Cl]
2+.νEnνambosνcasosνelνvolumenν

deνinyecciónνfueνdeν1νmL.νν

ν

5.3.3ν5.3.3ν5.3.3ν5.3.3ν––––νSíntesisνdeνLPSνSíntesisνdeνLPSνSíntesisνdeνLPSνSíntesisνdeνLPS----[Ru(NH[Ru(NH[Ru(NH[Ru(NH3333))))5555py]py]py]py]
2+2+2+2+νννν

ν

EnνlaνsíntesisνdelνconjugadoνdeνLPSνconνunνcomplejoνelectroactivoνdeνrutenio,νlaν

estrategiaν empleadaν esν similarν aν laν descriptaν paraν elν derivadoν deν LPS-

[Os(bpy)2(py)Cl]
2+.ν Enν primeraν instancia,ν seν introduceν alν lipopolisacáridoν unaν piridinaν

queν luegoν puedeν hacerseν reaccionarν conν unν complejoν deν rutenioν paraν darν lugarν alν

conjugadoνdeseado.νEnν esteνcaso,ν laν incorporaciónνdeν laνpiridinaν alν LPSν seν realizaνenν
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formaν directaν haciendoν reaccionarν isotiocianatoν deν piridinaν (Figuraν 5.7)ν conν losν

hidroxilosνdeνlaνendotoxina.νν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

νννν

Figuraν5.7:Figuraν5.7:Figuraν5.7:Figuraν5.7:νSíntesisνdeνLPS-piridinaνyνposteriorνconjugaciónνconν[Ru(NH3)5OH2]
2+νaνtravésνdelν

desplazamientoνdelνligandoν–OH2νdelνcomplejoνporνlaνpiridinaνenνelνLPS.νElνcambioνdeνligandoνseν

caracterizaνporνlaνapariciónνdeνunaνbandaνdeνtransferenciaνdeνcargaνmetal-ligandoνaν407νnm.ν

ν

Laν incorporaciónν deν laν piridinaν seν evidenciaν duranteν laν etapaν deν purificaciónν

cromatográficaνdelνderivadoνmidiendoνlaνabsorbanciaνaν260νnmν(Figuraν5.8νA).νLuego,νlaν

adiciónν deν [Ru(NH3)5OH2]
2+ν aν laν fracciónν correspondienteν alν primerν picoν deν eluciónν

propiciaν laν formaciónνdelνderivadoνdeνLPSνconνelνcomplejoνdeνrutenio.νSimilarmenteνalν

casoν delν complejoν deν osmio,ν elν ligandoν –OH2ν esν desplazadoν porν laν piridinaν enν elν LPSν

estableciéndoseν laν uniónν delν complejoν deν rutenioν alν lipopolisacárido.ν Alν darseν estaν

reacciónν puedeν observarseν aν 407ν nmν laν bandaν correspondienteν aν laν transferenciaν deν

cargaν desdeν unν orbitalν dν delν centroν metálicoν Ru(II)ν alν orbitalν πν antienlazanteν deν laν

piridinaν[248].νEnνelνcromatogramaνBνdeνlaνFiguraν5.8νpuedeνobservarseνunνprimerνpicoν

deν elución,ν queν correspondeν aν unaν moléculaν deν altaν masaν molecular,ν queν presentaν

absorciónν tantoν aν 260ν comoν aν 407ν nm.ν Elν segundoν pico,ν sinν embargo,ν soloν presentaν

absorciónνsignificativaνaν260νnm.νEstasνobservacionesνseνcorrespondenνconνlaνobtenciónν

delν LPS-[Ru(NH3)5py]
2+,ν queν eluyeν primeroν enν laν columnaν deν exclusión.ν Elν segundoν
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picoνcorrespondeνalνexcesoνdeν[Ru(NH3)5OH2]
2+νqueνnoνhaνreaccionadoνconνlaνpiridinaν

unidaνalνLPS.ν

ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 5.65.65.65.6::::ν Purificaciónν porν cromatografíaν deν exclusiónν deν A)ν derivadoν LPS-

piridina,ν B)ν derivadoν LPS-[Ru(NH3)5py]
2+ν monitoreadoν aν dosν longitudesν deν

onda,ν407νyν260νnm.νEnνambosνcasosνelνvolumenνdeνinyecciónνfueνdeν1νmL.νν

ν

Unaν vezν purificadoν yν liofilizado,ν elν conjugadoν obtenidoν seν caracterizóν porν suν

contenidoνdeνKdoνyνporνespectrometríaνdeνfluorescenciaνdeνrayosνXνporνreflexiónνtotalν

(TRXRF)ν paraν hallarν laν concentraciónν deν rutenio.ν Losν resultadosν obtenidosν estánν

asociadosνconνlaνincorporaciónνdeν140νnmolesνdelνcomplejoνdeνrutenioνporνmgνdeνLPS.ν

Esteν valorν esν significativamenteν superiorν alν obtenidoν paraν elν complejoν deν osmioν yν

similarνalνobtenidoνparaνLPSνconνdansiloνenνlasνcondicioneνmásνseverasν(Tablaν5.1νfilaν

d).ν Laν mejoraν queν seν obtieneν enν esteν procedimientoν sintéticoν podemosν atribuirlaν alν

procesoνmásνfavorableνdeνsustituciónνdeνligandoνqueνseνdaνenνelνcasoνdelνcomplejoνdeν

rutenioν respectoν delν complejoν deν osmio.ν Enν esteν últimoν lasν condicionesν óptimasν paraν



ν

DesarrolloνdeνunνEnsayoνCompetitivoνparaνlaνDetecciónνdeνEndotoxinasν

ν
ν

ν122ν

desplazarν unν ligandoν cloruroν porν laν piridinaν involucranν temperaturasν másν elevadasν

[249],ν enν contraposiciónν aν loν queν sucedeν conν elν complejoν deν rutenio.ν Laν elecciónν deν

condicionesνmásνsuavesνenνelνprocedimientoνsintéticoνdelνosmioνtieneνsuνjustificaciónνenν

laνintenciónνdeνpreservarνlaνactividadνendotóxicaνdelνLPS.ν

Laν estrategiaν sintéticaν paraν obtenerν unν derivadoν deν LPSν conν unν complejoν deν

rutenioνnoνinvolucraνelνtratamientoνconνperiodatoνdeνsodio.νEsteνhechoνseνreflejaνenνunaν

mayorνconservaciónνdeνlaνactividadνpirógenaνdelνlipopolisacárido,νrindiendoνunaνpotenciaν

endotóxicaνdeν0,15νUEνng-1,νcasiνdosνvecesνsuperiorνaνlaνactividadνdelνconjugadoνLPS-

biotina.νν

ννννννννννν

5.45.45.45.4νννν––––νSumarioνSumarioνSumarioνSumarioνννν

ν

Elν procedimientoν enzimáticoν empleadoν conν laν intenciónν deν generarν gruposν

aldehídosνenνlaνestructuraνdelνLPSνnoνdioνresultadosνpositivos.νSiνbienνseνcomprobóν laν

correctaν actividadν deν laν galactosaν oxidasaν sobreν monosacáridos,ν suν acciónν sobreν unν

polímeroν comoν elν LPSν fueν nula.ν Puedenν comprenderseν estosν resultadosν teniendoν enν

menteνqueνtantoνelνLPSνcomoνlaνgalactosaνoxidasaνsonνmoléculasνvoluminosas,ν loνcualν

dificultaν elν accesoν deν laν enzimaν aν losν residuosν deν galactosa.ν Esteν hechoν seν veν

intensificadoνdadaνlaνfacilidadνdelνLPSνdeνformarνagregadosνdeνaltaνmasaνmolecular.νν

Laν otraν estrategiaν sintéticaν empleadaν involucróν laν oxidaciónν delν LPSν conν

periodatoν deν sodioν dandoν lugarν aν laν formaciónν deν gruposν aldehídos,ν queν luegoν

reaccionanν conν losνgruposνhidracinaνoνhidracidaνdeν laν sondaνaνconjugar.νLaνhidrazonaν

obtenidaνposteriormenteνseνreduceνobteniéndoseνelνconjugadoνdeseado.νElνrendimientoν

deν conjugaciónν dependeν fuertementeν deν laν concentraciónν deν periodatoν deν sodio,ν elν

tiempoνyνlaνtemperaturaνempleadaνduranteνlaνetapaνdeνoxidación.νDadaνlaνinerciaνquímicaν

delνLPSνyνsuνtendenciaνaνagregarse,νparaνsuνmodificación,νlasνcondicionesνdeνoxidaciónν

debieronνserνmásνintensasνqueνlasνusualmenteνempleadasνconνcarbohidratosνdeνcadenaν

larga.νLaνconjugaciónνdeνlaνsondaνalνLPSνseνfavoreceνconνelνaumentoνdeνcadaνunoνdeνlosν

parámetrosν mencionados.ν Sinν embargo,ν laν actividadν endotóxicaν delν LPSν tieneν unaν

dependenciaν inversaν evidenciandoν unaν disminuciónν drásticaν conν elν aumentoν delν

rendimientoν deν conjugación.ν Porν loν tanto,ν lasν condicionesν deν reacciónν debenν serν lasν

adecuadasν deν modoν deν obtenerν unaν eficienteν conjugaciónν conservandoν laν actividadν

endotóxica.ν

Unaν fracciónν purificadaν deν LPSν deν S.ν Minnesotaν seν modificóν conν biotina.ν Elν

conjugadoνmuestraνunaνadecuadaνactividadνendotóxicaνyνunνbuenνnivelνdeνconjugación.ν
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Lasν buenasν propiedadesν deν esteν conjugadoν permitieronν suν utilizaciónν enν unν ensayoν

competitivoν dondeν laν presenciaν delν LPS-biotinaν enν laν superficieν delν electrodoν seν

revelabaνconνotroνconjugado,νN-HRP.νLosνdetallesνdeνesteνtrabajoν fueronνpresentadosν

enνlaνtesisνdeνlaνDra.νPrianoν[122]νyνpublicadosνenν[164].νEnνelνcapítuloν9νseνdiscutiránν

algunasνcaracterísticasνdeνesteνsistemaνyνseνcompararánνconν losν resultadosνobtenidosν

paraνotroνtipoνdeνensayoνcompetitivoνrealizadoνenνesteνtrabajoνdeνtesisνyνdescriptoνenνelν

capítuloν 8.ν Comparadoν conν trabajosν previosν [153,ν 242],ν paraν obtenerν talν nivelν deν

modificaciónν fueν necesarioν emplearν concentracionesν másν elevadasν deν periodatoν conν

tiemposνdeνreacciónνmásνprolongados.νElνconjugadoνasíνobtenidoνpresentaνunaνactividadν

endotóxicaν ochoν vecesν mayorν respectoν alν empleadoν previamenteν enν unν ensayoν

competitivoν[148].νPorνestaνmismaνvíaνsintéticaνseνsintetizóνunνderivadoνdeνLPSνconνunν

complejoνdeνosmioνconνestequiometríaνyνpotenciaνendotóxicaνsimilarνaν laνdelνderivadoν

conν biotina.ν Enν esteν caso,ν elν tratamientoν conν periodatoν daν lugarν aν laν formaciónν deν

gruposνaldehídosνenνelνLPS,νqueνluegoνreaccionanνconν4-picolinaminaνyνfinalmenteνesνlaν

piridinaνlaνqueνcoordinaνconνelνcentroνmetálicoνparaνdarνlugarνalνconjugadoνdeseado.νν

Unaνestrategiaνdiferenteνseνempleóνenνelνcasoνdeνlaνconjugaciónνconνunνcomplejoν

deν rutenio.ν Aquíν laν incorporaciónν deν laν piridinaν alν LPSν seν llevóν aν caboν porν reacciónν

directaνconνisotiocianatoνdeνpiridinaνevitandoνelνprocedimientoνoxidativoνconνperiodato.ν

Elνderivadoνobtenidoνevidencióνunaνpotenciaνendotóxicaνyνunνrendimientoνdeνconjugaciónν

significativamenteν superiorν alν análogoν conν osmioν demostrandoν laν eficienciaν deν laν

síntesisνpropuesta.νν
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6.1ν6.1ν6.1ν6.1ν----ννννIntroducciónIntroducciónIntroducciónIntroducciónνννν

ν

Losνgruposνfuncionalesνaminoνprimario,νhidracinaνeνhidracidaνestánνpresentesνenν

unaν miríadaν deν sondasν fluorescentesν yν moléculasν espaciadoras.ν Porν otraν parte,ν losν

gruposνaminosνprimariosνestánνpresentesνnaturalmenteνenνlasνproteínasνaνtravésνdeνlosν

residuosνdeνlisina;νenνconsecuenciaνdesarrollarνunνmétodoνqueνinvolucreνlaνconjugaciónν

deνlosνLPSνconνmoléculasνportadorasνdeνestosνgruposνfuncionalesν(hidracina,νhidracidaνyν

amino)ν leν otorgaráν alν LPSν laν posibilidadν deν serν marcadoν conν unaν granν diversidadν deν

sondas.ν

Dadoνqueνunaνdeν lasνcaracterísticasνdelνLPSνesν laν formaciónνdeνagregados,ν seν

centróν laν atenciónν enν reaccionesν queν seν llevanν aν caboν sobreν hidratosν deν carbonoν

insolubles,ν talν comoν laν activaciónν deν agarosaν paraν laν construcciónν deν rellenosν paraν

columnasν deν afinidad.ν Unoν deν losν métodosν másν eficientesν paraν lograrν estoν esν laν

activaciónνmedianteνelνusoνdeνbromuroνdeνcianógenoν (BrCN)ν[250,ν251].νLaνactivaciónν

seνdaνsobreν losνgruposνhidroxiloνdelνcarbohidratoνgenerandoνunνésterνcianatoνreactivoν

(Figuraν6.1).νEsνimportanteνcontrolarνlasνcondicionesνbajoνlasνcualesνestasνreaccionesνseν

llevanνaνcabo,νdadoνqueνlosνésterνcianatoνpuedenνhidrolizarseνaνcarbamatosνinertes.νPorν

ejemplo,ν elν usoν deν hidróxidoν deν sodioν paraν aumentarν laν nucleofilicidadν deν losν gruposν

hidroxiloν puedeν darν lugarν aν laν formaciónν deν carbamatosν inertes.ν Elν controlν deν laν

temperaturaνesνotroνdeνlosνfactoresνimportantesνaνcontrolarνenνelνprocesoνdeνactivación,ν

dadoνqueνlaνmoléculaνactivadaνesνmuyνsensibleνaνesteνparámetro.νParaνsuperarνestosνdosν

problemas,ν seν empleaν trietilaminaν comoν agenteν deν transferenciaν deν cianuroν enν unaν

mezclaν acetona:aguaν aν temperaturasν porν debajoν deν 0ν °C,ν evitandoν deν estaν formaν laν

necesidadνdeνunνmedioνfuertementeνalcalinoν[252,ν253].ν

Enνesteνcapítuloνseνpresentaν laνsíntesisνdeνconjugadosνdeνLPSν lisoνconνsondasν

conteniendoνgruposνhidracinaνoνaminoνprimario,νaνtravésνdeν laνactivaciónνconνBrCNνdeν

losνgruposνhidroxiloνpresentesνenνelνantígenoνO.νLaνmodificaciónνdeνLPSνconνBrCNνesνunν

procesoνqueνinvolucraνdosνpasosν(Figuraν6.1).νElνprimerνpasoνconsisteνenνlaνactivaciónν

deν losν gruposν hidroxiloν introduciendoν unν ésterν cianato;ν elν segundoν correspondeν aν laν

uniónνcovalenteνdeνlaνsondaνseleccionadaνaνlaνmoléculaνactivada.ν

Comoν sistemaν modelo,ν seν haν llevadoν aν caboν laν conjugaciónν deν LPSν lisoν deν

Salmonellaν Minnesotaν conν hidracinaν deν dansiloν yν peroxidasaν deν rábanoν picante.ν

Empleandoνestaνmetodologíaνseνhanνobtenidoνrelacionesνdeνconjugaciónνdeν330νnmolesν

deν dansiloν porν mgν deν LPS,ν preservandoν laν actividadν endotóxica.ν Enν elν casoν deν laν

peroxidasa,ν previaν modificaciónν conν unaν moléculaν espaciadora,ν pudoν obtenerseν unaν
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relaciónνdeνconjugaciónνdeν28νnmolesνdeνenzimaνporνmgνdeνLPS,νconservandoνunν65ν%ν

deνlaνactividadνendotóxicaνoriginal.ν

ν

6.2ν6.2ν6.2ν6.2ν––––νExperimentalνExperimentalνExperimentalνExperimentalνννν

νννν

6.6.6.6.2.1ν2.1ν2.1ν2.1ν----νReactivosνReactivosνReactivosνReactivosνννν

ν

Elν ácidoν sinapínicoν fueν ν provistoν porν Fluka;ν peroxidasaν deν rábanoν picanteν

isoenzimaν Cν (HRPν C)ν fueν provistaν porν Biozyme.ν Trietilaminaν (TEA)ν yν bromuroν deν

cianógenoν (BrCN)ν fueronν provistosν porν Sigmaν (Nota:ν Elν bromuroν deν cianógenoν puedeν(Nota:ν Elν bromuroν deν cianógenoν puedeν(Nota:ν Elν bromuroν deν cianógenoν puedeν(Nota:ν Elν bromuroν deν cianógenoν puedeν

resultresultresultresultarνfatalνsiνseνloνingiere,νinhalaνoνseνabsorbeνaνtravésνdeνlaνpiel.νSusνvaporesνpuedenνarνfatalνsiνseνloνingiere,νinhalaνoνseνabsorbeνaνtravésνdeνlaνpiel.νSusνvaporesνpuedenνarνfatalνsiνseνloνingiere,νinhalaνoνseνabsorbeνaνtravésνdeνlaνpiel.νSusνvaporesνpuedenνarνfatalνsiνseνloνingiere,νinhalaνoνseνabsorbeνaνtravésνdeνlaνpiel.νSusνvaporesνpuedenν

causarν irritaciónν severaν aν losν ojosν yν alν tractoν respiratorio.ν Causaν quemadurasν sobreνcausarν irritaciónν severaν aν losν ojosν yν alν tractoν respiratorio.ν Causaν quemadurasν sobreνcausarν irritaciónν severaν aν losν ojosν yν alν tractoν respiratorio.ν Causaν quemadurasν sobreνcausarν irritaciónν severaν aν losν ojosν yν alν tractoν respiratorio.ν Causaν quemadurasν sobreν

cualquierν zonaν deν contacto.νcualquierν zonaν deν contacto.νcualquierν zonaν deν contacto.νcualquierν zonaν deν contacto.ν EnEnEnEnν contactoν conν ácidosνν contactoν conν ácidosνν contactoν conν ácidosνν contactoν conν ácidosν liberaν gasesνliberaν gasesνliberaν gasesνliberaν gasesν tóxicos.ν Afectaν elνtóxicos.ν Afectaν elνtóxicos.ν Afectaν elνtóxicos.ν Afectaν elν

ssssistemaνcardiovascular,νelνsistemaνnerviosoνcentralνyν tiroides.νDebeνemplearseνparaνsuνistemaνcardiovascular,νelνsistemaνnerviosoνcentralν yν tiroides.νDebeνemplearseνparaνsuνistemaνcardiovascular,νelνsistemaνnerviosoνcentralν yν tiroides.νDebeνemplearseνparaνsuνistemaνcardiovascular,νelνsistemaνnerviosoνcentralν yν tiroides.νDebeνemplearseνparaνsuν

manipuleo,ν guardapolvo,ν guantesν yν anteojosν deν seguridad).manipuleo,ν guardapolvo,ν guantesν yν anteojosν deν seguridad).manipuleo,ν guardapolvo,ν guantesν yν anteojosν deν seguridad).manipuleo,ν guardapolvo,ν guantesν yν anteojosν deν seguridad).ν FMOC-PEG-COOHν (Figuraν

6.7νA)νfueνprovistoνporνNovabiochem.νLasνmembranasνdeνdiálisisνdeνcelulosaνregeneradaν

(RCνSpectra/Por)νdeνcorteνmolecularν12000νseνobtuvieronνdeνSpectrumνLaboratories.ν

Lasνmembranasνdeν filtraciónνØν25νmmνdeνcorteνmolecularν30000ν fueronνprovistasνporν

Millipore.ν

ν

6.2.2ν6.2.2ν6.2.2ν6.2.2ν----ννννSíntesisνdelνconjugadoνLPSSíntesisνdelνconjugadoνLPSSíntesisνdelνconjugadoνLPSSíntesisνdelνconjugadoνLPS----dansilodansilodansilodansiloνννν

ν

Laνfracciónν9-10νdelνLPSνpurificadoνfueνutilizadaνparaνrealizarνlaνconjugación.ν3ν

mgνdeνLPSνdeνS.νMinnesotaνfueronνdisueltosνenν4νmLνdeνacetonaνalν60ν%νv/vνenνagua;νlaν

soluciónν fueν refrigeradaν aν-15ν °Cνenνunaνbañoνdeνetanol-agua.νAν laν soluciónνdeνLPS,ν

bajoν agitaciónν constante,ν seν leν adicionaronν 50ν ɆLν deν BrCNν 1ν M.ν Inmediatamente,ν seν

agregóν gotaν aν gotaν duranteν elν períodoν deν 3ν minutosν 400ν ɆLν deν unaν soluciónν deν

trietilaminaν0,15νMν(Figuraν6.1).νTodasνlasνsolucionesνseνprepararonνenνacetona.νSeνdejóν

reaccionarνporνelνperíodoνdeν5νminutosνyνluego,νseνagregaronν200νɆLνdeνunaνsoluciónν4ν

mgνmL-1νdeνhidracinaνdeνdansiloνenνDMSO.νLaνmezclaνdeνreacciónνresultanteνseνmantuvoν

bajoνagitaciónνduranteν2νhorasνaν4ν°Cνenνoscuridad.νFinalmente,νseνdetuvoν laνreacciónν

medianteνlaνadiciónνdeν1νmLνdeνsoluciónνdeνetanolaminaν1νMνdejandoνreaccionarνporν30ν

minutos.νν

Elν dansiloν queν noν reaccionóν seν removióν haciendoν pasarν laν soluciónν porν dosν

columnasνdeνdesaladoνHiTrapνenνserieν(GEνHealthcareνdeν5νmLνdeνcapacidadνcadaνuna)ν
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empleandoνcomoνbufferνdeνeluciónνfosfatoν15νmMνpHν7,5νconteniendoνNaClν15νmMνaνunν

flujoνdeν2νmLνmin-1.νLuego,νelνconjugadoνseνdializóνcontraνaguaνMilliQνusandoνtubosνdeν

corteνmolecularν3500νaν4ν°Cνduranteν24νhorasνenνoscuridad.νElνproductoνresultanteνseν

liofilizóν yν caracterizóν porν espectroscopíaν deν fluorescenciaν (secciónν 3.5.1),ν

espectroscopíaν deν absorciónν molecular,ν suν contenidoν deν Kdoν (secciónν 3.2.2.2)ν yν suν

actividadνendotóxicaν(secciónν3.2.2.2).ν

ν

6.2.3ν6.2.3ν6.2.3ν6.2.3ν----ννννSíntesisνdelνconjugadoνLPSSíntesisνdelνconjugadoνLPSSíntesisνdelνconjugadoνLPSSíntesisνdelνconjugadoνLPS----HRPHRPHRPHRPνννν

ν

EnνformaνanálogaνaνloνdescriptoνenνlaνsíntesisνdelνconjugadoνdeνLPSνconνdansiloν

seνprocedióνaνlaνmodificaciónνdeνLPSνconνHRP.νLaνmismaνfracciónνdeνLPSνpurificadoνseν

utilizóνparaνrealizarνlaνconjugación.ν3νmgνdeνLPSνdeνS.νMinnesotaνseνdisolvieronνenν4νmLν

deνacetonaνalν60ν%νv/vνenνagua;ν laνsoluciónν fueν refrigeradaνaν-15ν°Cνenνunaνbañoνdeν

etanol-agua.νAνlaνsoluciónνdeνLPS,νbajoνagitaciónνconstante,νseνleνadicionaronν50νɆLνdeν

BrCNν1νM.νInmediatamente,νseνagregóνgotaνaνgotaνduranteνelνperíodoνdeν3νminutosν400ν

ɆLν deν unaν soluciónν deν trietilaminaν 0,15ν Mν (Figuraν 6.5).ν Todasν lasν solucionesν seν

prepararonν enν acetona.ν Seν dejóν reaccionarν porν elν períodoν deν 5ν minutosν yν luego,ν seν

agregaronν1,5νmLνdeνsoluciónνdeνHRPν10νmgνmL-1νenνaguaνMilliQ.νLaνmezclaνdeνreacciónν

resultanteνseνmantuvoνbajoνagitaciónνduranteν2νhorasνaν4ν°Cνenνoscuridad.νFinalmente,ν

seν detuvoν laν reacciónν medianteν laν adiciónν deν 1ν mLν deν soluciónν deν etanolaminaν 1ν Mν

dejandoνreaccionarνporν30νminutos.νν

Finalizadaνlaνreacción,νlaνsoluciónνseνconcentróνaν3νmLνempleandoνunaνceldaνdeν

ultrafiltraciónνAmiconνMilliporeνmodeloν8010ν(10νmLνdeνcapacidad)νconνfiltrosνdeνcorteν

molecularν30000.νElνconcentradoνseνpasóνaνtravésνdeνdosνcolumnasνdeνdesaladoνHiTrapν

enν serieν (GEνHealthcareν deν 5νmLν deν capacidadν cadaν una)ν empleandoν comoν bufferν deν

eluciónνTrisν50νmMνpHν6,5.νFinalmente,νlaνenzimaνqueνnoνreaccionóνseνseparóνmedianteν

laν purificaciónν cromatográficaν delν conjugadoν empleandoν unaν columnaν deν intercambioν

aniónico,νenνescalaνanalítica,νANXνFFν(highνsub)ν(GEνHealthcareνdeν1νmLνdeνcapacidad).ν

100ν ɆLν deν laν fracciónν deν conjugado,ν provenienteν delν desaladoν cromatográficoν

(aproximadamenteν300νɆg),νseνinyectaronνenνlaνcolumna.νLosνbuffersνdeνuniónνyνeluciónν

empleadosν fueron,ν Trisν 50νmMν pHν 6,5ν yνTrisν 50νmMν pHν 6,5ν conteniendoνNaClν 1νM,ν

respectivamente.νLaνseparaciónνcromatográficaνseνrealizóνaνunνflujoνdeν1,0νmLνmin-1.νElν

bufferν deν uniónν seν aplicóν duranteν 8ν volúmenesν deν columnaν (VC).ν Laν eluciónν delν

conjugadoν seν alcanzóν conν elν bufferν deν eluciónν empleandoν unν gradienteν deν 0ν aν 100ν%ν

duranteν3νVC,νmanteniendoνelν100ν%νduranteν8νVCνdeνformaνdeνasegurarseνlaνcompletaν
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eluciónνdelνanalito.νLaνcorridaνcromatográficaνseνmonitoreóνregistrandoνlaνabsorbanciaνaν

403νnm.νLaνfracciónνcorrespondienteνalνconjugadoνLPS-HRP,νqueνeluyeνluegoνdeνaplicarν

unν aumentoν deν laν fuerzaν iónica,ν seν dializóν posteriormenteν contraν aguaν MilliQν usandoν

tubosν deν corteν molecularν 12000ν aν 4ν °Cν duranteν 24ν horasν enν oscuridad.ν Elν productoν

resultanteν seν liofilizóν yν caracterizóν porν suν contenidoν deν HRPν (secciónν 3.5.4)ν yν Kdoν

(secciónν3.2.2.2).νν

ν

6.2.4ν6.2.4ν6.2.4ν6.2.4ν----ννννMMMModificaciónνdeνHRPνconνFMOCodificaciónνdeνHRPνconνFMOCodificaciónνdeνHRPνconνFMOCodificaciónνdeνHRPνconνFMOC----PEGPEGPEGPEG----COOHCOOHCOOHCOOHνννν

ν

Todosν losν reactivosν seν disolvieronν enν acetonitriloν anhidroν (destiladoν enν

presenciaν deν CaCl2ν bajoν atmósferaν deν argónν recogiendoν elν destiladoν enν tamicesν

molecularesν3A,νAldrich).νAν6νmgνdeνFMOC-PEG-COOHν(Figuraν6.7νA)νdisueltosνenν5ν

mL,νseνleνagregaronνbajoνatmósferaνdeνargón,ν1,2νmLνdeνNHSν2νmgνmL-1νyν2νmLνdeνEDCν

5νmgνmL-1.νSeνdejóνreaccionarνduranteν1νhoraνconνagitaciónνyνflujoνconstanteνdeνargón.ν

Luegoν seν agregaronν 5ν mLν deν HRPν 10ν mgν mL-1ν yν 0,25ν mLν deν trietilaminaν 0,3ν Mν

permitiendoνtranscurrirνlaνreacciónνporν90νminutosνconνagitaciónν(Figuraν6.7νA).νLuego,ν

elνacetonitriloνseνremovióνporνdestilaciónνalνvacíoνaν25ν°C.νElνproductoνsecoνseνdisolvióν

enν aguaν MilliQν yν purificóν empleandoν dosν columnasν deν desaladoν HiTrapν enν serieν (GEν

Healthcareνdeν5νmLνdeνcapacidadνcadaνuna)νempleandoνcomoνbufferνdeνeluciónνfosfatoν

15ν mMν pHν 7,5ν conteniendoν NaClν 15ν mMν aν unν flujoν deν 2ν mLν min-1.ν Laν fracciónν

correspondienteνaν laνenzimaνmodificadaνseνdializóνcontraνaguaνMilliQνempleandoν tubosν

deνcorteνmolecularν12000νaν4ν°Cνduranteν24νhorasνenνoscuridadνyνluegoνseνliofilizó.ν

Laνmodificaciónνdeνlaνenzimaνseνcomprobóνporνlaνapariciónνdeνunaνbandaνagudaνaν

aproximadamenteν300νnm,νcorrespondienteνalνgrupoνFMOC.νTambiénνpudoνcomprobarseν

laν incorporaciónνdelνpolietilenglicolνprotegidoνporνelν cambioνenν laνmasaνmolecularνporν

espectrometríaνMALDI-TOFνsegúnνloνdescriptoνenνlaνsecciónν3.5.2.ν

Paraν removerν elν grupoν protectorν FMOC,ν elν sólidoν disueltoν enν unaν soluciónν deν

piperidinaν alν 20%ν v/vν enν DMFν seν dejóν reaccionarν duranteν 20ν minutosν aν temperaturaν

ambiente.ν Laν remociónν delν FMOCν fueν seguidaν porν cromatografíaν enν placaν delgadaν

utilizandoν cromatofoliosν deν sílicaν gelν F254ν deν 0,20ν mmν deν espesor,ν sobreν soporteν deν

aluminioνyνporνespectrometríaνMALDI-TOF.ν

ν

ν

ν

ν
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6.2.5ν6.2.5ν6.2.5ν6.2.5ν----ννννConjugaciónConjugaciónConjugaciónConjugaciónνdeνLPSνconνPEGνdeνLPSνconνPEGνdeνLPSνconνPEGνdeνLPSνconνPEG----HRPHRPHRPHRPνννν

ν

3νmgν deν laν fracciónν 9-10ν deνLPSν deνS.νMinnesotaν seν disolvieronν enν 4νmLν deν

acetonaνalν60ν%νv/vνenνagua;νlaνsoluciónνseνrefrigeróνaν-15ν°Cνenνunaνbañoνdeνetanol-

agua.νAνlaνsoluciónνdeνLPS,νbajoνagitaciónνconstante,νseνleνadicionaronν50νɆLνdeνBrCNν1ν

M.ν Inmediatamente,νseνagregóνgotaνaνgotaνduranteνelνperíodoνdeν3νminutosν400νɆLνdeν

unaνsoluciónνdeνtrietilaminaν0,15νMν(Figuraν6.7νB).νTodasνlasνsolucionesνseνprepararonν

enνacetona.νSeνdejóνreaccionarνporνelνperíodoνdeν5νminutosνyν luego,νseνagregaronν1,5ν

mLν deν soluciónν deν PEG-HRPν 10νmgνmL-1ν provenienteν delν pasoν deν desprotección.ν Laν

soluciónνseνmantuvoνbajoνagitaciónνduranteν2νhorasνaν4ν°Cνenνoscuridad.νLaνreacciónνseν

detuvoνporνagregadoνdeν1νmLνdeνsoluciónνdeνetanolaminaν1νMνdejandoνreaccionarνporν30ν

minutos.νννν

Finalizadaνlaνreacción,νlaνsoluciónνseνconcentróνaν3νmLνempleandoνunaνceldaνdeν

ultrafiltraciónνAmiconνMilliporeνmodeloν8010ν(10νmLνdeνcapacidad)νconνfiltrosνdeνcorteν

molecularν30000.νElνconcentradoνseνpasóν luegoνaνtravésνdeνdosνcolumnasνdeνdesaladoν

HiTrapνenνserieν (GEνHealthcareνdeν5νmLνdeνcapacidadνcadaνuna)νaν25ν °C,νempleandoν

comoνbufferνdeνeluciónνTrisν50νmMνpHν6,5.νFinalmente,νlaνenzimaνqueνnoνreaccionóνseν

separóνmedianteν laν purificaciónν cromatográficaν delν conjugadoν empleandoν unaν columnaν

deνintercambioνaniónico.ν

ν

6.2.6.2.6.2.6.2.5.15.15.15.1νννν----ννννPurificaciónνcromatográficaνdelνconjugadoνLPSPurificaciónνcromatográficaνdelνconjugadoνLPSPurificaciónνcromatográficaνdelνconjugadoνLPSPurificaciónνcromatográficaνdelνconjugadoνLPS----PEGPEGPEGPEG----HRPHRPHRPHRPνννν

ν

Laνseparaciónνcromatográficaνdeν laνenzimaνqueνnoν reaccionóνseν realizóνenνunaν

columnaνdeνintercambioνaniónico,νenνescalaνanalítica,νANXνFFν(highνsub)ν(GEνHealthcareν

deν1νmLνdeνcapacidad).ν100νɆLνdeν laν fracciónνdeνconjugado,νprovenienteνdelνdesaladoν

cromatográficoν(aproximadamenteν300νɆg),νseνinyectaronνenνlaνcolumna.νLosνbuffersνdeν

uniónνyνeluciónνempleadosνfueron,νTrisν50νmMνpHν6,5νyνTrisν50νmMνpHν6,5νconteniendoν

NaClν1νM,ν respectivamente.νLaνseparaciónνcromatográficaν seν realizóνaνunν flujoνdeν1,0ν

mLνmin-1.νElνbufferνdeνuniónνseνaplicóνduranteν6νVC.νLaνeluciónνdelνconjugadoνseνalcanzóν

conν elν bufferν deν eluciónν empleandoν unν gradienteν deν 0ν aν 100ν %ν duranteν 6ν VC,ν

manteniendoν elν 100ν%ν duranteν 8νVCν deν formaν deν asegurarseν laν completaν eluciónν delν

analito.νLaνcorridaνcromatográficaνseνmonitoreóνregistrandoνlaνabsorbanciaνaν403νnm.ννν

UnaνpurificaciónνaνmayorνescalaνseνrealizóνenνunaνcolumnaνANXνFFν(highνsub)ν

(GEνHealthcareνdeν20νmLνdeνcapacidad).νElνvolumenνdeνinyecciónνseνescalóνaν3νmL.νElν

flujoνseνincrementóνaν4νmLνmin-1.νElνbufferνdeνuniónνseνaplicóνduranteν6νVCνyνelνbufferν
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deνeluciónνfueνdeν0νaν100ν%νenν3νVC.νTodosνlosνexperimentosνseνrealizaronνaν25ν°C.νLasν

fraccionesν correspondientesν alν conjugadoνpurificadosν seν juntaronνyν seν concentraronν aν

4mLνempleandoνunaνceldaνdeνultrafiltraciónνAmiconνMilliporeνmodeloν8010ν (10νmLνdeν

capacidad)νconνfiltrosνdeνcorteνmolecularν30000.νLuego,νelνconcentradoνseνdializóνcontraν

aguaν MilliQν empleandoν tubosν deν corteν molecularν 12000ν aν 4ν °Cν duranteν 24ν horasν enν

oscuridadνyνseνliofilizó.ν

Elν sólidoν resultanteν seν caracterizóν porν electroforesisν enν gelν deν poliacrilamidaν

conν SDSν (secciónν 3.2.2.3),ν porν suν contenidoν deν HRPν (secciónν 3.5.4),ν suν contenidoν deν

Kdoν (secciónν 3.2.2.2),ν actividadν enzimáticaν (secciónν 3.5.3)ν yν actividadν endotóxicaν

(secciónν3.2.2.2).ν

ν

6.3ν6.3ν6.3ν6.3ν----ννννResultadosResultadosResultadosResultadosνννννννν

ν

6.3.1ν6.3.1ν6.3.1ν6.3.1ν----ννννConjugadoνLPSConjugadoνLPSConjugadoνLPSConjugadoνLPS----dansilodansilodansilodansiloνννν

ν

UnaνfracciónνpurificadaνdeνLPSνseνempleóνparaνsuνconjugaciónνconνhidracinaνdeν

dansilo,νluegoνdeνsuνpreviaνactivaciónνconνbromuroνdeνcianógeno.νElνLPSνseνdisolvióνenν

soluciónν deν acetonaν acuosaν 60ν %ν v/vν yν refrigeróν aν -15ν °C,ν enν esasν condicionesν seν

activaronνlosνgruposνhidroxilosνdelνLPSνconνBrCN.νLuego,νlaνadiciónνdeνunaνsoluciónνdeν

hidracinaνdeνdansiloνenνDMSOνpermitióνcompletarνlaνconjugaciónν(Figuraν6.1).νν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν6.16.16.16.1::::νPasosνsintéticosνinvolucradosνenνlaνconjugaciónνdeνLPSνconνhidracinaνdeνdansilo.ν

ν

Finalizadaν laν reacción,ν laνmezclaνdeν reactivosνyνproductosνseνpasóνaν travésνdeν

unaν serieν deν columnasν deν desaladoν deν modoν deν separarν elν fluoróforoν queν noν habíaν
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reaccionadoν (segundoν pico)ν delν conjugadoν LPS-dansiloν (primerν pico)ν (Figuraν 6.2).ν

Finalmente,νelνconjugadoνfueνdializadoνyνliofilizado.νElνsólidoνresultanteνpresentabaνunaν

coloraciónνverdeνpálidoνdebidoνaνlaνpresenciaνdelνdansilo.ν

ν
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ν

Figuraν 6Figuraν 6Figuraν 6Figuraν 6.2.2.2.2::::ν Purificaciónν cromatográficaν delν conjugadoν LPS-dansilo.ν Seν

inyectaronν3νmLνdeνlaνsoluciónνdeνreacción.νElνseguimientoνseνrealizóνaνtravésνdeν

laνbandaνdeνabsorciónνdeνdansiloνaν325νnm.ν

ν

ElνconjugadoνLPS-dansiloνseνcaracterizóνporνespectroscopíaνdeνfluorescenciaνyν

espectroscopíaν deν absorciónν molecular.ν Losν espectrosν deν absorciónν de,ν ambos,ν elν

conjugadoνyνelνdansiloνlibreνsonνsimilaresν(Figuraν6.3);νsinνembargo,νenνelνespectroνdeν

fluorescencia,ν laν longitudνdeνondaνdelνmáximoνdeνemisiónνdelνdansiloν libreνpermaneceν

constanteνconνelνaumentoνdeνlaνconcentraciónν(Figuraν6.4),νmientrasνqueνenνelνcasoνdelν

conjugado,νlaνlongitudνdeνondaνdelνmáximoνdeνemisiónνseνdesplazaνdeν495νnmνaν502νnm.ν

También,ν enν esteν últimoν caso,ν laν intensidadν deν fluorescenciaν noν aumentaν

proporcionalmenteν conνelν aumentoνdeν laν concentraciónν (Figuraν insertada),ν debidoν aν laν

agregaciónνdelνLPSν[21,ν33].ν

Aνconcentracionesνporνdebajoνdeν10νɆgνmL-1,νambos,νelνconjugadoνdeνdansiloνyν

elν dansiloν libreν tienenν unν comportamientoν similar,ν presentandoν unaν intensidadν deν

emisiónνqueνescalaνlinealmenteνconνelνincrementoνdeνlaνconcentración.νEnνesteνintervaloν

deνconcentracionesνnoνseνobservaνningúnνcambioνenνlaνlongitudνdeνondaνdelνmáximoνdeν

emisión.νEstasνobservacionesνsonνconsistentesνconνelνvalorνdeνlaνconcentraciónνmicelarν
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críticaν(CMC)νparaνLPSνdeνSalmonellaνMinnesota,νcuyoνvalorνhaνsidoνreportadoνcomoν11ν

ɆgνmL-1ν[31].νν

ν

ν
ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν6.36.36.36.3::::νEspectrosνdeνabsorciónνenνaguaνMilliQνdeνA)νhidracinaν

deνdansiloν45νɆMνyνB)νLPS-dansiloν200νɆgνmL-1.ν

ν

Empleandoνlaνinformaciónνqueνseνobtieneνdelνespectroνdeνemisiónνdelνconjugadoν

aνunaνconcentraciónνdeν5νɆgνmL-1,νpudoνcalcularseνlaνrelaciónνdeνconcentraciónνentreνelν

dansiloνyνelνLPS,νresultandoνenνlaνincorporaciónνdeν330νnmolesνdeνfluoróforoνporνmgνdeν

LPS.νLaνactividadνendotóxicaνdeνesteνnuevoνconjugadoνdeνdansiloνesνdeν1,5νUEνng-1,νqueν

representaνlaνconservaciónνdelν90ν%νdeνlaνactividadνpirógenaνoriginalνdeνlaνfracciónνdeν

LPSνutilizadaνenνestaνsíntesisν(1,7νUEνng-1).νEsteνresultadoνesνmarcadamenteνsuperiorνalν

obtenidoνenνlaνsíntesisνdeνLPSνconνbiotinaνreportadoνenνelνcapítuloν5,νdondeνlaνactividadν

pirógenaν delν conjugadoν disminuyeν aν unν 10ν %ν deν laν actividadν endotóxicaν delν LPSν deν

partida,νpresentandoνademásνunaνrelaciónνdeνconjugaciónν6νvecesνinferior.νν

Enνcomparaciónνconνunν conjugadoνcomercialνLPS-HRPνadquiridoνdeνAlerCHEKν

Inc.νlaνdiferenciaνesνnotable.νEsteνderivadoνdeνLPSνpresentabaνunaνactividadνendotóxicaν

deν apenasν 0,012ν UEν ng-1,ν loν cualν afectabaν laν sensibilidadν deν unν ensayoν competitivoν

desarrolladoνenνnuestroνgrupoν[148].νEstaνestrategiaνrepresentaνunνavanceνimportanteν

enνlaνquímicaνdeνconjugaciónνdeνlipopolisacáridos.νν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 6.46.46.46.4::::ν Espectrosν deν fluorescenciaν enν aguaν MilliQν deν A)ν hidracinaν deν

dansilo.νDeνIνaνVII:ν0,6;ν1,0;ν1,3;ν2,2;ν4,5;ν9,0;ν12,0νɆM.νB)νLPS-dansilo.νDeνIνaν

V:ν5;ν10;ν20;ν50;ν100νɆgνmL-1.νLaνlíneaνperpendicularνcorrespondeνaν495νnm.ν

Figuraνinsertada:νÁreaνdeνemisiónνvs.ν[LPS-dansilo]νenνaguaνMilliQ.ννν

ν

6.3.2ν6.3.2ν6.3.2ν6.3.2ν----ννννConjugadoνLPSConjugadoνLPSConjugadoνLPSConjugadoνLPS----PEGPEGPEGPEG----HRPHRPHRPHRPνννν

ν

Laν peroxidasaν deν rábanoν picanteν (HRP)ν empleadaν enν laν síntesisν delν conjugadoν

conνLPSνcorrespondeνaνlaνisoenzimaνC.νEstaνisoenzimaνcontieneνseisνresiduosνdeνlisinaν

enν suν estructuraν [254],ν permitiendoν suν reacción,ν aν travésν deν losν gruposν aminosν

primariosν deν estosν aminoácidos,ν conν elν LPSν previamenteν activadoν conν BrCNν (Figuraν

6.5).νSinνembargo,νnuestrosνintentosνdeνmodificarνdirectamenteνelνLPSνconνlaνenzimaνnoν

produjeronν derivadosν conν buenaν relaciónν deν conjugación.ν Estoν puedeν entenderseν

considerandoνque,νambos,νelνLPSνyνlaνenzimaνsonνmoléculasνvoluminosas,νintroduciendoν

porνconsiguiente,νunνaltoνgradoνdeνimpedimentoνestérico.νν

ν
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ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

νννν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν6.56.56.56.5::::νPasosνsintéticosνinvolucradosνenνlaνconjugaciónνdirectaνdeνLPSνconνHRP.ν

ν

Laν Figuraν 6.6ν correspondeν aν laν purificaciónν cromatográficaν deν intercambioν

aniónicoν delν conjugadoν deν LPSν conνHRPν obtenidoν enν estasν condiciones.ν Enν elν primerν

picoν eluyeν laν enzimaν queν noν reaccionóν conν elν LPS,ν mientrasν queν elν segundo,ν

correspondienteνaνlaνeluciónνenνcondicionesνdeνaltaνfuerzaνiónica,νseνasignaνalνconjugadoν

LPS-HRP.ν Puedeν notarseν laν bajaν intensidadν deν señalν queν presentaν elν segundoν pico,ν

indicandoνunνbajoνnivelνdeνderivatizaciónνdelν lipopolisacárido.νEstaνfracciónνseνcolectó,ν

dializóν yν caracterizóν porν suν contenidoν deν Kdoν yν HRPν arrojandoν unaν relaciónν deν

conjugaciónνdeν4νnmolesνdeνHRPνporνmgνdeνLPS.ν

ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν6.66.66.66.6::::νCromatografíaνdeνintercambioνaniónicoνparaνlaνseparaciónνdeνLPS-HRPνdeν

HRPνsinνreaccionarν(líneaνazul).νElνcambioνenνlaνconcentraciónνdeνNaClνestáνdadoνporν

laνlíneaνnegra.ν100νɆLνdeνvolumenνdeνinyecciónν(aprox.ν300νɆgνdeνLPS-HRPνimpuro).νν
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Considerandoν elν bajoν rendimientoν deν reacciónν queν seν obtieneν cuandoν seν haceν

reaccionarν directamenteν laν enzimaν conν elν lipopolisacárido,ν seν modificóν laν estrategiaν

sintéticaνintroduciendoνunνnuevoνpaso.νPrevioνaνsuνreacciónνconνelνLPS,νaνlaνperoxidasaν

seνleνintrodujoνunaνmoléculaνespaciadora,νFMOC-PEG-COOHν(Figuraν6.7),νdeνmodoνdeν

facilitarν laν reacciónν deν modificaciónν delν LPS.ν Laν moléculaν espaciadoraν esν unν

polietilenglicolνbifuncional,νelνcualνpuedeνunirseν aν laνenzimaνconνbuenνrendimiento.νEnν

unoνdeνsusνextremosνposeeνunνgrupoνaminoνprimarioνprotegidoνporνFMOC,νmientrasνqueν

enνelνotroνposeeνunνgrupoνcarboxílico,νporνdondeνseνuneνaνlaνenzima.νν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

νννν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν6.76.76.76.7::::νPasosνsintéticosνinvolucradosνenνlaνsíntesisνdeνLPS-PEG-HRP.νA)νModificaciónν

deνHRPνconνFMOC-PEG-COOH.νB)νConjugaciónνdeνLPSνconνH2N-PEG-HRP.ν

ν

Laνincorporaciónνdeνlaνmoléculaνespaciadoraνaνlaνenzimaνpuedeνcomprobarseνporν

laνapariciónνdeνunaνbandaνagudaνaν300νnm,νenνelνespectroνdeνabsorciónννdeνν ν laν νHRPνν

modificadaνν(Figuraν6.8νB),ννcorrespondienteννalννgrupoνprotectorνFMOC.νEstaνseñalνnoν

apareceνenνelνespectroνdeνlaνenzimaνnativaν(Figuraν6.8νA).ν

Losν espectrosν deν MALDIν paraν laν HRPν yν paraν suν derivado,ν FMOC-PEG-HRPν

(Figuraν 6.9)ν muestranν unν corrimientoν deν masaν molecularν correspondienteν aν 2560ν

unidadesν(Figuraνinsertada).νEsteνcambioνenνlaνmasaνdeνlaνHRPνrespectoνaνsuνderivadoν
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conν polietilenglicolν correspondeν aν laν incorporaciónν deν aproximadamenteν 4ν moléculasν

espaciadoras.νTambién,νpuedeνnotarseνparaνlaνenzimaνmodificada,νpicosνmásνanchosνenν

relaciónν aν loν queν seν observaν conν laν enzimaν nativa.ν Estaν observaciónν deν debeν aν lasνν

diferentesν relacionesν deν modificaciónν queν seν obtienenν paraν FMOC-PEG-HRP,ν

generandoνporνconsiguienteνunaνmayorνdispersiónνenνlosνvaloresνdeνm/zνparaνlosνionesν

[Mν+ν2H]2+,ν[Mν+νH]+,ν[2Mν+νH]+,νetc.νEntreνotrasνcosas,νlaνespectrometríaνdeνmasaν

MALDIνpermitióνmonitorearνlaνdesprotecciónνdelνFMOCν(Figuraν6.9νC),νobservándoseνunν

corrimientoν aν menoresν valoresν deν m/zν debidoν aν laν pérdidaν deν estaν porciónν deν laν

moléculaνespaciadora.ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν6.86.86.86.8::::νEspectrosνdeνabsorciónνenνDMFνdeνA)νHRPνnativaνyνB)ν

HRPνmodificadaνconνelνpolietilenglicol.ν

ν

Porνotroνlado,νtambiénνseνhaνobtenidoνlaνevidenciaνdeνlaνremociónνdelνFMOCνenν

piperidinaν20ν%νv/vνenνDMFνporνcromatografíaν enνplacaνdelgada.νParaνelloνseνempleóν

unaν mezclaν deν acetatoν deν etilo:dicloroν metanoν 2:1ν comoν faseν móvil,ν sembrandoν elν

FMOC-PEG-COOHνantesνyνdespuésνdelν tratamientoν conνelν agenteνdesprotector.νPudoν

observarseνparaνelνcasoνdelνFMOC-PEG-COOHνunνRfνdeν0,2ν(reveladoνconνlámparaνUVν

aν254νnm),νmientrasνqueνelνpolietilenglicolνtratadoνconνpiperidinaνpresentóνdosνmanchas,ν

unaν conν Rfν 0,2ν (reveladoν conν H2SO4ν 10ν %ν v/vν yν posteriorν calentamiento)ν
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correspondienteν alν NH2-PEG-COOHν yν otraν conν Rfν 0,6ν correspondienteν alν FMOCν

(reveladoνconνlámparaνUVνaν254νnm).νUnνblancoνdeνpiperidinaν20ν%νv/vνenνDMFνpermitióν

distinguirνlaνseñalνprovenienteνdelνagenteνdesprotector.ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν6.96.96.96.9::::νEspectrometríaνdeνmasaνMALDIνenνmodoνpositivoνdeνA)νHRP,νB)ν

FMOC-PEG-HRP,ν C)ν H2N-PEG-HRP.ν Figuraν insertada:ν Diferenciaν deν m/zν

entreνlosνionesν[Mν+νH]+νdeνHRPν(azul)νyνFMOC-PEG-HRPν(bordó).νν

ν

Comoν haν sidoν descriptoν anteriormente,ν unaν fracciónν purificadaν deν LPSν deν

Salmonellaν Minnesotaν fueν activadaν conν BrCNν paraν suν posteriorν modificaciónν conν unν

derivadoνdeνpolietilenglicolν deν laνHRP.νLaν reacciónνprocedeν aν travésνdelν grupoν aminoν

primarioν enν elν extremoν deν laν moléculaν espaciadora.ν Elν productoν deν laν reacción,ν

previamenteν desaladoν yν dializado,ν fueν purificadoν porν cromatografíaν deν intercambioν

aniónico.νLaνFiguraν6.10νmuestraνelνperfilνdeνelución,νdondeνelνprimerνpicoνcorrespondeν
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aν PEG-HRPν queν noν haν reaccionado.ν Dadoν elν pHν alν cualν seν realizaν laν purificaciónν

cromatográfica,νPEG-HRPνposeeνcargaνpositiva,νdeνacuerdoνconνelνpuntoνisoeléctricoνdeν

laν isoenzimaνC,ν cuyoν valorν esν 9ν [255].ν Porν elν otroν lado,ν LPS-PEG-HRPν poseeν cargaν

negativaνdebidaν aν laν presenciaν deνgruposν fosfatoν enν laν regiónνdelν lípidoνAνenνelνLPS.ν

Consecuentemente,νalνaumentarνlaνfuerzaνiónicaνdeνlaνfaseνmóvil,νelνLPSνesνremovidoνdeν

laνcolumna,νvisualizándoseνunνsegundoνpicoνdeνelución.νLasνáreasνdeνcadaνpicoνpermitenν

estimarνqueνaproximadamenteνlaνmitadνdeνlaνperoxidasaνhaνreaccionadoνconνelνLPS.ν
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ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν6.106.106.106.10::::νCromatografíaνdeνintercambioνaniónicoνparaνlaνseparaciónνdeνLPS-PEG-HRPν

deνHRPνsinνreaccionarν(líneaνazul).νElνcambioνenνlaνconcentraciónνdeνNaClνestáνdadoνporνlaν

líneaνnegra.ν100νɆLνdeνvolumenνdeνinyecciónν(aprox.ν300νɆgνdeνLPS-PEG-HRPνimpuro).νν

ν

Elνproductoνcorrespondienteνalνsegundoνpicoνseνcolectó,νdializóνyνcaracterizóνporν

electroforesisν enνgelν deνpoliacrilamidaνmostrandoν clarasνdiferenciasν entreνelν perfilν deν

migraciónνdeνlaνenzimaνyνelνLPSν(Figuraν6.11).νElνconjugadoνmuestraνunνtípicoνpatrónνdeν

escaleraνcomoνlosνqueνseνobservanνenνlasνmuestrasνdeνLPSν(Figuraν3.4).νEsνimportanteν

resaltarν queν elν conjugadoν presentaν unaν movilidadν superiorν alν LPS,ν aunqueν suν masaν

molarν esν mayor.ν Estoν seν debe,ν probablemente,ν alν hechoν deν queν elν tratamientoν

desnaturalizanteνexponeν losν sitiosν hidrofóbicosνdeν laν enzima,ν losν cualesν seν rodeanνdeν

SDS,νresultandoνenνunaνmayorνmigraciónνdelνconjugado,νmientrasνqueνparaνelνLPSνesteν

tratamientoνesνsoloνefectivoνenν laνregiónνdelν lípidoνA.νTambién,νpuedeνobservarseνqueν
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enνelνperfilνdeνmigraciónνdelνconjugadoνnoνhayνbandasνenνlaνposiciónνcorrespondienteνalν

LPSνsinνmodificar,νindicandoνqueνelνconjugadoνnoνestáνimpurificadoνconνLPSνlibre.νν

ν

ν

νννννννννννννννννννννννννννννννννννννννAννννννννννννννννννννννBν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 6.116.116.116.11::::ν Electroforesisν enν gelν deν poliacrilamidaν 12,5ν %ν conν SDS.ν A)ν

Condicionesνdesnaturalizantes,ν reveladoνporν tinciónν conνplata.νB)νCondicionesν

noν desnaturalizantes,ν reveladoν porν actividadν deν peroxidasa.ν 1)ν HRPν 4ν Ɇg;ν 2)ν

LPS-PEG-HRPν12νɆg;ν3)νLPSν6νɆg;ν4)νLPS-PEG-HRPν6νɆg;ν5)νHRPν2νɆg.νν

ν

Laν electroforesisν enν condicionesν noν desnaturalizantesν proporcionaν informaciónν

valiosaν respectoν deν lasν característicasν delν conjugado.ν Enν esteν caso,ν seν empleóν unaν

técnicaν deν reveladoν específicaν paraν peroxidasa,ν laν cualν noν soloν permiteν visualizarν laν

migraciónν deν laν enzimaν sinoν queν ademásν confirmaν suν actividadν enzimática.ν Puedeν

observarseνenνelνgelνreveladoνporνactividadνqueν laνperoxidasaνsinνmodificarνapenasνseν

mueveν delν lugarν deν siembra,ν mientrasν queν elν conjugado,ν deν mayorν masaν molarν peroν

tambiénν mayorν carga,ν recorreν unaν mayorν distanciaν (Figuraν 6.11ν B).ν Esteν

comportamientoνsugiereνqueνlasνregionesνhidrofóbicasνdeνlaνproteínaνnoνsonνexpuestasν

duranteνelνtratamientoνenνcondicionesνnoνdesnaturalizantes;νenνconsecuenciaνlaνproteínaν

noνpuedeνserνrodeadaνyνcargadaνefectivamenteνporνelνSDS.νEnνelνcasoνdelνconjugado,νlaν

presenciaν delν lípidoν Aν deν porν síν yaν proporcionaν cargaν yν ademásν permiteν unaν mayorν

interacciónνconνelν tensioactivo.νLosνresultadosνenνesteνgelνconfirmanνqueνnoνhayνHRPν

libreν enν laν muestraν deν conjugado.ν Todosν estosν resultadosν sonν consistentesν conν laν

conclusiónνdeνqueνesteνmétodoνpermiteνlaνsíntesisνdeνunνconjugadoνdeνLPSνconνHRP.νν
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AνpartirνdelνcontenidoνdeνHRPνyνKdoνdelνconjugadoνpuedeνcalcularseνlaνrelaciónν

deν conjugación.ν Conν esteν propósitoν seν evaluóν elν contenidoν deν enzimaν aν partirν deν suν

absorciónνaν403νnmν(Figuraν6.12),νcorrespondienteνaνlaνbandaνSoretνdelνgrupoνhemo,νyν

medianteνelνmétodoνBradfordν[203]νempleandoνHRPνcomoνestándarνdeν calibración.νLaν

concentraciónν deν peroxidasaν seν determinó,ν aν partirν deν suν absorbanciaν aν 403ν nm,ν

asumiendoν102000νM-1νcm-1νcomoνsuνcoeficienteνdeνabsorciónνmolarν[127].ν

ν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν6.126.126.126.12::::νEspectroνdeνabsorciónνenνaguaνMilliQνdeνLPS-PEG-HRPν200νɆgνmL
-1.ν

ν

Losν resultadosν expuestosν enν laν Tablaν 6.1ν ponenν enν evidenciaν unν hechoν

fundamental;νnoν todaν laνenzimaνunidaνalνLPSνconservaνelνgrupoνhemoν intacto.νEstoνesν

claroν observandoν queν laν concentraciónν deν HRPν obtenidaν porν absorciónν aν 403ν nmν esν

inferiorνaνlaνqueνseνobtieneνporνelνensayoνcolorimétricoν(secciónν3.5.4.2).νLaνconjugaciónν

realνqueνseνobtieneνcorrespondeνaν28νnmolesνdeνproteínaνporνmgνdeνLPS,νsinνembargo,ν

alrededorνdelν55ν%νdeνesaνproteínaνnoνconservaν intactoνelνcentroνcatalítico,νafectandoν

enν consecuenciaν suν actividadνenzimática.ν Siν bien,ν suν actividadν catalítica,ν esν suficienteν

paraνdesarrollarνcoloración,νcomoνpuedeνvisualizarseνenν laνFiguraν6.11νB,νsuνvalorνcaeν

drásticamenteνrespectoνdeνsuνvalorνinicial.νConsiderandoνunaνconjugaciónνdeν28νnmolesν

deνenzimaνporνmgνdeνLPS,νlaνactividadνseνredujoνdeν280νaν6νUνmg-1,νcifraνqueνaumentaνaν

14ν Uν mg-1ν considerandoν laν relaciónν deν conjugaciónν correspondienteν aν laν medidaν deν

absorbanciaνaν403νnm.νν

Respectoν aν laν pirogenisidadν delν lipopolisacárido,ν elν conjugadoν poseeν unaν

actividadνendotóxicaνdeν1,1νUEνng-1,νcorrespondienteνaνlaνconservaciónνdelν65ν%νdeνlaν

actividadν originalν deν laν fracciónν deν LPSν empleadaν (1,7ν UEν ng-1),ν loν queν significaν unν

progresoνsignificativoνrespectoνdeνlosνconjugadosνsintetizadosνmedianteνtratamientoνconν

periodatoνdeνsodioν(capítuloν5).ν
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MétodoνdeνanálisisMétodoνdeνanálisisMétodoνdeνanálisisMétodoνdeνanálisis ConcentraciónνdeνproteínaConcentraciónνdeνproteínaConcentraciónνdeνproteínaConcentraciónνdeνproteína RelaciónνdeνconjugaciónRelaciónνdeνconjugaciónRelaciónνdeνconjugaciónRelaciónνdeνconjugación

(ɆgνmL(ɆgνmL(ɆgνmL(ɆgνmL-1-1-1-1)ν)ν)ν)ν
1111 (nmolesνporνmgνdeνLPS)(nmolesνporνmgνdeνLPS)(nmolesνporνmgνdeνLPS)(nmolesνporνmgνdeνLPS)

Absorbanciaνaν403νnm 48,4 7

Bradford 110 28

ν
1
νCorrespondienteνalνanálisisνdeνunaνsoluciónνdeνLPS-PEG-HRPν200νɆgνmL-1.ν

ν
TablaνTablaνTablaνTablaν6.16.16.16.1::::νResultadosνdeνlaνcaracterizaciónνproteicaνdelνconjugadoνLPS-PEG-HRP.ν

νννν

6.6.6.6.4444νννν----ννννActividadνenzimáticaνdeνHRPActividadνenzimáticaνdeνHRPActividadνenzimáticaνdeνHRPActividadνenzimáticaνdeνHRP.νMediosνparaνsuνconservaciónνyνalmacenamiento.νMediosνparaνsuνconservaciónνyνalmacenamiento.νMediosνparaνsuνconservaciónνyνalmacenamiento.νMediosνparaνsuνconservaciónνyνalmacenamientoνννν

ν

Laνperoxidasaνdeνrábanoνpicanteν(HRP)νesνampliamenteνutilizadaνenνnumerososν

ensayos:νinmunoquímica,νsíntesisνorgánicaνyνbiosensoresν[148].νLaνHRPνperteneceνaνlasν

enzimasν deν moderadaν estabilidadν [256,ν 257],ν particularmenteν suν estabilidadν decreceν

significativamenteνenνsolucionesνdiluidasν(menoresνdeν1νnM)νyνenνpresenciaνdeνciertasν

sustancias,ν porν ejemplo,ν surfactantesν [256].ν Porν consiguiente,ν esν deνvitalν importanciaν

determinarνlasνcondicionesνóptimasνparaνsuνalmacenamientoνyνelνdeνsusνconjugados.νEnν

presenciaν deν aditivosν solublesν (sales,ν polialcoholes,ν surfactantes,ν etc.),ν seν afectaν laν

hidrataciónν proteica,ν resultandoν enν laν alteraciónν deν laν estabilidadν yν actividadν deν laν

enzima.ν Porν consiguiente,ν variandoν elν ambiente,ν esν posibleν afectarν laν constanteν deν

velocidadν deν inactivaciónν proteicaν [258].ν Seν hanν desarrolladoν unν granν númeroν deν

mediosν deν estabilizaciónν paraν solucionesν concentradasν deν HRPν oν susν conjugados.ν Laν

listaνincluyeνsalesνdeνcalcio,νfosfatosνyνcitratosνdeνsodio,νpolialcoholes,νpolietilenglicolesν

yνproteínasν[259-262].ν

ν

ActividadνenzimáticaActividadνenzimáticaActividadνenzimáticaActividadνenzimática

(Uνmg(Uνmg(Uνmg(Uνmg-1-1-1-1))))

HRP Sinνtratar 280

FMOC-PEG-HRP Purificadoνyνliofilizado 130

desprotección
75NH2-PEG-HRP

Despuésνdelνpasoνde

Purificadoνyνliofilizado 14LPS-PEG-HRP

CondiciónCondiciónCondiciónCondiciónMuestraMuestraMuestraMuestra

ν

νννν

TablaνTablaνTablaνTablaν6.26.26.26.2::::νActividadνenzimáticaνdeνHRPνaνloνlargoνdeνlaνsíntesisνdeνLPS-PEG-HRP.ν
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SeνhaνobservadoνqueνduranteνelνprocesoνdeνsíntesisνdeνconjugadosνdeνLPSνconν

HRP,ν laνpérdidaνdeνactividadνenzimáticaνdeν laνperoxidasaνesνmuyνseveraν ν (Tablaν6.2).ννν

Enν consideración,ν nosν propusimosν estudiarν elν efectoν deν distintosν aditivosν sobreν laν

actividadν catalíticaν deν laν enzima.ν Enν particular,ν hemosν usadoν solucionesν acuosasν deν

cloruroνdeνcalcio,νalcoholνetílico,νglicerolνyνheminν (grupoνhemoνprovenienteνdeνsangreν

bovina,νSigma,νN°νdeνcatálogo:νH9039)νdeνmodoνdeνevaluarνlaνposibilidadνdeνreconstituirν

laνactividadνcatalíticaνdeνlaνenzima.νLaνTablaν6.3νresumeνlosνresultadosνobtenidos.νν

ν

MuestraMuestraMuestraMuestra CondiciónCondiciónCondiciónCondición ActividadνenzimáticaActividadνenzimáticaActividadνenzimáticaActividadνenzimática ActividadνenzimáticaActividadνenzimáticaActividadνenzimáticaActividadνenzimática

LPS-PEG-HRP 12νhorasνenνheminν50ν%νp/pν1 Precipitación

CaCl2ν30νmMνaν4°Cν Noνpudoνmedirse

FMOC-PEG-HRP 12νhorasνenνheminν50ν%νp/pν1

CaCl2ν30νmMνaν4°Cν

HRP

30νdíasνenνglicerolν20ν%νv/v,

etanolν10ν%νv/v,νCaCl2
30νmMνaν4ν°C

240νdíasνenνglicerolν20ν%νv/v,

etanolν10ν%νv/v,νCaCl2
30νmMνaν4ν°C

12νhorasνenνheminν50ν%νp/pν1ννν

aν4ν°Cν

14

14 12,8ν2

7νdíasνenνglicerolν20%νv/v,ν
etanolν10ν%νv/vνaν4ν°C

280 276

12νhorasνenνheminν50ν%νp/pν1ννν

aν4ν°Cν
130 122,2ν2

inicialν(Uνmginicialν(Uνmginicialν(Uνmginicialν(Uνmg-1-1-1-1)))) finalν(Uνmgfinalν(Uνmgfinalν(Uνmgfinalν(Uνmg-1-1-1-1))))

280 224

280 262

130 172,2ν2

ν
1ν50ν%νp/pνrespectoνdeνlaνmasaνdeνHRP.ν

2νMedidoνdespuésνdeνpurificadoνusandoνdosνcolumnasνdeνdesaladoνHiTrapνenνserieνempleandoνbufferνfosfatoν15νmMνpHν7,5ν

conνNaClν15νmMνcomoνfaseνmóvil.ν

ν
TablaνTablaνTablaνTablaν6.36.36.36.3::::νEfectoνdeνdistintosνaditivosνsobreνlaνactividadνenzimáticaνdeνHRP.νEnνtodosνlosνcasosν

lasνsolucionesνseνprepararonνenνbufferνfosfatoν15νmMνpHν7,5νconνNaClν15νmM.ν

ν

Lasνsalesνdeνcalcioνestabilizanνnotablementeνlaνenzima,νdadaνqueνlaνintegridadνdeν

suνsitioνactivoνdependeνdeνlaνpresenciaνdeνCa2+ν[125].νLasνsalesνdeνcalcioνseνhidratanν

débilmenteνyνenνconsecuenciaνlosνionesνCa2+νinteraccionanνfácilmenteνconνlasνproteínasν

afectandoν significativamenteν suν conformación.ν Seν haν sugeridoν queν estasν salesν actúanν

comoν agentesν estabilizantesν deν conjugadosν deν HRPν [259].ν Losν polialcoholes,ν enν

particularν elν glicerol,ν seν hanν implementadoν ampliamenteν enν laν estabilizaciónν deν
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proteínas.ν Suν efectoν protectorν aumentaν conν laν concentraciónν yν conν laν longitudν deν laν

cadenaν carbonadaν [263].ν Respectoν alν etanol,ν aν diferenciaν deν otrosν alcoholes,ν actúaν

comoνunνagenteνestabilizanteνdeνlaνestructuraνacuosaνdelνentornoνproteicoν[264].ν

Laν adiciónν deν grupoν hemoν aν lasν solucionesν deν FMOC-PEG-HRPν yν LPS-PEG-

HRPν noν tuvoν unaν influenciaν positivaν sobreν laν actividadν deν laν enzima,ν sinν embargo,ν

cuandoνseνloνempleóνenνconjuntoνconνCaCl2,νlaνactividadνcatalíticaνseνincrementóνenνunν

30ν%νdenotandoνreconstituciónνdelνsitioνactivoνdeνlaνperoxidasa.νElνtratamientoνconνCa2+ν

sobreν elν conjugadoνLPS-PEG-HRPν resultóν enν suν precipitaciónν debidoν aν laν agregaciónν

delνlipopolisacárido,νloνcualνhaceνqueνseaνincompatibleνelνusoνdeνesteνaditivo.ν

Combinacionesνdeνglicerolν20ν%νv/v,νetanolν10ν%νv/vνyνCaCl2ν30νmM,νsiempreνenν

bufferν fosfatoν 15ν mMν pHν 7,5ν conν NaClν 15ν mM,ν seν hanν probadoν comoν mezclasν

estabilizantesνdeνperoxidasa.νInclusoνenνausenciaνdeνCa2+,νelνcomportamientoνdeνestasν

preparacionesν esν satisfactorio,ν conservandoν elν 100ν %ν deν laν actividadν deν laν enzimaν

duranteνelνperíodoνdeν7νdíasνaν4ν°C.νEstaνfórmulaνpermiteνconservarνconjugadosνdeνLPSν

conν HRPν dadoν queν noν generaν laν precipitaciónν deν laν endotoxina.ν Estaν capacidadν

estabilizanteν mejoraν conν laν adiciónν deν CaCl2ν permitiendoν conservarν elν 90ν %ν deν laν

actividadνdeνlaνenzimaνduranteνelνperíodoνdeν30νdíasνyνelν80ν%νduranteν240νdías.ν

Laνimplementaciónνdeνesteνtipoνdeνformulacionesνesνdeνvitalνimportanciaνparaνlaν

conservaciónνdeνlasνpropiedadesνdeνlosνconjugadosνdeνLPSνconνHRPνsintetizados.νEstoν

haceν posibleν queν losν derivadosν deν LPSν puedanν serν utilizadosν enν distintasν etapasν delν

desarrolloν deν unν ensayoν sinν afectarseν susν característicasν yν conν estoν losν resultadosν

consiguientes.νννν

ν

6.5ν6.5ν6.5ν6.5ν----νSumarioνSumarioνSumarioνSumarioνννν

ν

SeνhaνmostradoνqueνlaνactivaciónνdeνLPSνconνbromuroνdeνcianógenoνenνacetonaν

acuosaν esν unν métodoν deν activaciónν convenienteν paraν suν posteriorν modificaciónν conν

moléculasνconteniendoνunνgrupoνhidracinaνoνaminoνprimario.νElνmismoνconceptoνpuedeν

extenderseνaνhidracidas.ν

Esteνmétodoνpermiteνlaνpreparaciónνdeνconjugadosνdeνdansiloνconνunaνexcelenteν

relaciónν deν conjugaciónν (330ν nmolesν deν dansiloν porν mgν deν LPS),ν conservandoν

prácticamenteνlaνactividadνendotóxicaνoriginalνdelνLPS,νindicandoνqueνprobablemente,νlaν

modificaciónνseνllevaνaνcaboνenνlaνregiónνdelνantígenoνOνdeνlaνmolécula,νlejosνdelνlípidoν

A.νEstaνestrategiaνsintéticaνesνmuyνconveniente,νdadoνqueνexistenνunνgranνnúmeroνdeν

fluoróforosνconνgruposνhidracinaνoνaminoνprimarioνqueνpuedenνserνintroducidosνalνLPS.ν
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Laν producciónν deν unν derivadoν deν LPSν conν unaν proteínaν tambiénν esν posible,ν

introduciendoνprimeroνunaνmoléculaνespaciadora,ν loνcualνesνunaνprácticaνhabitualνenν laν

conjugaciónνdeνcarbohidratosνconνproteínasν[265,ν266].νPorνestaνvía,νlaνconjugaciónνdeν

unaν proteínaν conν LPSν nosν permitióν obtenerν unν derivadoν conν excelenteν relaciónν deν

conjugaciónν (28ν nmolesν deν HRPν porν mgν deν LPS),ν conservandoν unaν buenaν actividadν

endotóxicaν(1,1νUEνng-1).νEnνloνqueνrespectaνaνlaνactividadνenzimáticaνdeνlaνperoxidasa,ν

esν notableν suν disminuciónν aν loν largoν deν laν síntesisν delν conjugado.ν Esν claro,ν enν

consecuencia,νqueνesνapremianteνelνdesarrolloνdeνunaνnuevaνestrategiaνdeνsíntesisνparaν

esteνtipoνdeνderivados.νEnνesteνsentido,νenνelνcapítuloν7νseνincorporaνunaνalternativaνenν

medioνacuosoνaνlaνsíntesisνdescriptaνenνesteνcapítulo.νEstaνnuevaνestrategiaνenνconjuntoν

conνelν usoνdeν lasν formulacionesνestabilizantesνdeνperoxidasaνdesarrolladasνproveeνunν

panoramaνmásνprometedorνaνlaνquímicaνdeνderivadosνdeνLPSνconνHRP.ννν

ν
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7.1ν7.1ν7.1ν7.1ν----ννννIntroducciónIntroducciónIntroducciónIntroducciónνννν

ν

Laν identificaciónν deν losν sitiosν deν uniónν aν LPSν yν laν identificaciónν deν susν

receptoresν deν membranaν sonν importantesν paraν elν desarrolloν deν drogasν paraν elν

tratamientoν deν laν sepsis.ν Elν usoν deν derivadosν deν LPSν conν estabilidadν funcionalν

constituyeνunaνherramientaνútilνenνelνestudioνdeνlasνinteraccionesνendotoxina-receptorν

enν ensayosν farmacológicos.ν Dadaν laν complejidadν deν laν molécula,ν laν síntesisν deν

conjugadosνdeνLPSνnoνesνunaνtareaνsencilla.νEnνsolución,νlasνendotoxinasνnoνconstituyenν

unaν muestraν homogénea,ν yν formanν agregadosν deν altaν masaν molecularν aν lasν

concentracionesνrequeridasνparaνlaνsíntesisνdeνsusνderivadosν[17,ν22,ν153].ν

Enνelνcapítuloν6,νseνhaνintroducidoνelνdesarrolloνdeνunνmétodoνeficienteνparaνlaν

conjugaciónνdeνLPSνconν sondasνconteniendoν losνgruposν funcionalesνhidracinaνyνaminoν

primario.νLaνmodificaciónνdelνLPSνinvolucróνsuνactivaciónνconνbromuroνdeνcianógenoνyν

posteriorν conjugaciónν conν elν nucleófiloν correspondiente.ν Esteν procedimientoν sintéticoν

permitióν obtenerν derivadosν deν LPSν conν unaν excelenteν relaciónν deν conjugación,ν

preservandoνsuνactividadνendotóxicaνyνofreciendoνlaνposibilidadνdeνcombinarνalνLPSνconν

unaνgranνvariedadνdeνsondasνconteniendoνlosνmencionadosνgruposνfuncionales.νAνpesarν

deν todasν estasν ventajas,ν cabeν recordarν queν elν BrCNν esν unoν deν losν reactivosν másν

peligrososνdeνmanipularνenνelνlaboratorio,νelνpasoνdeνreacciónνdebeνrealizarseνaν-15ν°C,ν

loνqueνlimitaνelνusoνdeνciertosνreactivos,νacotandoνlaνelecciónνdeνunνsolventeνoνmezclaν

deν solventesν adecuados.ν Todasν estasν condicionesν noν sonν lasν másν adecuadasν siν seν

intentaνmodificarνLPSνconνunaνenzimaνcomoνHRP.νννν

Laν activaciónν deν losν gruposν hidroxilosν deν unν carbohidratoν tambiénν puedeν

lograrseν empleandoν 1-ciano-4-dimetilaminopiridinioν (CDAP).ν Enν esteν caso,ν laν

activaciónν yν laν modificaciónν subsiguienteν delν carbohidratoν seν llevaν aν caboν enν

condicionesνmásν suaves,ν enν solventeν acuosoν (Figuraν 7.1),ν unν ambienteνmásν adecuadoν

paraν unaν enzima.ν Porν otroν lado,ν enν unν medioν acuoso,ν elν LPSν presentaν unaν elevadaν

tendenciaν aν formarν agregados.ν Teniendoν todoν estoν enν mente,ν enν esteν capítulo,ν seν

presentaνlaνconjugaciónνdeνLPSνenνmedioνacuosoνenνpresenciaνdeνmoléculasνanfifílicas.ν

UnaνfracciónνpurificadaνdeνLPSνdeνSalmonellaνMinnesotaνseνconjugaνconνperoxidasaνdeν

rábanoνpicante,νempleandoνunaνmoléculaνPEGνespaciadora,νyνconνunaνsondaνfluorescenteν

(hidracinaν deν dansilo)ν obteniendoν buenasν relacionesν deν conjugación,ν preservandoν lasν

propiedadesνendotóxicasνdelνLPSνyνlaνactividadνenzimáticaνdelνHRP.νν

νννν

νννν
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7.2ν7.2ν7.2ν7.2ν----νExperimentalνExperimentalνExperimentalνExperimentalνννν

νννν

7.2.1ν7.2.1ν7.2.1ν7.2.1ν----νReactivoνReactivoνReactivoνReactivossssνννν

ν

1-ciano-4-dimetilaminopiridinioν(CDAP),νcianoborohidruroνdeνsodioν(NaCNBH3),ν

dodecilν sulfatoν deν sodioν (SDS),ν deoxicolatoν deν sodioν (NaDC)ν yν tritonν X-100ν fueronν

provistosνporνSigma.νElνdiaminoνpolietilenglicolνMrν1000ν(DAPEG)νfueνprovistoνporνNOFν

(Figuraν7.5).νν

ν

7.2.2ν7.2.2ν7.2.2ν7.2.2ν----ννννSíntesisνdelνconjugadoνLPSSíntesisνdelνconjugadoνLPSSíntesisνdelνconjugadoνLPSSíntesisνdelνconjugadoνLPS----dansilodansilodansilodansiloνννν

ν

Laνfracciónν11-12νdelνLPSνpurificadoν(secciónν3.2.2.2)νseνutilizóνparaνrealizarνlaν

conjugación.ν 1νmgν deν LPSν deνS.νMinnesotaν seν disolvióν enν 0,5νmLν deν aguaνMilliQ.ν Laν

soluciónν resultanteν seν agitóν enν vórtexν duranteν 3νminutosν yν posteriormenteν seν sonicóν

duranteν15νminutosνaν25ν°C.νLuego,νsobreνestaνsoluciónνseνadicionaronν20νµLνdeνCDAPν

enνacetonitriloν100νmgνmL-1νyν30νsegundosνdespuésν20νµLνdeνTEAν0,2νMνenνagua.νLaν

mezclaν seν dejóν reaccionarν duranteν 150ν segundosν aν 25ν °C,ν oscuridadν yν conν agitación.ν

Luegoνdeνtranscurridosνlosν150νsegundosνseνagregaronν500νµLνdeνunaνsoluciónν4,0νmgν

mL-1ν deν hidracinaν deν dansiloν disueltaν enν bufferν boratoν deν sodioν 0,1ν Mν pHν 9,3.ν Laν

soluciónν resultanteν seν dejóν reaccionarν duranteν 2ν horasν aν 25ν °C,ν enν oscuridadν yν conν

agitación.νLaνreacciónνseνdetuvoνporνagregadoνdeν50νµLνdeνetanolamina.νν

Elν dansiloν queν noν reaccionóν seν removióν haciendoν pasarν laν soluciónν porν dosν

columnasνdeνdesaladoνHiTrapνenνserieν(GEνHealthcareνdeν5νmLνdeνcapacidadνcadaνuna)ν

empleandoν comoν bufferν deν eluciónν Hepesν 50ν mMν pHν 7,5ν aν unν flujoν deν 2ν mLν min-1.ν

Luego,νelνconjugadoνseνdializóνcontraνaguaνMilliQνusandoνtubosνdeνcorteνmolecularν3500ν

aν4ν°Cνduranteν24νhorasνenνoscuridad.νElνproductoνresultanteνseν liofilizóνyνcaracterizóν

porν espectroscopíaν deν fluorescenciaν (secciónν 3.5.1),ν suν contenidoν deν Kdoν (secciónν

3.2.2.2)νyνsuνactividadνendotóxicaν(secciónν3.2.2.2).ν

ν

7.2.3ν7.2.3ν7.2.3ν7.2.3ν----ννννSSSSíntesisνdelνconjugadoνLPSíntesisνdelνconjugadoνLPSíntesisνdelνconjugadoνLPSíntesisνdelνconjugadoνLPS----dansiloνempleandoνcompuestosνanfifílicosdansiloνempleandoνcompuestosνanfifílicosdansiloνempleandoνcompuestosνanfifílicosdansiloνempleandoνcompuestosνanfifílicosνννν

ννν

Laνsíntesisνesνsimilarνaν laνpresentadaνpreviamenteνconν laνexcepciónνdeνqueνseν

agregaν unν compuestoν anfifílicoν (deoxicolato,ν SDSν oν triton).ν Seν usaronν diferentesν

concentracionesν lasν cualesν seránν indicadasν aν loν largoνdeν laν secciónνdeν resultadosνdelν

presenteν capítulo.ν Elν tratamientoν realizadoν paraν dispersarν elν lipopolisacáridoν esν elν
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siguiente:νaν0,5νmLνdeνunaνsoluciónνacuosaνdeνLPSν2νmgνmL-1νseνleνagreganν0,5νmLνdeν

soluciónνacuosaνdeνunoνdeνlosνcompuestosνanfifílicosνenνunaνconcentraciónνdadaνyν50νµLν

deνEDTAν2,5νmM.νLaνsoluciónνseνmantuvoνbajoνagitaciónνduranteν30νminutosνaν37ν °C,ν

luegoν seν sonicóν porν 15ν minutosν yν seν volvióν aν agitarν porν 30ν minutosν aν 37ν °C.ν Aν laν

soluciónνresultante,νbajoνconstanteνagitación,νseνleνadicionaronν20νµLνdeνCDAPν100νmgν

mL-1νenνacetonitriloνyνseνcontinuóνconνelνprocedimientoνdescriptoνenνelνpuntoν7.2.2.ν

ν

7.2.4ν7.2.4ν7.2.4ν7.2.4ν----ννννSíntesisνdelνconjugadoνSíntesisνdelνconjugadoνSíntesisνdelνconjugadoνSíntesisνdelνconjugadoνLPSLPSLPSLPS----PEGPEGPEGPEG----dHRPdHRPdHRPdHRPνννν

ν

7.2.4.1ν7.2.4.1ν7.2.4.1ν7.2.4.1ν----ννννDeglicolisaciónνdeνlaνperoxidasaνdeνrábanoνpicanteDeglicolisaciónνdeνlaνperoxidasaνdeνrábanoνpicanteDeglicolisaciónνdeνlaνperoxidasaνdeνrábanoνpicanteDeglicolisaciónνdeνlaνperoxidasaνdeνrábanoνpicanteνννν

ν

LaνdeglicosilaciónνdeνlaνperoxidasaνprocedeνtratandoνunaνsoluciónνdeνHRPν10νmgν

mL-1νenνaguaνMilliQνconνperiodatoνdeνsodioνenνpresenciaνdeνCaCl2ν10νmMνbajoνagitaciónν

aν25ν°Cνduranteν30νminutos.νConνlaνintenciónνdeνevaluarνlasνcondicionesνmásνpropiciasν

deν oxidaciónν deν laν enzima,ν seν emplearonν distintasν concentracionesν deν periodatoν deν

sodioν(Figuraν7.6νyνFiguraν7.9).νFinalizadoνelνtiempoνindicado,νlaνreacciónνseνdetuvoνporν

agregadoν deν etilenglicolν dejandoν reaccionarν porν 30ν minutos.ν Laν enzimaν deglicosiladaν

(dHRP)νseνseparóνdeν losνsacáridosνdeνbajaνmasaνmolecularνyνelνrestoνdeν losνreactivosν

porν cromatografíaν deν exclusiónν porν tamañoν empleandoν dosν columnasν deν desaladoν

HiTrapνenνserieν(GEνHealthcareνdeν5νmLνdeνcapacidadνcadaνuna)νconνbufferνbicarbonatoν

deν sodioν 100ν mMν pHν 9,5ν comoν faseν móvilν aν unν flujoν deν 2ν mLν min-1.ν Laν fracciónν

correspondienteνaνlaνdHRPνpurificadaνseνdividióνenνdos:νunaνfracciónνseνcaracterizóνporν

suν actividadν enzimáticaν (secciónν 3.5.3)ν yν seν reservóν paraν suν conjugaciónν conνDAPEGν

(secciónν7.2.4.2);ν laνotraνfracciónνseνdializóνcontraνaguaνMilliQνduranteν24ν°Cνaν4ν°Cνyν

liofilizada.νElνsólidoνresultanteνseνsometióνaνespectrometríaνMALDI-TOFν(secciónν3.5.2).ν

ν

7.2.4.2ν7.2.4.2ν7.2.4.2ν7.2.4.2ν----ννννModificaciónνdeνdHRPνconνDAPEGModificaciónνdeνdHRPνconνDAPEGModificaciónνdeνdHRPνconνDAPEGModificaciónνdeνdHRPνconνDAPEGνννν

ν

Sobreν0,5νmLνdeνunaνsoluciónν34νmMνdeνDAPEGνenνbufferνbicarbonatoνdeνsodioν

100νmMνpHν9,5νconteniendoνNaCNBH3ν10νmgνmL
-1,νseνagregaronνgotaνaνgota,νduranteνelν

períodoν deν 3ν minutos,ν 1,5ν mLν deν dHRPν 3,5ν mgν mL-1ν provenienteν deν laν purificaciónν

cromatográficaνcorrespondienteνaνlasνdistintasνcondicionesνdeνoxidaciónνempleadas.νLaν

mezclaνresultanteνseνdejóνreaccionarνporν2νhoras,νbajoνagitaciónνsuave,νenνoscuridadνyνaν

4ν °C.ν Transcurridoν elν lapso,ν laν reacciónν seν detuvoν porν agregadoν deν 50ν µLν deν

etanolaminaνdejandoνreaccionarνporν30νminutos.νFinalmente,νlaνenzimaνmodificadaνconνelν
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polietilenglicolν seν purificóν cromatográficamenteν haciendoν pasarν laνmezclaν deν reacciónν

porνdosνcolumnasνdeνdesaladoνHiTrapνenνserieν (GEνHealthcareνdeν5νmLνdeνcapacidadν

cadaνuna)νconνbufferνbicarbonatoνdeνsodioν100νmMνpHν9,5νcomoνfaseνmóvilνaνunνflujoνdeν

2νmLνmin-1.νLaνfracciónνcorrespondienteνaνdHRP-PEG-NH2νpurificadaνseνdividióνenνdos:ν

unaν fracciónν seν caracterizóν porν suν actividadν enzimáticaν yν seν reservóν paraν laν

cuantificaciónν deν aminosν primariosν (secciónν 7.2.4.3),ν mientrasν queν laν otraν fracciónν seν

dializóν contraν aguaν MilliQν duranteν 24ν °Cν aν 4ν °C,ν seν liofilizóν yν seν analizóν porν

espectrometríaνMALDI-TOFν(secciónν3.5.2).ν

ν

7.2.4.3ν7.2.4.3ν7.2.4.3ν7.2.4.3ν----ννννCuantificaciónνdeνgruposνaminoCuantificaciónνdeνgruposνaminoCuantificaciónνdeνgruposνaminoCuantificaciónνdeνgruposνaminossssνprimarioνprimarioνprimarioνprimariossssνenνdHRPνenνdHRPνenνdHRPνenνdHRP----PEGPEGPEGPEG----NHNHNHNH2222νννν

ν

7.2.4.3.1ν7.2.4.3.1ν7.2.4.3.1ν7.2.4.3.1ν----ννννModificaciónνdeνdHRPModificaciónνdeνdHRPModificaciónνdeνdHRPModificaciónνdeνdHRP----PEGPEGPEGPEG----NHNHNHNH2222νconνferrocenoaldehídoνconνferrocenoaldehídoνconνferrocenoaldehídoνconνferrocenoaldehídoνννν

ν

100νɆLνdeνsoluciónνdeνdHRP-PEG-NH2νoνHRPν1,5νmgνmL
-1νseνagregaronνsobreν

900νɆLνdeνunaνsoluciónνdeνferrocenoaldehídoν(Fc-CHO)ν3νmMνenνbufferνbicarbonatoνdeν

sodioν100νmMνpHν9,5νconteniendoνNaCNBH3ν10νmgνmL
-1.νLaνmezclaνresultanteνseνdejóν

reaccionarνduranteν2νhorasνaνoscurasνaν25ν°Cνconνagitación.νLuego,νlaνsoluciónνseνdesalóν

empleandoν dosν columnasν deν desaladoν HiTrapν enν serieν (GEν Healthcareν deν 5ν mLν deν

capacidadνcadaνuna)νconνbufferνHEPESν50νmMνpHν7,5νcomoνfaseνmóvilνaνunνflujoνdeν2ν

mLν min-1.ν Laν fracciónν correspondienteν aν laν enzimaν modificadaν conν elν ferrocenoν seν

colectóνyνseνdestinóνaνsuνanálisisνporνvoltametríaνdiferencialνdeνpulsoν(DPV).ν

νν

7.2.4.3.2ν7.2.4.3.2ν7.2.4.3.2ν7.2.4.3.2ν----ννννAnálisisνporνvoltametríaνdiferencialνdeνpulsoνdeνdHRPAnálisisνporνvoltametríaνdiferencialνdeνpulsoνdeνdHRPAnálisisνporνvoltametríaνdiferencialνdeνpulsoνdeνdHRPAnálisisνporνvoltametríaνdiferencialνdeνpulsoνdeνdHRP----PEGPEGPEGPEG----FcFcFcFcνννν

ν

Lasνmedidasνporνvoltametríaνdiferencialνdeνpulsoνseνllevaronνaνcaboνempleandoν

unaν celdaν estándarν deν 3ν electrodosν conν unν potenciostatoν (Autolabν FRA2νTypeν III).ν Elν

sistemaνconsistióνenνunνelectrodoνdeνtrabajoνdeνcarbonoνvítreoνdeν0,07νcm2νdeνárea,νunaν

mallaνdeνplatinoνcomoνcontraelectrodoνyνunνelectrodoνdeνAg/AgClνcomoνreferencia.νParaν

establecerνunaνrelaciónνentreνlaνseñalνdeνcorrienteνobtenidaνyνelνnivelνdeνferrocenoνenνlaν

enzimaν puede,ν conociendoν elν coeficienteν deν difusiónν deν HRP,ν utilizarseν elν modeloν

descriptoνenνlaνsecciónν2.2.4.νLosνparámetrosνempleadosνparaνlaνvoltametríaνdiferencialν

deνpulsoν fueronν losνsiguientes:ν tiempoνdeνmodulaciónν (Ɏ)ν 0,056νs;ν tiempoνdeν intervaloν

(Ɏ´)ν 0,5ν s;ν potencialν inicialν 0ν V;ν potencialν finalν 0,7ν V;ν escalónν deν potencialν 4,95νmV;ν

amplitudνdeνmodulaciónν(ȟE)ν49,5νmV.νν

ν
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7.2.4.4ν7.2.4.4ν7.2.4.4ν7.2.4.4ν----ννννConjugaciónνdeνLPSνconνdHRPConjugaciónνdeνLPSνconνdHRPConjugaciónνdeνLPSνconνdHRPConjugaciónνdeνLPSνconνdHRP----PEGPEGPEGPEG----NHNHNHNH2222νννν

ν

3νmgνdeνlaνfracciónν11-12νdeνLPSνdeνS.νMinnesotaνseνdisolvieronνenν1,5νmLνdeν

aguaν MilliQ.ν Laν soluciónν resultanteν seν agitóν enν vórtexν duranteν 3ν minutosν yν

posteriormenteν seν sonicóν duranteν 15νminutosν aν 25ν °C.ν Luego,ν sobreν estaν soluciónν seν

agregaronν150νɆLνdeνEDTAν2,5νmMνyν1,5νmLνdeνdeoxicolatoνdeνsodioν4,5νmMνdeνformaν

talνdeνdarνunaνconcentraciónνfinalνdeν2,25νmMνcorrespondienteνaν1,5νvecesνlaνCMCνdelν

deoxicolatoνdeνsodioν[267].νLaνsoluciónνresultanteνseνagitóνduranteν30νminutosνaν37ν°C,ν

seνsonicóνporν15νminutosνyνnuevamenteνseνagitóνporν30νminutosνaν37ν°Cνdeνmodoνdeν

favorecerνlaνdesagregaciónνdelνlipopolisacárido.νLuegoνseνagregaronν60νµLνdeνCDAPνenν

acetonitriloν 100ν mgν mL-1ν yν 30ν segundosν despuésν 60ν µLν deν TEAν 0,2ν Mν enν agua.ν Laν

mezclaνseνdejóνreaccionarνduranteν150νsegundosνaν25ν°Cνconνagitación.νTranscurridosν

losν 150ν segundosν seν agregaronν 2ν mLν deν dHRP-PEG-NH2ν 12ν mgν mL
-1ν enν bufferν

bicarbonatoνdeνsodioν0,1νMνpHν9,5.νLaνmezclaνseνdejóνreaccionarνduranteν2νhorasνaν25ν

°C,νenνoscuridadνyνconνagitaciónνmoderada.νLaνreacciónνseνfinalizóνporνagregadoνdeν100ν

µLνdeνetanolaminaνdejandoνreaccionarνporν30νminutos.νLuego,νelνproductoνdeνlaνreacciónν

seνconcentróνaν3νmLνusandoνunaνmembranaνdeνfiltraciónνdeνcorteνmolecularν30000νyνseν

purificóν porν cromatografíaν usandoν dosν columnasν deν desaladoν HiTrapν enν serieν (GEν

Healthcareνdeν5νmLνdeνcapacidadνcadaνuna)νconνbufferνTrisν50νmMνpHν6,5νcomoνfaseν

móvilνaνunν flujoνdeν2νmLνmin-1.νFinalmente,ν laνperoxidasaνqueνnoνreaccionóνseνseparóν

delνconjugadoνporνcromatografíaνdeνintercambioνaniónico.ν

ν

7.2.4.5ν7.2.4.5ν7.2.4.5ν7.2.4.5ν----ννννPurificaciónνcromatográficaνdelνconjugadoνLPSPurificaciónνcromatográficaνdelνconjugadoνLPSPurificaciónνcromatográficaνdelνconjugadoνLPSPurificaciónνcromatográficaνdelνconjugadoνLPS----PEGPEGPEGPEG----HRPHRPHRPHRPνννν

ν

Laνseparaciónνcromatográficaνdeν laνenzimaνqueνnoν reaccionóνseν realizóνenνunaν

columnaν deν intercambioν aniónico,ν ANXν FFν (highν sub)ν (GEν Healthcareν deν 20ν mLν deν

capacidad).ν3νmLνdelνconjugadoνimpurificadoνenνbufferνTrisν50νmMνpHν6,5,νprovenienteν

delν desaladoν cromatográfico,ν seν inyectaronν enν laν columna.ν Losν buffersν deν uniónν yν

eluciónνempleadosνfueron,νTrisν50νmMνpHν6,5νyνTrisν50νmMνpHν6,5νconteniendoνNaClν1ν

M,νrespectivamente.νLaνseparaciónνcromatográficaνseνrealizóνaνunνflujoνdeν4,0νmLνmin-1.ν

Elν bufferν deν uniónν seν aplicóν duranteν 6ν volúmenesν deν columnaν (VC).ν Laν eluciónν delν

conjugadoν seν alcanzóν conν elν bufferν deν eluciónν empleandoν unν gradienteν deν 0ν aν 100ν%ν

duranteν3νVC,νmanteniendoνelν100ν%νduranteν3νVCνdeνformaνdeνasegurarseνlaνcompletaν

eluciónν delν analito.ν Laν corridaν cromatográficaν seν llevóν aν caboν aν 25ν °Cν registrandoν laν

absorbanciaνaν403νnm.νLasν fraccionesνcorrespondientesνalνconjugadoνseν juntaronνyνseν
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concentraronν aν 3νmLν empleandoν unaν celdaν deν ultrafiltraciónνAmiconνMilliporeνmodeloν

8010ν(10νmLνdeνcapacidad)νconνunaνmembranaνdeνfiltraciónνdeνcorteνmolecularν30000.ν

Luego,νelνconcentradoνseνseparóνdelνNaClνusandoνdosνcolumnasνdeνdesaladoνHiTrapνenν

serieν (GEνHealthcareνdeν5νmLνdeνcapacidadνcadaνuna)νconνbufferνTrisν50νmMνpHν6,5ν

comoνfaseνmóvilνaνunνflujoνdeν2νmLνmin-1.νFinalmente,νelνconjugadoνLPS-PEG-HRPνseν

dividióνenνunaνpequeñaνfracciónνdestinadaνaνlosνanálisisνdeνactividadνenzimáticaν(secciónν

3.5.3),ν Kdoν (secciónν 3.2.2.2)ν yν actividadν pirogénicaν (secciónν 3.2.2.2)ν mientrasν queν elν

remanenteν fueνsuplementadoνconνglicerolν aν unaν concentraciónν finalνdelν20ν%νv/v,ν conν

etanolνaνunaνconcentraciónνfinalνdelν10ν%νv/vνyνconservadoνenνoscuridadνaν4ν°Cνhastaνsuν

utilización.ν

ν

7.3ν7.3ν7.3ν7.3ν----ννννResultadosResultadosResultadosResultadosνννν

ν

7.3.1ν7.3.1ν7.3.1ν7.3.1ν----ννννConjugadoνLPSConjugadoνLPSConjugadoνLPSConjugadoνLPS----dansilodansilodansilodansiloνννν

ν

Enν losν últimosν años,ν laν utilizaciónν deν CDAPν enν laν activaciónν deν losν gruposν

hidroxilosνenνpolisacáridosνhaνcompetidoνconνelνusoνdelνBrCN.νEnνcomparaciónνconνelν

BrCN,ν CDAPν esν másν sencilloν deν emplear,ν puedeν serν utilizadoν aν unν pHνmásν suave,ν yν

presentaν menosν reaccionesν secundariasν encontrandoν aplicacionesν enν laν síntesisν deν

vacunasνdeνconjugadosνproteína-polisacáridoνyνreactivosνinmunológicosν[268-270].ν

Enν nuestroν primerν intentoν porν activarν LPSν conν CDAP,ν unaν fracciónν deν LPSν

purificadaν seνdisolvióν enν soluciónν acuosa,ν yν luegoν seν sometióν aν sonicadoνdeνmodoνdeν

obtenerνunaνsoluciónνhomogénea.νEnνsegundaνinstanciaνseνadicionóνelνCDAPνyνluegoνlaν

hidracinaν deν ν dansiloν (Figuraν 7.1).ν Finalizadaν laν reacción,ν elν productoν seν purificóν porν

cromatografíaνyνseνcaracterizóνporνespectroscopíaνdeνfluorescenciaνyνporνsuνcontenidoν

deνKdo.νTrabajandoνenνestasνcondiciones,νlaνrelaciónνdeνconjugaciónνqueνseνobtuvoνfueν

muyνpobre,νapenasν1,4νnmolesνdeνdansiloνpudieronνintroducirseνporνmgνdeνLPS.νPorνotroν

lado,νlaνmismaνreacciónνaplicadaνsobreνdextrano,νunνpolisacáridoνsolubleνdeνmonómerosν

deνglucosaνdeν70νKDaνdeνmasaνmolecular,νdioνlugarνaνunaνrelaciónνdeνconjugaciónνdeν70ν

nmolesνporνmgνdeνpolímero.νEstosνresultadosνnosν llevaronνaνpensarνqueν laνagregaciónν

delνlipopolisacáridoνjugabaνunνrolνfundamentalνenνlaνactivaciónνdeνsusνgruposνhidroxilos.ννν

Aν partirν deν losν resultadosν antesν descriptos,ν nosν propusimosν mejorarν laν

exposiciónνdeν losνgruposνhidroxilosνdelν lipopolisacáridoνempleandoνdistintasνmoléculasν

anfifílicas.νDeνestaν forma,ν favoreciendoν laν desagregaciónνdelνLPS,ν laν accesibilidadνdelν
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CDAPν aν losν sitiosν blancoν seν facilitaríaν resultandoν enν unaν activaciónν másν efectivaν yν

consecuentementeνunaνmayorνconjugación.νν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

Figuraν7.1:Figuraν7.1:Figuraν7.1:Figuraν7.1:νPasosνsintéticosνinvolucradosνenνlaνconjugaciónνdeνLPSνconνhidracinaνdeνdansilo.ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

νν

ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν7.7.7.7.2:2:2:2:νMoléculasνanfifílicasνensayadasνenνlaνdesagregaciónνdelνLPS.ν

ν

Tresνmoléculasνdistintasνfueronνensayadas,νdeoxicolatoνdeνsodioν(NaDC),νtritonν

X-100ν yν dodecilν sulfatoν deν sodioν (SDS)ν (Figuraν 7.2).ν Elν usoν deν estasνmoléculasν paraν

desagregarν alν lipopolisacáridoν haν sidoν descriptoν enν bibliografíaν [21,ν 22,ν 271,ν 272].ν

TritonνX-100νesνunνtensioactivoνnoνiónico,νmientrasνqueννelνdodecilνsulfatoνdeνsodioνyνelν

deoxicolatoνdeν sodioνsonν iónicosνconνcargaνnegativa.νElνefectoνdesagreganteν sobreνelν

LPS,νseνpuedeνatribuirνprincipalmenteνaνlaνinteracciónνdeνsusνregionesνhidrofóbicasνconν

losνácidosνgrasosνdelν lípidoνA.νEsνmuyν importanteνconsiderar,νparaνunaνdesagregaciónν

óptima,ν elν númeroν deν moléculasν necesariasν paraν rodearν alν lípidoν A,ν peroν tambiénν laν

concentraciónν delν surfactanteν enν laν cualν seν presentaráν unaν interacciónν másν fuerteν
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consigoνmismoν queν conν elν lípidoν A.ν Porν loν tanto,ν debeν considerarseν laν concentraciónν

micelarνcríticaνdeνcadaνunoνdeνlosνtensioactivosνempleadosν(Tablaν7.1).ν

ν

CMCνCMCνCMCνCMCν1111

(mM)(mM)(mM)(mM)

SDS 8,1 84 24200

TritonνX-100 0,25 140 90000

NaDC 1,5 5 2000

MrνMicelaMrνMicelaMrνMicelaMrνMicelaDeterganteDeterganteDeterganteDetergante #νAgregación#νAgregación#νAgregación#νAgregación

ν

ννννν
1ν
Datosνcorrespondientesνenνaguaν[273].ν

ν

TablaνTablaνTablaνTablaν7.7.7.7.1:1:1:1:νPropiedadesνdeνlosνcompuestosνanfifílicosνensayadosνparaνdesagregarνalνLPS.ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 7.7.7.7.3:3:3:3:ν Purificaciónν cromatográficaν delν conjugadoν LPS-dansiloν usandoν losν

tensioactivosν enν unaν concentraciónν deν 1,5ν xν CMC.ν Seν inyectóν 1ν mLν deν laν

soluciónνdeνreacción.νFiguraνinsertada:νAmpliaciónνdelνmismoνperfil.ν

ν

LaνmismaνcantidadνdeνLPSν(0,5νmLνdeνLPSν2νmgνmL-1)νseνdisolvióνenνpresenciaν

deνunoνdeνlosνcompuestosνanfifílicosνaνunaνdadaνconcentraciónνmásν50νɆLνdeνEDTAν2,5ν

mM,ν yν luegoν seν activóν medianteν elν agregadoν deν CDAP.ν Finalmente,ν laν adiciónν deν

hidracinaν deν dansiloν daν lugarν aν laν formaciónν delν conjugadoν fluorescenteν deν LPS.ν Elν
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excesoνdeνdansiloνqueνnoνreaccionóνseνremovióνporνcromatografíaνdeνexclusiónν(Figuraν

7.3)νyνelνproductoνdeseadoνseνdializóνyνcaracterizóνporνespectroscopíaνdeνfluorescenciaν

yνsuνcontenidoνdeνKdo.νDeνestaνforma,νseνevaluóνlaνrelaciónνdeνconjugaciónνdeνmodoνdeν

determinarνlasνmejoresνcondicionesνdeνsíntesis.νν

EnνlaνFiguraν7.4νpuedeνobservarseνelνefectoνqueνtieneνcadaνsurfactanteνsobreνelν

rendimientoν deν conjugación.ν Enν elν casoν delν SDSν noν hayν unaν mejoraν significativaν aν

medidaνqueνaumentaνsuνconcentración.νEnνesteνcaso,ν laνmejorνrelaciónνdeνconjugaciónνν

(4ννnmolesννporννmgννdeννLPS),νqueνesνapenasνtresνvecesνmayorνqueνlaνqueνseνobtieneνenν

ausenciaνdeνtensioactivoν(1,4νnmolesνporνmgνdeνLPS),νseνobtieneνparaνunaνconcentraciónν

igualνaνsuνvalorνdeνconcentraciónνmicelarνcrítica.νν

νν
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Figuraν 7.Figuraν 7.Figuraν 7.Figuraν 7.4:4:4:4:ν Modificaciónν deν LPSν conν hidracinaν deν dansiloν enν presenciaν deν

moléculasνanfifílicasνaνdistintasνconcentraciones.νν

ν

ElνpanoramaνcambiaνsignificativamenteνparaνelνtritonνX-100νyνelνNaDC.νElνusoνdeν

estosν compuestosν favoreceνnotablementeν laν conjugaciónν respectoν aν loν obtenidoνenν suν

ausencia.νParaνestosνdosνcasos,νlaνmejorνrelaciónνdeνconjugaciónνseνobtieneνcuandoνsuν

concentraciónν correspondeν aν 1,5ν vecesν laν concentraciónν micelarν crítica.ν Esteν

comportamientoνpuedeνinterpretarseνdeνlaνsiguienteν forma:νaνbajasνconcentracionesνnoν

hayν suficienteν surfactanteν paraν desagregarν completamenteν alν LPS,ν mientrasν queν aν

concentracionesνelevadasνprevaleceνlaνinteracciónνdelνsurfactanteνconsigoνmismo.νEstaν
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conductaν seν correspondeν conν laν disminuciónν deν laν conjugaciónν aν concentracionesν

superioresνaν1,5νvecesνlaνCMC.ν

Deνlosνúltimosνdosνtensioactivosνmencionados,νelνNaDCνesνelνqueνdaν lugarνaν laν

mejorν relaciónν deν conjugación,ν 110ν nmolesν deν dansiloν porν mgν deν LPS.ν Elν conjugadoν

sintetizadoν enν estasν condicionesν fueν evaluadoν respectoν deν suν actividadν endotóxicaν

rindiendoν unaν actividadν correspondienteν alν 70ν %ν (0,45ν UEν ng-1)ν deν laν actividadν

endotóxicaνoriginalνdeνlaνfracciónνdeνLPSνempleadaν(0,65νUEνng-1).νν

ν

7.3.2ν7.3.2ν7.3.2ν7.3.2ν----ννννConjugadoνLPSConjugadoνLPSConjugadoνLPSConjugadoνLPS----PEGPEGPEGPEG----HRPHRPHRPHRPν

ν

Enν elν capítuloν anteriorν seν haν presentadoν laν modificaciónν deν LPSν conν HRPν aν

travésνdeν suν activaciónν conνBrCN.νElν conjugadoν sintetizadoνpresentabaν unaνexcelenteν

relaciónν deν conjugaciónν conservandoν elν comportamientoν endotóxicoν delν LPS.ν Sinν

embargo,νelνusoνdeνsolventesνorgánicosνenν losνdiferentesνpasosνdeνreacciónνhaνtenidoν

comoνconsecuenciaνunaνreducciónνnotableνenνlaνactividadνbiológicaνdeνlaνenzima.νPorνtalν

motivo,ν enν esteν casoν seν haν implementadoν unaν nuevaν estrategiaν sintéticaν deνmodoν deν

evitarνlaνinactivaciónνenzimática.νν

ν

ν

ννν

ν

ν

ν

ν
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ν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν7.7.7.7.5:5:5:5:νPasosνsintéticosνinvolucradosνenνlaνmodificaciónνdeνHRPνconνDAPEG.ν

ν

LaνconjugaciónνdeνproteínasνconνpolisacáridosνempleandoνCDAPνesνunaν técnicaν

bienνconocida,νcomúnmenteνaplicadaνenνlaνsíntesisνdeνvacunasν[268-270].νTambién,νenν

laνmayoríaν deν losν casos,ν esν unaν prácticaν habitualν emplearν unaν moléculaν espaciadora,ν

comoν laν hidracidaν delν ácidoν adípicoν (ADH)ν [76],ν paraν unirν laν proteínaν conν elν
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polisacárido.νEnνnuestroνcaso,νcomoνmoléculaνespaciadora,νhemosνempleadoνunνdiaminoν

polietilenglicolν deνmasaνmolecularν 1000ν (DAPEG).νLaν introducciónνdelν espaciadorν aν laν

enzimaνinvolucraνunaνprimeraνetapaνdeνoxidaciónνconνperiodatoνdeνsodio,νdandoνlugarνaν

laν formaciónν deν gruposν aldehído,ν seguidaν deν unaν segundaν etapa,ν dondeν unoν deν losν

gruposν aminosν delν DAPEGν reaccionaν conν elν carboniloν generandoν laν amidaν

correspondienteνqueνtrasνsuνreducciónνconνNaCNBH3νdaνlugarνalνproductoνfinalνdHRP-

PEG-NH2ν(Figuraν7.5).νν
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Figuraν7.Figuraν7.Figuraν7.Figuraν7.6:6:6:6:νEfectoνdelνtratamientoνoxidativoνsobreνlaνactividadνenzimáticaνdeνdHRP.ν

ν

Elν tratamientoνconνperiodatoνdeνsodioνsobreν laνHRPνdaν lugarνaν laνformaciónνdeν

gruposνaldehídos.νLaνeficienciaνdelνtratamientoνoxidativoνyνlaνincorporaciónνdelνdiaminoν

polietilenglicolν (Figuraν 7.5)ν aumentaν conν laν concentraciónν delν periodatoν deν sodio,ν sinν

embargo,ν tambiénν esν responsableν deν laν pérdidaν deν actividadν enzimática.ν Elν rolν deν laν

porciónνsacáridaνdeνlaνenzimaνhaνsidoνinvestigadoνenνvariosνtrabajosνcientíficos.νSilvaνyν

colaboradoresν [32]ν hanν informadoν suν rolν esencialν aν nivelν estructuralν deν laν enzima,ν

asignandoν losν sutilesν cambiosν conformacionalesν aν laν remociónν delν polisacárido.ν Estosν

cambiosνconformacionalesνpuedenνllevarνaνunaνdisminuciónνdeνlaνprotecciónνfrenteνaνlaν

proteólisis.ν Asimismo,ν hanν reportadoν queν laν proteínaν deglicosiladaν presentaν unaν

actividadνenzimáticaν significativamenteνmenorν respectoνdelν valorν correspondienteν aν laν

enzimaν nativa.ν Smithν yν colaboradoresν [274]ν obtuvieronν unaν HRPν deglicosiladaν porν

expresiónν heterólogaν enν Escherichiaν Coli,ν laν cualν presentabaν elν 50ν%ν deν laν actividadν
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enzimáticaν deν laν proteínaν glicosilada.ν Resultadosν similaresν seν hanν obtenidoν paraν unaν

isoenzimaνneutraνdeνlaνperoxidasaνdeνnaboν(TP,ν turnipνperoxidase)ν[275].νLaνactividadν

deν TPν seν reduceν alν 50ν %ν delν valorν deν laν enzimaν nativaν despuésν deν laν remociónν

enzimáticaνdelν32ν%νdeνlaνregiónνoligosacárida.ν

Inclusoνsiνexistenνobservacionesνnoνdelνtodoνconcluyentesνrespectoνsiνlaνporciónν

sacáridaνesνesencialνoνnoνparaνlaνactividadνdeνlaνperoxidasa,νsuνremociónνposeeνalgunaν

influencia.νEnνesteνpunto,νdebemosνtenerνenνcuentaνnoνsoloνelνefectoνdeνlaνremociónνdelν

oligosacáridoνdeνlaνenzima,νsinoνelνmétodoνempleadoνconνesteνpropósito.νElνtratamientoν

conν periodatoν puedeν provocarν laν oxidaciónν deν aminoácidosν [276].ν Unaν característicaν

comúnνdeνlasνperoxidasasνesνlaνfuerteνconservaciónνdeνlosνaminoácidosνenνlasνregionesν

deνlosνresiduosνdeνhistidinaνaνambosνladosνdeνlosνsitiosνdeνuniónνdelνgrupoνhemo,νelνcualν

esν esencialν paraν laν actividadν enzimática.ν Esteν sitioν puedeν afectarseν duranteν elν

tratamientoν conν periodato,ν afectandoν laν actividadν deν laν enzima.ν Duarte-Vazquezν yν

colaboradoresν[275]νnotaronνqueνlaνoxidaciónνdeνlaνregiónνoligosacáridaνdeνperoxidasaν

deν naboν conν periodatoν (10ν mM)ν produceν suν parcialν remociónν yν laν disminuciónν deν laν

actividadνenzimáticaνaν86ν%νyν15ν%νdeν laνactividadνdeν laνproteínaν nativa,ν trasν1νyν20ν

horasνdeνtratamiento,νrespectivamente.νν

Elνprocedimientoνoxidativoνconνperiodatoνdisminuyeνlaνactividadνdeνperoxidasasν

porν remociónν deν laν cubiertaν protectoraν deν carbohidratoν yν posibleν oxidaciónν deν

aminoácidos,ν principalmenteν aquellosν involucradosν enν laν regiónν deν uniónν delν sustrato.ν

Porν loν tanto,ν enν laν elecciónν deν lasν condicionesν delν tratamientoν oxidativoν debeν

establecerseνunνcompromisoνentreν laνeficienciaνdeν laνformaciónνdeνgruposνaldehídosνyν

consecuenteνincorporaciónνdelνDAPEGνyνlaνconservaciónνdeνlaνactividadνcatalíticaνdeνlaν

enzima.ν Paraν ello,ν seν evaluóν elν procesoν oxidativoν paraν distintasν concentracionesν deν

periodatoνdeνsodioνcaracterizandoνcadaνunaνdeνlasνcondicionesνporνlaνactividadνbiológicaν

deνlaνenzimaνyνelνcambioνproducidoνenνsuνmasaνmolecularνtrasνambos,νsuνdeglicosilaciónν

yν laν incorporaciónν deν laνmoléculaν espaciadora.ν Enν laν Figuraν 7.6ν puedeν observarseν elν

efectoνdelνprocesoνoxidativoνsobreνlaνactividadνbiológicaνdeνlaνenzima,νgenerándoseνunaν

disminuciónνsignificativaν inclusoνaνbajasνconcentracionesνdeνoxidante.νPosteriorνaνestaν

etapa,νlaνHRPνdeglicosiladaν(dHRP)νseνseparóνcromatográficamenteνdeνlosνcomponentesν

deν reacciónν yν fueν caracterizadaν porν espectrometríaν MALDI-TOFν yν utilizadaν paraν suν

conjugaciónν conν laν moléculaν espaciadora.ν Puedeν observarseν enν laν Figuraν 7.7ν elν

corrimientoν deν laν señalν correspondienteν alν iónν [Mν +ν H]+ν deν dHRPν haciaν valoresν deν

masasνinferiores.νQuedaνclaroνaquíνqueνelνtratamientoνconνperiodatoνdeνsodioνgeneraνlaν

pérdidaνdeνazúcaresνdeνlaνenzima,νproduciendoνademásνunaνdisminuciónνenνlaνcapacidadν
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deν laν enzimaνparaν reducirν elν peróxidoνdeνhidrógeno.νEnν laν condiciónνmásν severa,ν 100ν

mMνdeνoxidante,νelνcambioνenνlaνmasaνdeνlaνenzimaνseνcorrespondeνconν laνpérdidaνdeν

aproximadamenteν8νhexosas.ν

ν
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ν

Figuraν7.7:Figuraν7.7:Figuraν7.7:Figuraν7.7:νEspectrometríaνdeνmasaνMALDIνenνmodoνpositivoνdeνdHRPνobtenidaν

aνdiferentesνconcentracionesνdeνperiodatoνdeνsodio.νDeν IνaνVII:ν0;ν5;ν10;ν25;ν

50;ν75;ν100νmM.νLaνsecciónνmostradaνcorrespondeνalνiónν[Mν+νH]+.νν

ν

Trasν elν procesoν oxidativo,ν laν enzimaν deglicosiladaν seν hizoν reaccionarν conν unν

excesoνdeνDAPEG.νFinalizadaνlaνreacción,νelνexcesoνdeνespaciadorνqueνnoνreaccionóνfueν

separadoνdelνderivadoνdeνlaνenzimaνporνcromatografíaνdeνexclusión.νElνproductoνdHRP-

PEG-NH2ν fueνcaracterizadoνporνsuνactividadνenzimáticaνyνporνespectrometríaνMALDI-

TOF.νEnνlaνFiguraν7.8νpuedeνobservarseνelνdesplazamientoνdelνpicoνcorrespondienteνalν

iónν[Mν+νH]+νdeνdHRP-PEG-NH2,νparaνdistintasνcondicionesνdelνtratamientoνoxidativo,ν

haciaνvaloresνdeνmayorνmasa.νEstoνponeνenνevidenciaν laν incorporaciónνdeν laνmoléculaν

espaciadoraνaνlaνenzima.νPuedeνnotarseνtambiénνcomoνlaνefectividadνdeνlaνincorporaciónν
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delν DAPEGν aumentaν másν débilmenteν haciaν mayoresν valoresν deν concentraciónν deν

periodatoν deν sodio.ν Enν laν Figuraν 7.9ν esteν últimoν hechoν puedeν visualizarseν másν

claramente.ν Deν aquíν puedeν seleccionarseν laν condiciónν másν convenienteν paraν llevarν aν

caboνlaνmodificaciónνdeνlaνenzimaνconνlaνmenorνpérdidaνdeνactividadνbiológicaνposible.νAν

25νmMνdeνperiodatoνdeνsodioνseνobtieneνunνcorrimientoνdelνpicoνdelν iónν[Mν+νH]+νdeν

3686ν unidadesν deν masa,ν queν correspondeν aν laν incorporación,ν enν promedio,ν deν 3,7ν

moléculasνdeνDAPEG.νAνmayoresνvaloresνdeνperiodatoνdeνsodioνlaνadiciónνdeνlaνmoléculaν

espaciadoraνnoνescalaνlinealmenteνconνlaνconcentración,νsinνembargoνelνdecaimientoνdeν

laνactividadνenzimáticaνsíνesνnotable.νPorνloνtanto,νllevarνaνcaboνelνtratamientoνoxidativoν

aν25νmMνdeνperiodatoνdeνsodioνresultaνserνunaνelecciónνidónea.ν

ν
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ν

Figuraν7.8:Figuraν7.8:Figuraν7.8:Figuraν7.8:νEspectrometríaνdeνmasaνMALDIνenνmodoνpositivoνdeνdHRP-PEG-

NH2νsintetizadoνluegoνdeνhaberνdeglicosiladoνHRPνenνpresenciaνdeνdiferentesν

concentracionesνdeνperiodatoνdeνsodio.νDeν IνaνVII:ν 0;ν5;ν10;ν25;ν50;ν75;ν100ν

mM.νLaνsecciónνmostradaνcorrespondeνalνiónν[Mν+νH]+.νν

ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν7.9:7.9:7.9:7.9:νEfectoνdelνtratamientoνoxidativoνsobre:νlaνactividadνenzimáticaνdeνdHRP-

PEG-NH2ν(azul)νyνlaνincorporaciónνdeνDAPEGν(bordó).ν

ν

Otroν aspectoν importanteν aν tenerν enν cuentaν respectoν aν laν incorporaciónν delν

DAPEGν aν laν enzimaν esν laν naturalezaν químicaν delν extremoν aminoν deν laν moléculaν

espaciadoraνqueνreaccionaráνluegoνconνelνLPSνactivado.νLaνreacciónνdeνconjugaciónνdelν

espaciadorνconν laνdHRPνseν llevóν aνcaboνenνcondicionesνdondeν seν favoreceνsuνadiciónν

sóloνporνunoνdeνsusνextremos,νdejandoνelνrestanteνgrupoνaminoνlibre.νConνelνobjetivoνdeν

evaluarνlaνpresenciaνdeνlosνgruposνaminosνprimariosνenνlosνextremosνdelνpolietilenglicol,νν

seν implementóν laν siguienteν estrategia:ν seν hizoν reaccionarν ferrocenoaldehídoν conν elν

derivadoν dHRP-PEG-NH2ν aν travésν deν laν condensaciónν delν aminoν libreν delν

polietilenglicolν conν elν grupoν aldehídoν delν complejoν enν presenciaν deν NaCNBH3ν (Figuraν

7.10).ν Luego,ν aν partirν deν lasν medidasν deν voltametríaν diferencialν deν pulsoν puedeν

conocerseνlaνincorporaciónνdeνferrocenoνaνlaνenzimaνqueνseνcorrespondeνconνlaνcantidadν

deνgruposν aminosν libres.νConνestaν informaciónνyνconociendoν laνcantidadνdeνmoléculasν

espaciadorasν unidasν aν laν enzimaν provistoν porν elν análisisν porν espectrometríaν MALDI-

TOF,ν puedeν determinarseν elν númeroν efectivoν deν polietilenglicolesν unidosν aν dHRPν queν

puedenνreaccionarνconνelνLPS.νν

ν

ν

ν

ν
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ν

ν

ν

ν

ν

ν

νννν
FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν7.7.7.7.10:10:10:10:νEsquemaνdeνlaνmodificaciónνdeνdHRP-PEG-NH2νconνferrocenoaldehído.ν

ν

Laν Tablaν 7.2ν resumeν losν resultadosν obtenidosν delν análisisν porν voltametríaν

diferencialνdeνpulso.νElνmodeloνaplicadoνalνanálisisνdeνlaνrespuestaνelectroquímicaνestáν

detalladoνenνlaνsecciónν2.2.4.νParaνpoderνrelacionarνlaνcorrienteνmedidaνconνlaνcantidadν

deν ferrocenoν unidoν aν laν enzimaν esν necesarioν conocerν elν coeficienteν deν difusiónν deν laν

misma.ν Esteν valorν puedeν estimarse,ν considerandoν aν laν HRPν comoν unaν esferaν yν

conociendoνsuνradio,νaνpartirνdeνlaνecuaciónνdeνStokes-Einsteinν[277]:ν

ν
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#πη
∞ ≈ νννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(7.1)ν

ν

dondeν kν esν laν constanteν deν Boltzmann,ν Tν esν laν temperaturaν enν Kelvin,ν ηH2Oν esν laν

viscosidadνdelνaguaνaνlaνtemperaturaνTν(laνsoluciónνdiluidaνpuedeνconsiderarseνcomoνsiν

fueseνagua)νyνrHRPνesνelνradioνdeνlaνHRP.νElνcoeficienteνdeνdifusiónνdeνlaνproteínaνaν25ν

°C,νconνrHRPν=ν32,8νÅν[278],νesν6,6νxν10
-7νcm2νs-1.νν

ννν

[HRP][HRP][HRP][HRP]1111 [Fc][Fc][Fc][Fc]2222 [PEG][PEG][PEG][PEG]3333

(ɆM)(ɆM)(ɆM)(ɆM) (ɆM)(ɆM)(ɆM)(ɆM) (ɆM)(ɆM)(ɆM)(ɆM)

HRP-Fc 13 0 0

dHRP-PEG-Fc 13 20 48

MuestraMuestraMuestraMuestra

�
1
νEspectrofotometría.ν

2
νVoltametríaνdiferencialνdeνpulso.ν

3
νMALDI-TOF.ν

ν

Tablaν7.2:Tablaν7.2:Tablaν7.2:Tablaν7.2:νCaracterizaciónνdeνdHRP-PEG-FcνyνHRP-FcνporνDPV.ν

ν

Enν laν Figuraν 7.11ν seν presentaν laν respuestaν obtenidaν paraν elν derivadoν dHRP-

PEG-Fcν yν paraν unaν muestraν deν HRPν modificadaν directamenteν conν ferrocenoaldehídoν

comoν blancoν (HRP-Fc)ν (secciónν 7.2.4.3.1).ν Puedeν observarseν queν dHRP-PEG-Fcν
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presentaν elν perfilν característicoν deν laν cuplaν Fc0/Fc+;ν mientrasν queν laν respuestaν

electroquímicaνdeνHRP-Fcνesνnula.νEsteνúltimoνhechoνpuedeνdeberseνaνlaνincorporaciónν

delνferrocenoνenνlaνregiónνhidrofóbicaνdeνlaνenzimaνimpidiendoνsuνaccesoνaνlaνsuperficieν

delνelectrodo.νPorνotroνlado,νlaνincorporaciónνdeνunaνmoléculaνespaciadoraνaνlaνproteínaν

posibilitaν laν exposiciónν delν ferrocenoν aν laν solución,ν facilitandoν laν transferenciaν deν

electronesνalνelectrodo.νν

MásνalláνdelνanálisisνcuantitativoνqueνpropiciaνlaνFiguraν7.11,νpuedeνevidenciarseν

unν corrimientoν enν elν valorν deν Epν delν ferrocenoν unidoν aν laν enzimaν respectoν delν

correspondienteν paraν elν ferrocenoaldehídoν (Figuraν insertada).ν Alν reaccionarν conν laν

enzima,νelνgrupoνcarboniloνenνelνferrocenoνseνreduce,νconsecuentementeνsuνpotencialνdeν

oxidaciónνseνdesplazaνaνvaloresνmásνpequeños.νDeνlosνvaloresνpresentadosνenνlaνTablaν

7.2ν pudoν calcularseν laν relaciónν dHRP:Fc,ν correspondienteν aν laν incorporaciónν deν 1,5ν

moléculasνdeνcomplejoνporνmoléculaνdeνenzima.νTeniendoνenνcuentaν laνestequiometríaν

dHRP:PEGν(1:3,7)νyνlosνresultadosνcorrespondientesνaνHRP-Fc,νseνextraeνqueνelν40ν%ν

deνlosνDAPEGνunidosνaνlaνdHRPνposeenνsusνextremosνaminosνlibresνparaνreaccionarνconν

elνLPS.νEnνesteνpuntoνdebeνconsiderarseνqueνlosνresultadosνobtenidosνrepresentanνunaν

cotaν inferior,ν dadoνqueν seν asumeνunν rendimientoνdelν 100ν%νparaν laν reacciónνentreνelν

grupoνcarboniloνdelνcomplejoνyνelνgrupoνaminoνdelνDAPEG.νν
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Figuraν7.11:Figuraν7.11:Figuraν7.11:Figuraν7.11:νVoltametríaνdiferencialνdeνpulsoνdeνdHRP-PEG-Fcν(azul)νyνHRP-Fcν

(bordó)ν segúnν lasν especificacionesν deν laν secciónν 7.2.4.3.2.ν Figuraν insertada:ν

Respuestaνdeνferrocenoaldehído.νDeνIνaνVI,ν4νaν24νɆM.νν
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Adicionalmente,ν lasν proteínasν oν péptidosν modificadosν conν derivadosν delν

ferrocenoνuνotrosνcomplejosνelectroactivosνseνutilizanνfrecuentementeνcomoνmediadoresν

redoxν enν medicionesν electroquímicas,ν conν particularν enfoqueν enν biosensoresν

amperométricosν[279-281].νEstosνderivadosνrepresentanνunνcomponenteνimportanteνenν

laνquímicaνmolecularνyνsupramolecular.νElνcampoνdeνaplicaciónνdeνesteνtipoνdeνderivadosν

esν muyν amplio.ν Algunosν ejemplosν enν estaν áreaν incluyenν suν usoν comoν sondasν

bioelectrocatalíticasν enν ensayosν amperométricosν [282],ν dispositivosν rectificadoresν deν

corrienteν [283],ν biosensoresν deν ácidosν nucleicosν [284,ν 285],ν ensayosν inmunológicosν

competitivosνconνdetecciónνelectroquímicaν[286,ν287],νentreνotros.ν

Finalmente,ν elν derivadoν dHRP-PEG-NH2,ν correspondienteν aν laν oxidaciónν aν 25ν

mMν deν periodatoν deν sodio,ν seν hizoν reaccionarν conν elν LPSν previamenteν activadoν conν

CDAPν (Figuraν 7.12).ν Concluidaν laν reacción,ν elν productoν seν concentróν yν seν desalóν

empleandoνbufferνTrisν50νmMνpHν6,5.νDeνestaνformaνseνseparanν losνreactivosνdeνbajaν

masaνmolecularν yν seν llevaν elν derivadoν deνLPSν alν pHν necesarioν paraν proseguirν conν laν

purificaciónνporνcromatografíaνdeνintercambioνaniónico.νLaνFiguraν7.13νmuestraνelνperfilν

deνelución,νdondeνclaramenteνelνderivadoνdeνlaνenzimaνsinνreaccionarνeluyeνprimero,νconν

prácticamenteνnoν interacciónν conν laν columna,ν yν luegoνelν conjugadoνLPS-PEG-HRPνesν

eluídoνalνincrementarseνlaνfuerzaνiónicaνdeνlaνfaseνmóvil.νComoνseνhaνintroducidoνenνelν

capítuloν6,νaνpHν6,5νlaνenzimaνposeeνcargaνpositiva.νPorνotroνlado,νalνunirseνalνLPS,νlosν

gruposνfosfatosνdelν lípidoνAν leνconfierenνalνconjugadoνcargaνnegativaνresultandoνenνsuν

interacciónν conν laν columna,ν necesitándoseν aumentarν laν fuerzaν iónicaν paraν asegurarν suν

elución.ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

ν

νννν

νννν

νννν

νννν

νννν
νννν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν7.127.127.127.12::::νPasosνsintéticosνinvolucradosνenνlaνconjugaciónνdeνLPSνconνdHRP-PEG-NH2.ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 7.7.7.7.11113333::::ν Cromatografíaν deν intercambioν aniónicoν paraν laν separaciónν deν LPS-

PEG-HRPν deν dHRP-PEG-NH2ν sinν reaccionarν (líneaν azul).ν Elν cambioν enν laν

concentraciónνdeνNaClνestáνdadoνporνlaνlíneaνnegra.νVolumenνdeνinyección:ν3νmL.νν
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FFFFiguraνiguraνiguraνiguraν 7.7.7.7.11114444::::ν Perfilν deν eluciónν paraν elν desaladoν deν LPS-PEG-HRPν seguidoν porν

absorbanciaν aν 403ν nmν (líneaν azul).ν Seν emplearonν dosν columnasν deν desaladoν

HiTrapνenνserieν(5νmLνdeνcapacidadνcadaνuna).νVolumenνdeνinyección:ν3νmL.ννν

ν

ν
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Lasν fraccionesν correspondientesν alν conjugadoν seν agruparon,ν concentraronν yν

luegoνseνdesalaronνparaνeliminarνelνexcesoνdeνNaClν (Figuraν7.14).νElνproductoνfinalνseν

caracterizóνporνsuνcontenidoνdeνKdoν(secciónν3.2.2.2),νproteínaν(secciónν3.5.4),νactividadν

enzimáticaν(secciónν3.5.3)νyνactividadνpirógenaν(secciónν3.2.2.2).νPosteriormente,νseνloν

suplementóν conν glicerolν alν 20ν %ν v/v,ν etanolν alν 10ν %ν v/vν yν seν conservóν aν 4ν °Cν enν

oscuridadνhastaνsuνutilización.ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν7.157.157.157.15::::νEspectroνdeνabsorciónνenνaguaνMilliQνdeνLPS-PEG-HRPν400νɆgνmL
-1.ν

ν

MuestraMuestraMuestraMuestra [Proteínas][Proteínas][Proteínas][Proteínas] [Proteínas][Proteínas][Proteínas][Proteínas] ConjugaciónConjugaciónConjugaciónConjugación Act.νEnzimáticaAct.νEnzimáticaAct.νEnzimáticaAct.νEnzimática Act.νEndotóxicaAct.νEndotóxicaAct.νEndotóxicaAct.νEndotóxica

(Bradford)(Bradford)(Bradford)(Bradford) (Abs.ν403νnm)(Abs.ν403νnm)(Abs.ν403νnm)(Abs.ν403νnm) (nmolesνsonda(nmolesνsonda(nmolesνsonda(nmolesνsonda

porνmgνdeνpolímero)porνmgνdeνpolímero)porνmgνdeνpolímero)porνmgνdeνpolímero)

(400νɆgνmL-1)

LPS-PEG-dHRP

ν(ɆgνmLν(ɆgνmLν(ɆgνmLν(ɆgνmL-1-1-1-1)))) ν(ɆgνmLν(ɆgνmLν(ɆgνmLν(ɆgνmL-1-1-1-1))))

(UEνng(UEνng(UEνng(UEνng-1-1-1-1))))(Uνmg(Uνmg(Uνmg(Uνmg-1-1-1-1))))

98ν±ν8

120ν±ν10 0,30ν±ν0,05

225ν±ν15

178ν±ν4

29ν±ν4

21ν±ν3

0,30ν±ν0,05

ν

ν
TablTablTablTablaν7.3:aν7.3:aν7.3:aν7.3:νResultadosνdeνlaνcaracterizaciónνdelνconjugadoνLPS-PEG-HRP.ν

ν

Enν laν Tablaν 7.3ν seν resumenν losν resultadosν obtenidosν correspondientesν aν laν

caracterizaciónν delν LPS-PEG-HRP.ν Nóteseν laν claraν mejoríaν enν laν conservaciónν deν laν

actividadνenzimáticaνdeνlaνperoxidasaνunidaνalνLPS.νSiνbienνsiguenνexistiendoνdiferenciasν

entreνlosνvaloresνdeνproteínasνqueνseνobtienenνporνelνensayoνcolorimétricoν(Bradford)νyν



ν

7ν–νConjugadosνdeνLPS:νActivaciónνconνCDAPν

ν
ν

� 169ν

porνlaνmedidaνdeνabsorbanciaνaν403νnmν(Figuraν7.15),νesaνdiferenciaνesνinferiorνaνlaνqueν

seνobtieneνparaνelνconjugadoνsintetizadoνvíaνBrCNν(capítuloν6).νEsteνhechoνyνlaνactividadν

enzimáticaνponenνenνevidenciaνlaνeficaciaνdeνesteνprocedimientoνsintéticoνrespectoνdeνlaν

conservaciónνdeνlaνenzima.ννν

ν

7.4ν7.4ν7.4ν7.4ν----ννννSumarioSumarioSumarioSumarioνννν

ν

Laν síntesisν deν conjugadosν deν lipopolisacáridoν empleandoν 1-ciano-4-

dimetilaminopiridinioν comoν agenteν activanteν enν medioν acuosoν demostróν serν muyν

eficienteν cuandoν seν aplicaν unaν etapaν deν monomerizaciónν delν LPSν conν tensioactivosν

previaν aν suν activación.ν Deν losν agentesν anfifílicosν ensayados,ν elν NaDCν fueν elν queν dioν

lugarν aν laν síntesisν deν derivadosν conν mayorν relaciónν deν conjugación.ν Medianteν laν

aplicaciónν deν estaν estrategiaν sintéticaν pudieronν obtenerseν conjugadosν deν LPSν conν unν

fluoróforo,ν hidracinaν deν dansiloν yν conν unaν enzima,ν peroxidasaν deν rábanoν picante.ν Enν

formaνsimilarνaνloνdescriptoνenνelνcapítuloν6,νelνrendimientoνdeνconjugaciónνresultóνserν

satisfactorioνobteniéndoseνunaνincorporaciónνdeν110νnmolesνdeνdansiloνyν29νnmolesνdeν

HRPν porν mgν deν LPSν manteniendoν unν 70ν yν 60ν %ν deν laν actividadν pirógenaν

respectivamente.ν Elν puntoν sobresalienteν respectoν aν laν modificaciónν conν bromuroν deν

cianógenoνesνlaνconservaciónνdeνlaνactividadνenzimáticaνdeνlaνperoxidasa.νν

Enνelνcapítuloν8νseνpresentanνresultadosνdeνesteνderivadoνLPS-PEG-HRP,νenνelν

desarrolloνdeνunνensayoνcompetitivoνamperométricoνparaνlaνdetecciónνdeνLPS.νννννννννν

ν

ν

ν

ν
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8.1ν8.1ν8.1ν8.1ν----ννννIntroducciónIntroducciónIntroducciónIntroducciónνννν

ν

Enνesteνcapítuloνseνdescribeν laν implementaciónνdelν LPS-PEG-HRP,νsintetizadoν

deνacuerdoνaνloνespecificadoνenνelνcapítuloν7,νenνelνdesarrolloνdeνunνensayoνcompetitivoν

amperométricoν paraν laν detecciónν deν endotoxinas.ν Comoν plataformaν transductoraν seν

utilizóν unν arregloν deν 8ν electrodosν deν 0,6ν cm2ν deν áreaν geométricaν cadaν uno.ν Laν

construcciónνdeνesteνdispositivoνinvolucraνlaνcombinaciónνdeνtécnicasνserigráficasνyνdeν

electrodeposiciónνdeνoro.νEsteνsistemaνempleadoνenνconjuntoνconνunνmultipotenciostatoν

permiteνelνanálisisνsimultáneoνdeν8νmuestrasνindependientesνporνensayo,νfavoreciendoνlaν

reproducibilidadνyνrapidezνdelνmismo.ννννν

Enνlaνejecuciónνdelνensayoνcompetitivoνseνutilizanνelectrodosνdeνoroνmodificadosν

covalentementeνconνelνagenteνdeνreconocimientoνENPν(EndotoxinνNeutralizingνProtein).ν

Estaν proteínaν seν inmovilizaν sobreν elν electrodoν aν travésν deν suν uniónν aν unaν matrizν deν

carboximetildextrán,νtambiénνcovalentementeνunidaνaνlaνsuperficieνdeνoro.νComoνseνhaν

introducidoνenνelν capítuloν4,ν laνmatrizνdeνdextranoνesνcapazνdeνdisminuirν laνadsorciónν

inespecíficaνdeνunaνproteínaνhidrofóbicaνcomoν laνneutravidinaν favoreciendoν laν relaciónν

señalνespecífica/señalνinespecífica.νConsiderandoνlaνnaturalezaνhidrofóbicaνdelνlípidoνA,ν

seνaplicaνesteνmismoνconceptoνenνvistaνdeνminimizarνlaνadsorciónνinespecíficaνdelνLPS.νν

Enν elν procesoν deν construcciónν deν losν electrodosν modificados,ν elν oroν seν

funcionalizóν conν cistaminaν deν modoν deν proveerν aν laν superficieν gruposν aminos.ν

Posteriormente,ν laν incorporaciónν delν carboximetildextránν procedeν aν travésν deν laν

formaciónνdeνunνenlaceνamidaνentreνlosνgruposνcarboxílicosνdelνpolímeroνyνlosνaminosν

enν laν superficieν delν electrodoν segúnν seν haν descriptoν enν 4.2.2.ν Finalmente,ν laν mismaν

reacción,νpreviaνactivaciónνdeνlosνgruposνcarboxílicosνdelνcarboximetildextrán,νpermiteν

laν incorporaciónν deν laν proteínaν deν reconocimiento.ν Enν laν Figuraν 8.2ν seν representaν unν

esquemaνdeνlasνmodificacionesνmencionadas.νν

Laν incorporaciónν delν alcanotiolν puedeν evaluarseν porν desorciónν reductivaν aν pHν

básico,νsegúnν loνdescriptoνporνWalczakνyνcolaboradoresν[234]νcomoνhaνsidoνrealizadoν

enνelν capítuloν4,ν secciónν4.2.4.1.νOtraν formaνdeνevaluarνelν cubrimientoνdelν tiolνesνporν

modificaciónν deν losν electrodosν Au/Cysν conν ferrocenocarboxialdehído.ν Paraν unν

rendimientoνdeνreacciónνdelν100ν%,νlaνcantidadνdeνmolesνdeνferrocenoνincorporadosνesν

equivalenteν aν laν cantidadν deν cistaminaν sobreν elν electrodo.ν Conν esteν mismoν métodoν

puedeν estimarse,ν deν formaν indirectaν laν cantidadν deν carboximetildextránν unidaν aν laν

cistamina.ν Enν esteν casoν electrodosν Au/Cys/CMDexν sonν modificadosν conν

ferrocenocarboxialdehído,ν porν loν tanto,ν elν cubrimientoν deν ferrocenoν proporcionaν porν
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diferenciaν conν elν queν seν obtieneν paraν Au/Cys,ν laν cantidadν deν polímeroν unidoν alν

electrodo.νEnνelνcapítuloν4νseνhaν introducidoνelνusoνdeν laνelipsometríaνparaνevaluarν laν

incorporaciónν delν carboximetildextránν aν laν superficieν delν electrodo.ν Unν tratamientoν

similarνseνhaνaplicadoνparaνdeterminarνelνgradoνdeνmodificaciónνdelνoligosacáridoνconνlaν

proteínaνdeνreconocimiento,νENP.νEsosνestudiosνhanνsidoνdetalladosνenνlaνtesisνdoctoralν

deνlaνDra.νPrianoν[122]νyνpublicadosνparcialmenteνenν[148].ννν

Otraν formaνdeνevaluarν lasνdistintasνetapasνdeν laνmodificaciónνdeν losνelectrodosν

esνporνespectroscopíaνfotoelectrónicaνdeνrayosνXν(XPS).νPorνestaνtécnica,νevaluandoνlasν

regionesνNν1sνyνCν1sνdeνlosνespectrosνobtenidos,νpudoνmonitorearseνlaνincorporaciónνdeν

losνdistintosνcomponentesνdeνlosνelectrodosνmodificados.ννν

Habiéndoseν construidoν laν plataformaν deν análisisν seν estudióν suν comportamientoν

frenteνaνlaνadsorciónνinespecíficaνdelνLPSνyνenνelνdesarrolloνdeνunνensayoνcompetitivoν

empleandoνLPS-PEG-HRPνyνunaν fracciónνpurificadaνdeνLPSνdeνSalmonellaνMinnesota.ν

Enν esteν ensayo,ν laν moléculaν deν ENPν inmovilizadaν enν elν electrodoν interactúaν

específicamenteνtantoνconνelνlipopolisacáridoνpresenteνenνlaνmuestra,νcomoνconνelνLPSν

conjugado.ν Losν electrodosν seν incubanν conν concentracionesν variablesν deν LPSν yν

concentraciónν fijaν delν conjugadoν paraν darν lugarν aν laν competenciaν porν losν sitiosν enν laν

superficieνmodificada.νLaνcorrienteνcatalíticaνgeneradaνaνtravésνdeνlaνenzimaνHRPνenνelν

conjugado,νseráνdirectamenteνproporcionalνaνlaνcantidadνdeνLPS-PEG-HRPνincorporadoν

alνelectrodo.νLaνrespuestaνaνdistintasνconcentracionesνdeνLPSνestáνrepresentadaνporνlaν

curvaνdeνcalibraciónνoνcurvaνdeνdosis-respuesta.νParaνaltasνconcentracionesνdeνLPS,νseν

esperaνqueνunaνcantidadνnulaνoνmuyνpequeñaνdeνLPSνconjugadoνseνunaνaν losνsitiosνdeν

ENP,ν generandoν enν consecuenciaν unaν caídaν deν laν señalν aν cero.ν Porν otroν lado,ν paraν

concentracionesνbajasνdeνLPS,νunaνgranνcantidadνdeνLPSνconjugadoνestaráνunidoνaν losν

sitiosν deν ENPν resultandoν enν unaν señalν máxima.ν Porν loν tanto,ν laν cantidadν deν LPSν

conjugadoν unido,ν yν asíν mismoν laν señalν amperométrica,ν tendránν unaν dependenciaν

inversamenteνproporcionalνconνlaνconcentraciónνdeνLPSνenνlaνmuestra.νAνpartirνdeνesteν

tipoνdeνrespuesta,νelνLPSνpuedeνserνcuantificadoνporνsuνcapacidadνdeνinhibirνlaνuniónνdelν

conjugadoνalνENPνinmovilizadoνenνlaνplataformaνtransductora.νν

Losν principalesν factoresν queν determinanν lasν característicasν delν ensayo,ν suν

sensibilidadνyνsuνlímiteνdeνdetección,νson:νlaνafinidadνdelνLPSνyνelνLPSνconjugadoνhaciaν

elν agenteν deν reconocimiento,ν elν númeroν deν sitiosν específicosν yν elν nivelν deν uniónν

específica.νParaνobtenerνunaνmáximaνsensibilidad,νlaνcantidadνdeνsitiosνespecíficosνdebeν

disminuirseνtantoνcomoνseaνposible,νlaνcantidadνdeνconjugadoνutilizadaνdebeνserνcercanaν

peroνmenorνaνlaνconcentraciónνdeνsaturaciónνyνlaνuniónνinespecíficaνdebeνserνmínima.ν
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Paraνlaνdeterminaciónνdeνlaνconcentraciónνóptimaνdeνconjugado,νunaνtécnicaνmuyν

utilizadaνenνelνdiseñoνdeν inmunoensayosνcompetitivosνesν laνconstrucciónνdeν loνqueνseν

llamaνunνˈtableroνdeνtitulaciónˉν[288].νElνtableroνseνconstruyeνaνpartirνdeνexperimentosν

deν adsorciónν delν conjugadoν aν distintasν concentracionesν deν laν moléculaν deν

reconocimiento,νpudiéndoseνtambiénνvariarνlaνconcentraciónνdeνconjugado.ν

Unaνvezνdefinidasνlasνcondiciones,νseνllevóνaνcaboνelνensayoνcompetitivo.νAνtalν

efecto,νlosνelectrodosνfueronνexpuestosνaνsolucionesνdeνconcentraciónνfijaνdeνconjugadoν

yν concentraciónν variableν deν LPS,ν yν laν respuesta,ν laν corrienteν catalíticaν dadaν porν laν

enzimaνHRP,νenνpresenciaνdeνsuνsustrato,νfueνgraficadaνenνfunciónνdeνlaνconcentraciónν

deνLPS,νobteniéndoseνlaνcurvaνdeνcalibración.νν

ν

8.2ν8.2ν8.2ν8.2ν––––νExperimentalνExperimentalνExperimentalνExperimentalνννν

νννν

8.2.1ν8.2.1ν8.2.1ν8.2.1ν----νReactivosνReactivosνReactivosνReactivosνννν

ν

rENPν (versiónν recombinanteν deν LALF)ν provenienteν deν Saccharomycesν

Cerevisiaeν fueνprovistaνyνcaracterizadaνporνSeikagakuνAmericaνdeνAssociatesνofνCapeν

Cod,ν Inc.ν (pIν8.5,νMrν=ν12.2νkDa,ν105νresiduosνaminoácidosνyν90%νdeνpureza,ν lote:ν9-

054).νCarboximetildextrán70ν(CMDex70)νfueνsintetizadoνdeνacuerdoνaνloνdetalladoνenνlaν

secciónν 3.3.ν Elν mediadorν redoxν solubleν [Os(bpy)2(py)Cl]PF6ν (bpy:ν bipiridina,ν py:ν

piridina)ν fueν sintetizadoν enν nuestroν laboratorioν comoν haν sidoν previamenteν informadoν

[226].ν

ν

8.2.2ν8.2.2ν8.2.2ν8.2.2ν----ννννConstrucciónνdeνConstrucciónνdeνConstrucciónνdeνConstrucciónνdeνelectrodosνmodificadoselectrodosνmodificadoselectrodosνmodificadoselectrodosνmodificadosνν

ν

Elν detalleν experimentalν deν laν construcciónν deν losν electrodosν modificadosν seν

describióνenνelνcapítuloν4,νenν laνsecciónν4.2.2.νElνmismoνprocedimientoνseν implementóν

tantoνparaνlasνláminasνplanasνdeνoroνcomoνparaνlasνplacasνmultielectrodos.ν

AquellosνelectrodosνAu/Cys/CMDexνdestinadosνaνunaνmodificaciónνsubsiguienteν

conνENP,νseνenjuagaronνprimeroνconνbufferνPIPESν100νmMνpHν7,4νconνNaClν150νmMνyν

luegoνconνbufferνMESν50νmMνpHν5,5.ν

ν

ν

ν

ν
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8.2.2.1ν8.2.2.1ν8.2.2.1ν8.2.2.1ν----ννννModificaciónνconνModificaciónνconνModificaciónνconνModificaciónνconνlaνproteínaνdeνreconocimientoνlaνproteínaνdeνreconocimientoνlaνproteínaνdeνreconocimientoνlaνproteínaνdeνreconocimientoνENPν(Au/Cys/CMDex/ENP)ENPν(Au/Cys/CMDex/ENP)ENPν(Au/Cys/CMDex/ENP)ENPν(Au/Cys/CMDex/ENP)νννν

ν

Laν uniónν deν ENPν aν losν electrodosν modificadosν conν carboximetildextránν

(Au/Cys/CMDex)ν seν realizóν conν unν procedimientoν similarν alν empleadoν paraν laν

construcciónν deν Au/Cys/CMDex.ν Elν agenteν deν reconocimientoν seν uneν alν

carboximetildextránνaνtravésνdeνlaνactivaciónνdeνlosνgruposνcarboxílicosνempleandoνEDCν

yν NHSν yν posteriorν conjugaciónν deν ENPν formandoν unν enlaceν amidaν (Figuraν 8.2).ν Losν

electrodosνseνsumergieronνenνbufferνMESν50νmMνpHν5,5νconteniendoνEDCν100νmMνyν

NHSν 125ν mM,ν conν agitaciónν duranteν 30ν minutosν deν modoν deν activarν losν gruposν

carboxílicosνpresentesνenνelνCMDex.νLuego,νseνenjuagaronνconνbufferνMESν50νmMνpHν

5,5νyνseνsumergieronνenνunaνsoluciónνdeνENPν1νɆMνenνbufferνHEPESν50νmMνpHν8,0,νaν

menosνqueνseνindiqueνotraνconcentración.νLaνreacciónνseνdejóνproseguirνduranteν2νhoraν

aν22ν°Cνyνagitación.νLuego,νlosνelectrodosνmodificadosνseνsumergieronνenνunaνsoluciónν

deν etanolaminaν 1ν Mν paraν bloquearν losν gruposν carboxílicosν activadosν queν noν hayanν

reaccionado.νFinalmente,νlosνelectrodosνseνenjuagaronνconνbufferνHEPESν50νmMνpHν8,0ν

yνluegoνconνaguaνmilliQ.ν

νννν

8.2.3ν8.2.3ν8.2.3ν8.2.3ν ––––ν Análisisν deν losν electrodosν modificadosν porν espectroscopíaν fotoeleν Análisisν deν losν electrodosν modificadosν porν espectroscopíaν fotoeleν Análisisν deν losν electrodosν modificadosν porν espectroscopíaν fotoeleν Análisisν deν losν electrodosν modificadosν porν espectroscopíaν fotoelectrónicaν dectrónicaν dectrónicaν dectrónicaν deνννν

rayosνXrayosνXrayosνXrayosνXνννν

ν

Laν espectroscopíaν fotoelectrónicaν deν rayosν Xν (XPS,ν X-rayν photoelectronν

spectroscopy)νseνbasaνenνelνefectoνfotoeléctrico.νBásicamente,νunνfotónνdeνaltaνenergíaν

impactaνsobreνunνelectrónνdeνunνnivelνelectrónicoνinternoνdeνunνátomo,νproduciendoνsuν

eyección.νLaνenergíaνcinética,νEk,νdelνelectrónνemitidoν(fotoelectrón),νqueνdependeνdeνlaν

energíaνdelνfotónνincidente,νhɇ,νseνmideνenνunνespectrómetroνdeνelectrones.νLaνenergíaν

deνuniónνdelνelectrón,νEB,νseνpuedeνcalcularνmedianteνlaνsiguienteνecuación:ν

ν

� !
 $ 
 %ν= − − ννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννννν(8.1)ν

ν

Enν estaν ecuación,ν wν esν laν funciónν deν trabajoν delν espectrómetro,ν unν factorν

correctorν delν entornoν electrostáticoν enν elν cualν elν electrónν seν formaν yν seν mide.ν Laν

energíaνdeνuniónνdeνunνelectrónνesνcaracterísticaνdelνátomoνyνdelνorbitalνenνelνqueνseν

encontrabaνelνelectrónνqueνseνhaνemitido,νdependiendoνademásνdelνentornoνquímicoνdelν

elemento.ν Deν estaν forma,ν losν espectrosν deν XPSν proporcionanν informaciónν cualitativaν

sobreνlosνtiposνdeνátomosνpresentesνenνunνcompuesto,νelνnúmeroνrelativoνdeνcadaνunoνyν

suνentornoνquímico.ννν
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EsνimportanteνseñalarνqueνlosνfotoelectronesνproducidosνenνXPSνsonνincapacesν

deνpasarν aν travésνdeνmásνdeν10ν aν 50νÅνdeνunν sólido.νPorν loν tanto,ν laν aplicaciónνmásν

importanteνdeνlaνespectroscopíaνdeνelectronesνesνlaνobtenciónνdeνinformaciónνsobreνlasν

superficies.νEnνXPSνseνtrabajaνconνrayosνXνblandosν(1keV)ν loνqueν laνconvierteνenνunaν

técnicaν noνdestructiva,ν aplicableνaνmaterialesνorgánicos,νbiológicosνeν inorgánicos.νUnaν

descripciónνmásνdetalladaνdeνlaνtécnicaνyνelνinstrumentalνutilizadoνpuedeνencontrarseνenν

[274,ν289].νν

Lasνmedicionesν deνXPSν queν seν presentanν enν esteν capítuloν seν realizaronν enν elν

Laboratorioν deν Nanoscopiasν yν Técnicasν deν Superficieν (INIFTA)ν dirigidoν porν elν Dr.ν

Salvarezza,νyνestuvieronνaνcargoνdeνlosνDres.νBenitezνyνRubert.νElνespectrómetroνconstaν

deνunaν fuenteνdeνMgνKαν (XR50,νSpecsνGmbH)νyν unν analizadorν hemisféricoν (PHOIBOSν

100,νSpecsνGmbH).νLaνenergíaνdeνlosνfotonesνincidentesνesνdeν1253νeV.νSeνrealizóνunaν

calibraciónνdeνlaνescalaνdeνenergíaνdeνdosνpuntosνutilizandoνoroνevaporadoν(energíaνdeν

enlaceνdeνAuν4f7/2ν=ν84,00νeV)νyνcobreν(energíaνdeνenlaceνdeνCuν2p3/2ν=ν933,67νeV).ν

ννν

8.2.4ν8.2.4ν8.2.4ν8.2.4ν----ννννAdsorciónνdeνLPSAdsorciónνdeνLPSAdsorciónνdeνLPSAdsorciónνdeνLPS----PEGPEGPEGPEG----HRPHRPHRPHRPνννν

ν

LaνadsorciónνdeνLPS-PEG-HRPνseνllevóνaνcaboνsumergiendoνlosνelectrodosνenν

soluciónνdeνconjugadoν5νɆgνmL-1νenνbufferνapirógenoνTrisν50νmMνpHν7,4νconνNaClν100ν

mM,νduranteν1νhoraνaν22ν°Cνconνagitaciónνorbitalνsuave.νPosteriormente,νlosνelectrodosν

seν enjuagaronν conν bufferν apirógenoν yν luegoν conν aguaν apirógena.ν Enν lasν mismasν

condicionesν seν realizóν unν experimentoν blancoν empleandoν HRPν 10ν ɆgνmL-1ν (Actividadν

280νUνmg-1).ν

ν

8.2.5ν8.2.5ν8.2.5ν8.2.5ν----ννννEnsayoνcompetitivoEnsayoνcompetitivoEnsayoνcompetitivoEnsayoνcompetitivoνννν

ν

Elν ensayoν competitivoν seν llevóν aν caboν porν adsorciónν deν unaν mezclaν deν LPSν

fracciónν 9-10ν (Actividadν endotóxicaν 1,2ν UEν ng-1)ν (previamenteν sonicado)ν deν

concentraciónν variableν yν LPS-PEG-HRPν aν unaν concentraciónν fijadaν enν 5ν Ɇgν mL-1ν enν

bufferν apirógenoνTrisν 20νmMνpHν 7,4ν conνNaClν 100νmM,ν duranteν 1ν horaν aν 22ν °Cν conν

agitaciónνorbitalνsuave.νFinalizadoνelνprocesoνdeνadsorción,νlosνelectrodosνseνenjuagaronν

conν bufferν apirógenoν yν luegoν conν aguaν apirógena.ν Laν corrienteν informadaν paraν cadaν

concentraciónνcorrespondeνalνpromedioνdeνalνmenosνdosνelectrodos.ν

ν

ν
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8.2.6ν8.2.6ν8.2.6ν8.2.6ν----ννννMedicionesνcronoamperométricMedicionesνcronoamperométricMedicionesνcronoamperométricMedicionesνcronoamperométricaaaassssνννν

ν

Lasν medidasν cronoamperométricasν seν realizaronν manteniendoν elν potencialν delν

electrodoν deν trabajoν fijoν aν 50ν mVν vs.ν Ag/AgCl.ν Losν electrodosν funcionalizadosν seν

midieronν inmediatamenteν luegoνdeνsuνpreparación.νParaν todosν losνensayosνdescriptos,ν

losνelectrodosνseνenjuagaronνyνseν introdujeronνenν laνceldaνelectroquímicaνconteniendoν

bufferνTrisν50νmMνpHν7,5,νKNO3ν0,2νM.νElνmediadorνredoxν[Os(bpy)2pyCl]PF6νseνutilizóν

aν unaν concentraciónν deν 20ν ɆM.ν Losν electrodosν modificadosν fueronν conectadosν alν

potenciostatoν (verν Figuraν 2.14ν pág.ν 57),ν dejandoν equilibrarν conν laν solución;ν lasν

corrientesνdeνfondoνfueronνsiempreνmenoresνqueν10νnA.νLuego,νseνagregóνperóxidoνdeν

hidrógenoνaνunaνconcentraciónνfinalνdeν0,9νmM;νinmediatamenteνunνcambioνenνelνvalorν

deν laν corrienteν fueν observado,ν queν alcanzóν unν valorν constante,ν debidoν aν laν corrienteν

catalíticaνcatódicaνproducida,ν laνcualν fueνproporcionalνaν laνconcentraciónνsuperficialνdeν

LPS-PEG-HRP.ν LaνFiguraν 8.1ν ilustraν elν tipoν deν señalν queν seν obtieneν enν esteν tipoν deν

mediciones.ν Paraν losν electrodosν modificadosν conν carboximetildextrán,ν lasν señalesν

obtenidasνfueronνnormalizadasνporνelνáreaνgeométrica,νdadoνqueνparaνexperimentosνqueν

involucranνespeciesνelectroquímicasνenνsolución,νyνtiemposνdelνordenνdeνlosνminutos,νelν

factorνdeνrugosidadνnoνtieneνefectoν[227].νν

ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 8.18.18.18.1::::ν Cronoamperometríaν paraν laν adsorciónν deν LPS-PEG-HRPν

sobreνAuν(líneaνnegra)νyνsobreνAu/Cys/CMDex70ν(líneaνroja).νSeνindicaν

elνmomentoνdelνagregadoνdeνH2O2.ν
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8.3ν8.3ν8.3ν8.3ν––––ννννResultadosResultadosResultadosResultadosνννν

νννν

8.3.1ν8.3.1ν8.3.1ν8.3.1ν––––ννννSeguimientoνdeνlaνcSeguimientoνdeνlaνcSeguimientoνdeνlaνcSeguimientoνdeνlaνconstrucciónνdeνlosνelectrodosνmodificadosonstrucciónνdeνlosνelectrodosνmodificadosonstrucciónνdeνlosνelectrodosνmodificadosonstrucciónνdeνlosνelectrodosνmodificadosνννν

ν

Laνconstrucciónνdeνlosνelectrodosνmodificadosνprocedeνenνprimeraνinstanciaνporν

laνincorporaciónνdelνreactivoνbifuncional,νlaνcistamina,νlaνcualνdaνlugarνaνlaνadsorciónνdeν

2ν aminoetanotiolesν sobreν laν superficieν deν oro.ν Posteriormente,ν seν incorporaν elν

carboximetildextránν aν travésν deν laν formaciónν deν unν enlaceν amidaν entreν losν gruposν

aminosνenνlaνsuperficieνdelνelectrodoνyνlosνgruposνcarboxílicosνdelνCMDex.νFinalmente,ν

medianteν laν mismaν reacción,ν seν funcionalizaν laν superficieν conν laν proteínaν deν

reconocimiento,ν ENP,ν reaccionandoν losν gruposν aminosν deν laν proteínaν conν losν gruposν

carboxílicosνdelνpolisacáridoν(Figuraν8.2).νν

ν

FiguraFiguraFiguraFiguraν 8.2:ν 8.2:ν 8.2:ν 8.2:ν Construcciónν deν electrodosν modificadosν empleadosν enν elν desarrolloν delν

ensayoν competitivo.ν Elν CMDexν esν inmovilizadoν aν laν superficieν deν oroν aν travésν deν laν

formaciónνdeνunνenlaceνamida,νluegoνENPνesνincorporadoνmedianteνlaνmismaνreacción.ν

ν

Comoνyaνseνhaν introducidoνenνelνcapítuloν4,ν laνmodificaciónνdeν laνsuperficieνdeν

oroνconνcistaminaνpudoνevaluarseνmedianteνlaνdesorciónνelectroquímicaνenνmedioνbásicoν

rindiendoνunνcubrimientoνcompletoνdeνlaνsuperficie,ν(5,7ν±ν0,3)νxν10-10νmolesνcm-2.νPorν

otroνlado,νdeνlasνmedidasνelipsométricasνdeνelectrodosνmodificadosνconνelνpolisacáridoν

seν pudoν concluirν queν elν CMDex70ν seν encuentraν inmovilizadoν comoν unaν películaν

densamenteνempacadaνconνunaνconcentraciónνsuperficialνdeν51νpmolesνcm-2.ν
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Unaνalternativaνparaνevaluarνlaνincorporaciónνdeνcadaνunoνdeνlosνelementosνqueν

componenνaνlosνelectrodosνmodificadosνesνlaνespectroscopíaνfotoelectrónicaνdeνrayosνX.ν

Losν electrodosν modificados,ν Au/Cys,ν Au/Cys/CMDexν yν Au/Cys/CMDex/ENP,ν

construidosνdeνacuerdoνaνloνdescriptoνenνlaνsecciónνexperimental,νseνanalizaronνenνlasν

regionesνdelνespectroνcorrespondientesνalνAuν4f,νSν2p,νNν1sνyνCν1sνcorrespondientesνalν

sustratoν yν aν losν componentesν principalesν deν losν adsorbatos.ν Enν laν Figuraν 8.3ν seν

presentaνelνespectroνdeνXPSνcorrespondienteνaνlaνregiónνAuν4fνparaνlasνtresνetapasνdeνlaν

modificaciónνdeν losνelectrodos.νObsérveseνcomoνdisminuyeν laν intensidadνdeν laν señalνaν

medidaνqueνseνavanzaνenνlasνdistintasνetapasνdeνlaνconstrucciónνdeνlosνelectrodos.νEsteν

comportamientoνesνconsecuenciaνdelνaumentoνdelνespesorνdelνsustratoνdepositadoνsobreν

laν superficieν delν oro,ν dadoν queν laν intensidadν deν losν electronesν deν unaν dadaν energíaν

cinéticaνdecaeνcomoνunaν funciónνdeν laνdistanciaνdentroνdelν sólidoν[274,ν289].νSiνbien,ν

estosν espectrosν noν proveenν informaciónν respectoν deν laν naturalezaν químicaν deν losν

adsorbatos,νseνponeνenνevidenciaνlaνincorporaciónνdeνmaterialνalνelectrodo.ν

ν
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Figuraν8.3Figuraν8.3Figuraν8.3Figuraν8.3::::νEspectrosνdeνXPSνdeνlaνregiónνAuν4fνdeνlosνelectrodosνmodificadosν

Au/Cys,ν Au/Cys/CMDexν yν Au/Cys/CMDex/ENP.ν Figuraν insertada:ν Evidenciaν

deνlaνadsorciónνdeνcistamina.νEspectroνXPSνdeνlaνregiónνSν2pνdeνAu/Cys.νννν
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Paraν obtenerν informaciónν deν laν naturalezaν químicaν deν losν adsorbatosν

incorporadosνaνlaνsuperficieνdeνoro,νseνrealizaronνespectrosνdeνXPSνdeνlasνregionesνNν

1sν yν Cν 1sν deν losν distintosν electrodosνmodificados.ν Enν laν Figuraν 8.4ν seν presentanν losν

espectrosνobtenidosνconνsusνrespectivasνdeconvoluciones,νparaν losν tresνsistemasνbajoν

estudio.ν

Analizandoν losνcorrimientosνquímicosνpresentesνenν laνseñalνdeνN1sν (Figuraν8.4ν

A)νseνobservanνdosνcomponentesνprincipalesνenνtodosνlosνespectros,νunaνseñalνaν401,5ν

eVνasignableνaνgruposνaminosνprotonadosν[290-292]νoνaminosνqueνpresentanνenlacesν

deνtipoνpuenteνhidrógenoν[291].νyνotraνseñalνaν400,1νeVνconsistenteνconνgruposνaminosν

primariosνlibresν[290-293].νEstaνúltimaνseñalνseνencuentraνmuyνpróximaνalνcorrimientoν

químicoν deν nitrógenoν deν gruposν amidas,ν queν sueleν observarseν aν 0,3ν eVν porν encimaν

[291].νObservandoνelνespectroνdeνAu/Cysνseνevidencianνlasνseñalesνcorrespondientesνalν

grupoν aminoν libreν yν alν aminoν protonadoν delν alcanotiol.ν Enν esteν yν enν losν espectrosν

sucesivos,ν aν valoresν bajosν deν energíaν seν observaν unaν terceraν señalν queν noν seν

correspondeν conν laν estructuraν químicaν deν laν cistamina,ν pudiendoν deberseν aν algunaν

impurezaνprovenienteνdelνreactivoνoνbienνaνalgúnνproductoνdeνreacciónνdeνlaνcistamina.ν

Laνenergíaνaν laνcualν seνobservaνesteνpicoνesνconsistenteνconν laνseñalνqueνseνobservaν

paraνgruposνiminasν(=N+＜)ν[290,ν293].νν

Laν incorporaciónν delν carboximetildextránν seν evidenciaν enν elν espectroν deν

Au/Cys/CMDexνporνunνaumentoνenνlaνseñalνaν401,5νeVνrespectoνdeνlaνseñalνaν400,1νeV.ν

Esteν cambioν enν lasν intensidadesν relativasν deν losν picosν puedeν entenderseν porν laν

formaciónνdeνpuentesνdeνhidrógenoνentreνlosνgruposνaminosνqueνproveeνlaνcistaminaνaνlaν

superficieν yν losν gruposν carbonilosν delν polisacárido.ν Laν señalν deν amidaν queν seν esperaν

observarνproductoνdeνlaνreacciónνdelνCMDexνconνlaνcistaminaνnoνpuedeνdistinguirseνdeν

laνpropiaνseñalνdeνlosνaminosνlibres.νν

Enν elν casoν delν espectroν deν Au/Cys/CMDex/ENPν seν invierteν laν relaciónν deν

señalesν observadaν enν laν etapaν anteriorν deν laν modificaciónν (Au/Cys/CMDex).ν Laν otraν

particularidadνdelνespectroνesνqueνsuνmáximoνseνdesplazaνaνvaloresνdeνmayorνenergíaν

(400,4ν eV).ν Estasν observacionesν sonν consistentesν conν unν granν aumentoν deν laν

concentraciónνsuperficialνdeνgruposνamidaνcomoνconsecuenciaνdeνlaνinmovilizaciónνdeνlaν

proteína.νν

ν

ν

ν

ν
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mi�ura 8U4a Espectros de �wz de hP u 1s y iP C 1s de electrodos modi�icados huVCysS 

huVCysVCtDex y huVCysVCtDexVEuwU    

 

sos espectros de �wz de la re�ión de C 1s de los tres electrodos modi�icados 

Omi�ura 8U4 iP complementan y respaldan la in�ormación ad�uirida de los espectros de la 

re�ión de u 1sU En el espectro de huVCys se o�servan las se÷ales tópicas de C de 

metileno OCo�P y de car�ono unido a nitró�eno de amina OCo2uP a un corrimiento de 

28\S8 y 28^S0 e}S respectivamente �291T293�U En este mismo espectro y tam�iïn en 

los espectros su�si�uientesS aun�ue en menor intensidadS se o�serva una se÷al a 28\S0 

e} �ue no se condice con la estructura �uómica de la cistaminaU Esta se÷al tam�iïn se 
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ha observadoνparaνoroνsinνmodificarνyνpuedeνasignarseνaνresiduosνcarbonososνpropiosν

delνmetalν[291,ν292].νPorνotroνlado,νaν289,0νeVνseνobservaνunaνseñalνdeνbajaνintensidadν

atribuibleνaνlaνformaciónνdeνcarbamatosνcomoνresultadoνdeνlaνreacciónνentreνelνdióxidoν

deν carbonoν yν losν gruposν aminosν deν laν cistaminaν [294-296].ν Aν corrimientosν químicosν

cercanosνaνesteνpicoνsuelenνobservarseν lasνseñalesνcorrespondientesνaνgruposνamidasν

(O=C-N),ν carboxílicosν (O=C-O)ν yν carbonilosν (C=O)ν [291,ν 293].ν Enν elν espectroν

correspondienteν alν electrodoν Au/Cys/CMDexν seν observaν unν aumentoν relativoν deν lasν

señalesνdeνmetilenosν(285.8νeV)νyνalcoholesνoνalcóxidosν(287,0νeV),νconsistenteνconνlaν

adsorciónνdelνpolisacárido.νLaνincorporaciónνdeνlaνproteínaνaνlaνsuperficieνdelνelectrodoν

seν evidenciaν porν unν aumentoν significativoν deν laν señalν aν 289,0ν eVν característicoν deν

gruposνamidas.ννννν

ν

8.3.2ν8.3.2ν8.3.2ν8.3.2ν––––νAdsorciónννAdsorciónννAdsorciónννAdsorciónνdeνLPSdeνLPSdeνLPSdeνLPS----PEGPEGPEGPEG----HRPHRPHRPHRPνννννννν

ν

Enν elν ensayoν presentadoν enν esteν capítulo,ν seν eligióν ENPν comoν elementoν deν

reconocimiento.ν Laν elecciónν seν basaν enν algunasν característicasν importantes,ν esν unaν

proteínaν queν seν uneν yν neutralizaν aν LPSν provenienteν deν diferentesν cepasν bacterianasν

Gram-negativasνtantoνenνensayosνinνvivoνcomoνinνvitroν[41,ν105,ν297],νexisteνcomoνunaν

proteínaν recombinanteν deν S.ν Cerevisiae,ν yν esν altamenteν estable.ν Elν polvoν liofilizadoν

puedeν serν almacenadoν aν -20ν °Cν prácticamenteν porν tiempoν indefinido,ν yν unaν soluciónν

acuosaν puedeν guardarseν aν 2-8ν °Cν duranteν 1ν mesν oν congeladaν aν -20ν °Cν porν variosν

meses.ν Elν otroν componenteν claveν deν esteν ensayoν esν elν conjugadoν LPS-PEG-HRPν

(capítuloν7),νelνelementoνresponsableνdeνgenerarνlaνseñal.νν

Enν unν ensayoν competitivoν balanceado,ν elν conjugadoν deν LPSν debeν poseerν unaν

actividadνendotóxicaνapropiadaνyνbuenaνrelaciónνdeνconjugación.νPorνloνtanto,νlaνsíntesisν

deν esteν derivadoν deν HRPν debeν satisfacerν esasν características.ν Porν otroν lado,ν losν

electrodosνmodificadosνdebenνproporcionarνunaν respuestaνespecífica,νmediadaνenνesteν

casoν porνENP,ν queν seaν significativa,ν yν debenνminimizarν laν señalν correspondienteν aν laν

adsorciónνinespecífica.νDeνestaνforma,νseνbuscaνoptimizarνelνdiseñoνdeνlaνplataformaνdeν

mediciónνdeνmodoνdeνobtenerνunaνbuenaνrelaciónνseñalνespecífica/señalνinespecífica.νν

Enνelν capítuloν4νseνhaνdiscutidoνelνusoνdeνdistintosνpolímerosνhidrofílicosνparaν

disminuirν laν adsorciónν inespecíficaν deν unaν proteínaν hidrofóbicaν modeloν comoν esν laν

neutravidina.ν Muyν buenosν resultadosν seν hanν obtenidoν modificandoν laν superficieν deν

electrodosν deν oroν conν carboximetildextranosν yν polietilenglicoles.ν Enν particular,ν elν

CMDex70νproporcionóνunaνplataformaνmuyνútil,νdadoνqueνsuνusoνdisminuyeνlaνadsorciónν
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inespecíficaν deν laν proteínaν enν unν ordenν deν magnitudν respectoν aν oroν sinν modificar.ν

Además,νentreνlasνbondadesνqueνpresentaνlaνconstrucciónνdeνelectrodosνmodificadosνconν

CMDex70νpodemosνcitarνsuνcapacidadνdeνformarνunaνcapaνdensaνenνlaνcualνelνmediadorν

redoxνmantieneνsuνcomportamientoνreversible,νasíνcomoνlaνposibilidadνdeνunirνmoléculasν

deν reconocimientoν aν travésν deν losν gruposν carboxílicosν usandoν unν simpleν pasoν deν

reacción.ν Elν comportamientoν deν estaν plataformaν seν estudióν respectoν aν laν adsorciónν

inespecíficaν delν LPS.ν Paraν ello,ν arreglosν deν multielectrodosν fueronν modificadosν conν

carboximetildextrán70ν yν seν llevaronν aν caboν ensayosν deν adsorciónν similaresν aν losν

descriptosν enν elν capítuloν 4.ν Enν esteν caso,ν elν usoν delν conjugadoν LPS-PEG-HRPν

proporciona,ν midiendoν laν corrienteν catalíticaν enν presenciaν deν aguaν oxigenadaν yν unν

mediadorνredox,νunaνmedidaνdeνlaνconcentraciónνsuperficialνdeνLPSνadsorbidoνsobreνelν

electrodo.νLaνFiguraν8.5νmuestraνelνcomportamientoνdeνlaνplataformaνseleccionadaνparaν

elνensayoνcompetitivo.νν
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Figuraν8.Figuraν8.Figuraν8.Figuraν8.5555::::ν Corrienteν catalíticaν debidoν aν laν adsorciónν inespecíficaν deν

LPS-PEG-HRPνyνHRPνsobreνdistintosνelectrodos.ν [Os(bpy)2pyCl]PF6ν

=ν20νɆM,ν[H2O2]ν=ν0,9νmM.νν

ν

Laν plataformaν seleccionadaν (Au/Cys/CMDex70)ν paraν realizarν elν ensayoν

competitivoνmuestraνunν comportamientoνefectivo,ν reduciendoν laνadsorciónν inespecíficaν

delν conjugadoνLPS-PEG-HRPνenν5νvecesν respectoν aν electrodosνdeνoroν sinνmodificar.ν

EstaνmismaνsuperficieνseνevaluóνrespectoνdeνlaνadsorciónνdeνHRPνrindiendoνvaloresνdeν
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corrienteν catalíticaν pequeños,ν evidenciandoν queν laν eventualν adsorciónν inespecíficaν deν

HRPνlibreνesνdespreciable.νEnνestosνensayosνdeνadsorciónνinespecífica,νlaνconcentraciónν

deν mediadorν yν peróxidoν deν hidrógenoν permanecenν constantes.ν Enν elν análisisν deν losν

resultados,ν debeν considerarseν queν laν actividadν deν laν enzimaν sinν modificarν esν

aproximadamenteν3νvecesνmayorνqueνlaνcorrespondienteνparaνlaνenzimaνconjugadaνconν

elν LPS.ν Porν loν tanto,ν aν unaν mismaν concentraciónν superficialν deν HRP,ν laν corrienteν

catalíticaν proporcionadaν porν laν enzimaν sinν modificarν seríaν 3ν vecesν mayorν queν laν

correspondienteν paraν laν enzimaν modificadaν conν LPS.ν Estaν observaciónν fortaleceν elν

hechoν deν queν laν superficieν modificadaν conν CMDex70ν seν comportaν satisfactoriamenteν

respectoν deν laν adsorciónν inespecíficaν deν tanto,ν elν LPS-PEG-HRP,ν comoν laν HRP.ν Enν

particularν seν observaν unaν mayorν adsorciónν deν laν enzimaν sobreν losν electrodosν

modificadosν conν elν carboximetildextránν respectoν aν oroν limpio.ν Esteν comportamientoν

podríaνasignarseνaνunaνinteracciónνdeνtipoνelectrostáticaνconsiderandoνlaνcargaνnegativaν

delνCMDexνyνlaνcargaνpositivaνdeνlaνproteínaν(pIν9)νalνpHνdeνlaνadsorciónν(pHν7,4).νDeν

todosνmodos,νalνmargenνdeνlaνmayorνactividadνdeνlaνHRPνnativa,νlasνcifrasνdeνcorrienteν

queν seν obtienenν paraν suν adsorciónν sonν significativamenteν inferioresν aν lasν corrientesν

obtenidasν paraν elν conjugadoν LPS-PEG-HRP,ν denotandoν queν laν superficieν deν oroν

modificadaν conν carboximetildextránν esν unaν buenaν elecciónν paraν elν desarrolloν deν unν

ensayoνdeνreconocimientoνmolecularνenνlasνcondicionesνdescriptas.ν

Laνrespuestaνespecíficaνdelνelectrodoνpudoνevaluarseνincorporandoνelνagenteνdeν

reconocimiento.ν Laν Figuraν 8.6ν muestraν elν resultadoν deν unν experimentoν enν elν cualν

solucionesνdeνdistintaνconcentraciónνdeνENPνseνutilizaronνparaνsuνinmovilizaciónνsobreν

elν electrodoν modificadoν conν elν polisacárido.ν Laν corrienteν catalíticaν generadaν porν laν

presenciaνdelνconjugadoνLPS-PEG-HRPνenνlaνsuperficieνdelνelectrodo,νfueνgraficadaνenν

funciónν deν laν concentraciónν deν ENPν utilizada.ν Puedeν observarseν queν aν bajasν

concentracionesνdeνENPνlaνrespuestaνqueνseνobtieneνesνbajaνyνcoincideνconνelνvalorνdeν

corrienteν queν seν obtieneν paraν unν electrodoν Au/Cys/CMDex70ν sinν modificarν conν laν

proteínaν deν reconocimientoν (300ν ±ν 30ν nAν cm-2).ν Laν diferenciaν entreν laν respuestaν

específicaνyνlaνinespecíficaνseνhaceνpronunciadaνaνmedidaνqueνaumentaνlaνconcentraciónν

deνENPνporνencimaνdeν0,1νɆM.νConsiderandoνqueνelνensayoνrequiereνunνnúmeroνlimitadoν

deν sitiosν deν reconocimientoν disponiblesν paraν laν competencia,ν seν escogióν 1ν µMν comoν

concentraciónν deν ENPν paraν laν modificaciónν deν losν electrodos.ν Laν concentraciónν deν

conjugadoνLPS-PEG-HRPνseleccionadaνfueν5νɆgνmL-1,νdadoνqueνpresentaνunaνrespuestaν

fácilmenteνmedibleνyνestáνporνdebajoνdeνlaνconcentraciónνmicelarνcríticaν[31].ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν 8.8.8.8.6666::::ν Adsorciónν deν LPS-PEG-HRPν 5ν Ɇgν mL
-1ν sobreν electrodosν

Au/Cys/CMDex70/ENP.ν

ν

8.3.3ν8.3.3ν8.3.3ν8.3.3ν––––νEnsayoνcompetitivoνEnsayoνcompetitivoνEnsayoνcompetitivoνEnsayoνcompetitivoνννν

ν

Enνlasνcondicionesνdescriptasνenνlaνsecciónν8.2.5νseνprosiguióνaνlaνrealizaciónνdelν

ensayoν competitivo.ν Enν esteν ensayo,ν laν superficieν conν elν agenteν deν reconocimientoν

inmovilizadoνseνponeνenνcontactoνconνunaνmezclaνdeνLPS-PEG-HRPνyνLPS,νlosνcualesν

competiránν porν losν sitiosν deν uniónν aνENPν (Figuraν 8.7).ν Paraν altasν concentracionesν deν

LPS,ν seν esperaν queν unaν cantidadν nulaν deν conjugadoν seν unaν aν losν sitiosν deν

reconocimientoνyνlaνseñalνcaigaνaνcero,νmientrasνqueνparaνmuyνbajasνconcentracionesνdeν

LPS,ν unaνelevadaν concentraciónνdeνLPS-PEG-HRPν interaccionaráν conνENPνyν laν señalν

seráν máxima.ν Enν consecuenciaν laν señalν seráν inversamenteν proporcionalν aν laν

concentraciónνdeνLPSνenνlaνsolución.ν

LaνFiguraν8.8νmuestraνlaνcurvaνdeνcalibraciónνlogarítmica,νdeνcorrienteνcatalíticaν

aν potencialν constanteν enν funciónν deν laν concentraciónν deν LPS,ν resultadoν delν ensayoν

competitivoνentreνLPSνyνLPS-PEG-HRP,ν paraν unaν concentraciónν fijaν deν conjugadoνdeν

5000ν ngν mL-1.ν Laν formaν deν laν curvaν noν seν correspondeν conν laν típicaν formaν queν seν

esperaνparaνunνensayoνcompetitivoνcomoνhaνsidoνdescriptoνenνlaνsecciónν2.4.νSuνformaν

esνcaracterísticaνdeνlaνsituaciónνparticularνcuandoνexisteνunνdefectoνdeνreceptoresνenνlaν

superficieνdelνelectrodoν(secciónν2.4νFiguraν2.12).νPorνotroνlado,νelνcambioνpronunciadoν

deν señalν enν unν intervaloν pequeñoν deν concentracionesν esν consistenteν conν laν fuerteν
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interacciónνdelνreceptorνconνelνlípidoνAνdelνLPSν(Kdν≈ν10
-10νM-1ν[298])ν[113].νEstudiosν

previosνdeνesteνsistemaν[122],ν indicanνqueνENPν formaνunνcubrimientoνcompletoνdeν laν

superficieν enν lasν condicionesν utilizadasν enν esteν ensayo.ν Porν loν tanto,ν laν respuestaν

observadaνenνlaνcurvaνdosis-respuestaνnoνseríaνconsecuenciaνdeνunaνbajaνconcentraciónν

deνreceptorνenνlaνsuperficie,νsinoνdeνlaνcapacidadνdeνlosνmismosνparaνinteraccionarνconν

elν LPS.ν Enν esteν sentido,ν debeν considerarseν laν orientaciónν yν exposiciónν deνENPν enν laν

superficieν delν electrodo.νSuν inmovilizaciónν involucraν laν uniónν covalenteν aν laνmatrizν deν

carboximetildextránν aν travésνdeν laν reacciónνdeν losν gruposν aminosνdeν lasν lisinasνdeν laν

proteínaν yν losν gruposν carboxílicosν delν polímero.ν Enν consecuencia,ν elν procesoν deν

inmovilizaciónν yν laν ubicaciónν delν receptorν enν laν estructuraν delν polisacáridoν puedenν

afectarν suν capacidadν paraν reconocerν alν analito.ν Porν loν tanto,ν elν comportamientoν

observadoνpodríaνserνconsecuenciaνdeνunaνbajaνconcentraciónνdeνreceptoresνcapacesνdeν

interaccionarνeficientementeνconνelνanalito.νEstasνobservacionesνponenνenνevidenciaνlaν

trascendenciaνdeνlaνetapaνdeνinmovilizaciónνdeνENP.νNaturalmente,νlaνcalidadνdelνajusteν

deν laν curvaν utilizandoν laν ecuaciónν 2.18ν (secciónν 2.4)ν seν veráν afectada.ν Sinν embargo,ν

puedenνobtenerseνparámetrosνrelevantesνrespectoνdelνcomportamientoνdelνsistema.νννννν

ννν

ν

νννν
FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν8.8.8.8.7777::::νPlacaνdeνmultielectrodosνyνesquemaνdelνensayoνcompetitivoνentreνLPSνyνLPS-HRP.ν

ν

Laνecuaciónν2.18,νY=(A-D)/[1+(x/C)B]+D,νcomoνseνintrodujoνenνlaνsecciónν2.4,ν

permiteνajustarνlaνrespuestaνexperimetalνdelνensayoνcompetitivo.νEnνestaνecuación,νAνesν

elν valorνmáximoνdeν corrienteν catalítica,νBν esν laν pendienteνdeν laν curvaνenνelν puntoνdeν

inflexión,νCνesνlaνconcentraciónνdeνanalitoνdeνpuntoνdeνinflexiónνyνDνesνelνvalorνmínimoν
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de corriente catalítica.νElνparámetroνC,νenνlaνprácticaνcorrespondeνaνlaνconcentraciónνdeν

LPSνqueνdisminuyeνlaνseñalνmáximaνalν50%,νIC50%.ννν

ν
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mi�ura mi�ura mi�ura mi�ura 8.8.8.8.8888aaaa Curva de competencia. Ensayo competitivo llevado a ca�o entre 

LPSTPEnToyP O5 »� mLT1b 0,Z |E n�T1P y concentración varia�le de LPS O1,Y 

|E n�T1P. Ecuación de a�ustea � d OhTDPV�1ROxVCPi�RD. Parámetros del a�ustea 

h d 1]8] ± 101, D d 1^] ± Y`, i d 1,Z ± 0,Z y C d 0,05 ± 0,0Y. Las corrientes 

in�ormadas son un promedio de al menos dos electrodos independientes. 

 

Dada la competencia entre el LPS y el LPS con�u�ado por los sitios de unión 

especí�icos so�re los electrodos, a mayor concentración de LPS, se o�serva menor 

señal de corriente y viceversa. h muy �a�as concentraciones de LPS, la señal o�servada 

es máxima de�ido a que el con�u�ado se encuentra unido a todos los sitios disponi�les 

so�re la super�icie. En este caso, la concentración de LPS es lo su�icientemente �a�a 

como para que no �aya competencia. Para concentraciones de LPS superiores a 0,01 n� 

mLT1 la señal disminuye producto de la competencia entre el LPS y el LPS con�u�ado. h 

elevadas concentraciones de analito, el con�u�ado se �aya prácticamente despla¡ado de 

los sitios de unión. Sin em�ar�o, la señal no cae a cero como predice el modelo sino que 

alcan¡a un valor constante que se corresponde con la adsorción inespecí�ica. Para 

concentraciones de LPS mayores que 10 n� mLT1, la señal se mantiene constante, 

tornándose insensi�le al cam�io en la concentración, lo cual representa una limitación al 

ensayo. h �a�as concentraciones de analito, el ensayo se muestra muy sensi�le al 
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cambioν deν concentración,ν generandoν unaν importanteν disminuciónν deν laν señalν entreν

muestrasνqueνcontienenν0,01νyν0,1νngνmL-1νdeνLPS.νNóteseνqueνelνensayoνpresentaνunν

aceptableνcomportamientoνdentroνdelν intervaloνdeνconcentracionesνentreν0,01νyν10νngν

mL-1.νLaνsensibilidadνdelνensayo,νexpresadaνcomoνlaνconcentraciónνdeνLPSνqueνreduceν

laν señalνmáximaνdelνensayoνalν 50ν%ν (IC50%)νesνdeν (0,05ν±ν0,02)νngνmL
-1.νComoνseνhaν

comentadoν enν laν secciónν 2.4,ν elν criterioν habitualν utilizadoν paraν calcularν elν límiteν deν

detecciónν correspondeν aν laν concentraciónν deν analitoν queν reduceν laν señalν alν 90ν%ν delν

máximoν (IC90%).ν Enν esteν caso,ν dadaν laν característicaν deν laν respuestaν observada,ν unν

criterioν másν conservadorν esν considerarν comoν límiteν deν detecciónν elν valorν

correspondienteν aν laν IC50%.ν Esteν valor,ν conociendoν laν actividadν endotóxicaν delν LPSν

empleado,ν correspondeν aν (0,06ν ±ν 0,02)ν UEν mL-1,ν cifraν significativamenteν inferiorν alν

valorν límiteν establecidoν porν lasν Farmacopeasν Americanaν yν Sueca,ν paraν drogasν

inyectablesν(0,25νEUνmL-1)ν[149].ν

Obsérveseν laν bajaν dispersiónν deν losν valoresν presentadosν enν laν curvaν deν

calibración.ν Estosν resultadosν ponenν deν manifiestoν elν buenν comportamientoν deν laν

plataformaν multielectrodosν respectoν aν laν reproducibilidadν delν sistema.ν Unν

comportamientoν similarν yaν seν habíaν evidenciadoν enν elν procesoν deν construcciónν delν

arregloνdeνelectrodosν(secciónν3.6).ν

ν

8.4ν8.4ν8.4ν8.4ν----ννννSumarioSumarioSumarioSumarioνννν

ν

Elν estudioν presentadoν enν esteν capítuloν exploraν exitosamenteν laν posibilidadν deν

determinarν bajasν concentracionesν deν endotoxinasν empleandoν unaν estrategiaν deν

reconocimientoν químicoν aν travésν deν unν ensayoν competitivo.ν Enν esteν sistemaν seν

modificaronνsuperficiesνdeνoroνconνcarboximetildextránν(70νkDa)νobteniendoνresultadosν

satisfactoriosν respectoνdeν laν adsorciónν inespecíficaν deν losν analitosν involucradosνenνelν

ensayo.νPorνotroνlado,νlaνmatrizνdeνpolisacáridoνpermiteνlaνgeneraciónνdeνunaνsuperficieν

conν reconocimientoνespecíficoνdeνLPS,νmediadaνporν unaνversiónν recombinanteνdeνunaν

proteínaν antimicrobianaν presenteν enν elν sistemaν inmuneν delν cangrejoν herradura.ν Elν

ensayoν seν llevóν aν caboν empleandoν unaν concentraciónν constanteν delν conjugadoν LPS-

PEG-HRPνyνLPSνpresenteνenν laνmuestra,ν permitiendoν laν detecciónνdeνendotoxinasνenν

bajasνconcentracionesνenνunνensayoνalternativoνalνcomúnmenteνempleadoνLALνtest.ννν

Laνcombinaciónνdelνsistemaνmultielectrodos,νelνusoνdeνcarboximetildextránνyνelν

conjugadoν sintetizadoν muestranν unaν importanteν mejoraν respectoν deν losν ensayosν

realizadosνpreviamenteν[148].νEntreνlosνaspectosνmásνdestacadosνdelνensayoνpodemosν
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citar:νsuνaltaνreproducibilidad,νsuνbajoνlímiteνdeνdetección,νsuνbajaνseñalνinespecíficaνyνlaν

marcadaνdiferenciaνentreνlaνcorrienteνmáximaνyνmínima.νν

Enν elν próximoν capítuloν seν presentaráν unν análisisν másν minuciosoν delν sistemaν

descripto.νν

ν

ν

ν
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9.1 9.1 9.1 9.1 –––– ConjugadosννConjugadosννConjugadosννConjugadosνdeνLPSdeνLPSdeνLPSdeνLPSνννν

ν

Laν síntesisν deν conjugadosν conν unν buenν gradoν deν funcionalizaciónν yν queν

conservenνsuνactividadνendotóxicaνrepresentaνunoνdeνlosνejesνcentralesνdeνesteνtrabajoν

deν tesis.ν Elν usoν deν derivadosν deν LPSν noν seν limitaν alν desarrolloν deν sistemasν paraν laν

detecciónν deν endotoxinas,ν sinoν queν encuentraν unν amplioν campoν deν aplicaciónν enν elν

estudioνdeνrutasνmetabólicasν[151-153],νelucidaciónνdelνmecanismoνdeνlaνsepsisν[299,ν

300],ν fisicoquímicaν deν suν agregaciónν [33]ν yν suν interacciónν conν moléculasν deν

reconocimientoν[61,ν148]νoνsuperficiesνmarcadasν[154].νEnνtodasνestasνáreasνlaνcalidadν

deνlosνconjugadosνpuedeνsignificarνlaνdiferenciaνentreνelνéxitoνyνelνfracasoνdeνunνestudioν

determinado.νEsνimportanteνdisponerνdeνrutasνsintéticasνqueνpermitan,νnoνsoloνobtenerν

derivadosν deν LPSν biológicamenteν activosν yν modificadosν conν buenν rendimiento,ν sinoν

tambiénνqueνposibilitenνsuνmarcaciónνconνunaνampliaνgamaνdeνsondas,νnoνrestrictivaνaν

compuestosν fluorescentes.ν Estoν últimoν haceν posible,ν deν acuerdoν aν losν requisitosν delν

estudioνaνrealizar,νseleccionarνoνsintetizarνelνderivadoνmásνconveniente.ν

Losνgruposνfuncionalesνaminoνprimario,νhidracinaνeνhidracidaνestánνpresentesνenν

unaν granν variedadν deν moléculasν fluorescentes,ν enzimas,ν proteínasν oν péptidos,ν

anticuerposν yν moléculasν espaciadoras.ν Enν consecuencia,ν desarrollarν métodosν deν

derivatizaciónν deν LPSν queν involucrenν aν moléculasν conν estosν gruposν funcionalesν

proporcionaνunνabanicoνdeνposibilidadesνrespectoνdeνlaνmarcaciónνdeνLPSνconνunaνgranν

variedadνdeνsondas.ν

Laν literaturaνcientíficaν respectoνaν laνconjugaciónν deνproteínasνporνmodificaciónν

deνgruposνfuncionalesνaldehídos,νcarboxílos,νaminosνoνtiolesνesνamplia;νmientrasνqueνlaν

informaciónν relativaν aν laν modificaciónν deν polisacáridosν esν másν limitadaν yν seν refiereν

principalmenteνaνsuνoxidaciónνconνperiodato.νComoνseνhaν introducidoνenνelνcapítuloν1,ν

sonν muyν acotadosν losν procedimientosν sintéticosν deν modificaciónν deν LPSν lisoν paraν laν

obtenciónνdeνconjugados.νElνmayorνnúmeroνdeνmétodosνparaνsuνobtenciónνestáνlimitadoνaν

LPSν detoxificadoν oν provenienteν deν cepasνmutantes.ν Estosν hechosν puedenν entenderseν

considerandoν laν complejidadν queν representaν laν moléculaν deν lipopolisacárido,ν noν soloν

respectoν deν suν estructuraν química,ν sinoν tambiénν deν suν comportamientoν micelar,ν

sobretodoνenνsoluciónν acuosa.νAdicionalmente,ν todaνmodificaciónνquímicaνqueνseνhagaν

debeν serν loν suficientementeν moderadaν deν formaν talν deν noν afectarν suν actividadν

endotóxica.ννν

Nuestroνprimerνintentoνdeνconjugarνalνlipopolisacáridoνinvolucróνsuνoxidaciónνconν

periodatoν deν sodio,ν seguidaν deν unaν etapaν deν conjugaciónνmedianteν unaν sondaν conν unν



 

Desarrollo de un Ensayo Competitivo para la Detección de Endotoxinas 

 
 

 194 

grupoν hidracidaν oν hidracina.ν Porν estaν víaν seν sintetizaronν conjugadosν conν biotinaν yν

dansilo.ν Elν usoν deν unaν sondaν fluorescenteν comoν elν dansiloν permitióν encontrarν lasν

condicionesν deν reacciónνmásν propiciasν paraν laν síntesisν delν derivadoν conν biotina.ν Estaν

estrategiaνposeeνlaνventajaνdeνutilizarνunaνmoléculaνpequeñaνcomoνsonda,νpresentandoνaν

suνvezνelνgrupoνfuncionalνhidracina,νelνcualνesνmásνconvenienteνqueνelνgrupoνaminoνanteν

laνelecciónνdeνlasνcondicionesνdeνtrabajo.νLaνadiciónνdelνcompuestoνnitrogenadoνbásicoν

alν carbonoν carbonílicoν implicaν unν ataqueν nucleofílico.ν Laν protonaciónν delν oxígenoν

carbonílicoνhaceνalνcarbonoνcorrespondienteνmásνsusceptibleνalνataqueνporνelνnucleófilo.ν

Porν loνtanto,νenν loνqueνconcierneνalνcompuestoνcarbonílico,ν laνadiciónνseνfavoreceνconν

unaνacidezνelevada.νSinνembargo,νelνderivadoνamoniacalνtambiénνpuedeνprotonarseνparaν

formarνelν iónν+H3N-R,νqueνcareceνdeνelectronesνnoνcompartidos,νdeνmodoνqueνdejaνdeν

serνnucleófilo.νLasνhidracinasνalifáticasνsonνbasesνmásνdébilesν(pKaν≈ν8)νqueνlasνaminasν

alifáticasν(pKaν≈ν10).νEstaνpropiedadνpermiteνtrabajarνaνvaloresνdeνpHνdondeνseνfavoreceν

laν protonaciónν delν oxígenoν carbonílicoν sinν afectarν significativamenteν laν capacidadν

nucleofílicaνdeνlaνhidracina.νν

Elν conjugadoν LPS-biotinaν obtenidoν presentóν unν buenν nivelν deν conjugaciónν (50ν

nmolesν biotinaν porνmgν deν LPS)ν yν unaν actividadν endotóxicaν aceptableν (0,08νUEν ng-1),ν

peroνsignificativamenteνinferiorνaνlaνdelνLPSνutilizadoνparaνsuνsíntesisν(0,4νUEνng-1).νSinν

embargo,νsuνpotenciaνpirógenaνresultóνserνsuperiorνaν laνdelνconjugadoνcomercialνLPS-

HRPν(0,012νUEνng-1)ν (AlerCHEKνInc.)νutilizadoνpreviamenteνenνunνensayoνcompetitivoν

amperométricoν [148].ν Laν síntesisν deν LPS-biotinaν posibilitóν elν desarrolloν deν unν

procedimientoνalternativoνalνensayoνcompetitivoνprecedenteν[164].νLosνdetallesνdeνesteν

métodoνdeνcuantificaciónνdeνendotoxinasνseνdiscutiránνmásνadelante.ν

Otraν deν lasν alternativasν empleadasν consistióν enν laν oxidaciónν enzimáticaν deν losν

alcoholesν primariosν presentesν enν laν galactosaν delν LPSν medianteν laν enzimaν galactosaν

oxidasa.νComoνfueνdetalladoνenν laνsecciónν5.2.2.1,νsiνbienν laνenzimaνfuncionaνconνmuyν

buenνrendimientoνenνmonosacáridosνdeνgalactosa,νelνrendimientoνdeνlaνreacciónνconνLPSν

esνprácticamenteνnulo.νν

Considerandoν laνtendenciaνdelνLPSνaν formarνagregados,νotraνdeν lasνestrategiasν

evaluadasν seν centróν enν reaccionesν queν seν llevenν aν caboν sobreν polisacáridosν enν faseν

heterogénea.νUnνmétodoνeficiente,νutilizadoνhabitualmenteνenνlaνmodificaciónνdeνagarosaν

paraνlaνpreparaciónνdeνcolumnasνdeνafinidad,νesνelνusoνdeνBrCN.νElνBrCNνpromueveνlaν

activaciónν deν losν gruposν hidroxilosν delν carbohidratoν generandoν unν ésterν cianato,ν queν

luegoν puedeν hacerseν reaccionarν conν unaν moléculaν conteniendoν unν grupoν hidracida,ν

hidracinaνoνaminoνprimario.νEsteνprocedimientoνdioνlugarνaνlaνsíntesisνdeνunνderivadoνdeν
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LPS con dansilo con un excelente nivel de conjugación,ν correspondienteν aν laν

incorporaciónν deν 330ν nmolesν deν fluoróforoν porν mgν deν LPS,ν conservandoν ademásν unνννννν

90ν%νdeνsuνactividadνendotóxicaνoriginalν (1,7νUEνng-1).νEsteνresultadoνrepresentaνunaν

notoriaνmejoraνrespectoνdeνlosνderivadosνdeνLPSνqueνpuedenνhallarseνcomercialmente.ν

Porν ejemplo,ν Sigmaν ofreceν unν productoν queν presentaν unaν conjugaciónν máximaν deν 26ν

nmolesνdeνFITCνporνmgνdeνLPSνdeνE.νColi.νEnν formaνsimilar,νTobiasνyνcolaboradoresν

hanν informadoν laν síntesisν deν conjugadosν deν LPSν Re595ν (S.ν Minnesota)ν conν FITCν

obteniendoνunaνrelaciónνdeνconjugaciónνdeν130νnmolesνporνmgνdeνLPSν[152];νTroelstraν

yνcolaboradoresνhanνpresentadoνtambiénνlaνsíntesisνdeνLPSνRe595νconνFITCνobteniendoν

resultadosν comparablesν aν losν últimosν [151].ν Respectoν deν nuestrosν propiosν

antecedentes,ν laν relaciónν deν derivatizaciónν informadaν aquíν esν considerablementeν

superiorν aν laν queν seν obtuvoν porν elν tratamientoν oxidativoν conν periodato.ν Elν conjugadoν

sintetizadoν deν esaν forma,ν utilizandoν LPSν provenienteν deν laν mismaν cepaν bacteriana,ν

presentabaνunaνrelaciónνdeνconjugaciónνdeν50νnmolesνdeνbiotinaνporνmgνdeνLPS,νyνunaν

actividadνbiológicaνsignificativamenteνinferiorν[164].ν

Porν otroν lado,ν conν unν procedimientoν similarν seν sintetizóν unν conjugadoν deν LPSν

conνHRP,νenνprimeraνinstanciaνenνformaνdirecta,νyνenνotroνprocedimiento,νintroduciendoν

previamenteνaν laνenzimaνunaνmoléculaνespaciadoraνbifuncional.νEnνesteνúltimoνcaso,νelν

rendimientoνdeνconjugaciónνdelνLPSνfueνmuyνsatisfactorio,νrindiendoν28νnmolesνdeνHRPν

porν mgν deν LPS,ν yν conservandoν unν 65ν %ν deν laν actividadν endotóxicaν original.ν Deν losν

resultadosν expuestosν enν laν secciónν 6.3.2ν seν pusoν enν evidenciaν queν aν loν largoν deν laν

síntesisνdeνLPS-PEG-HRPνseνproduceνunaνpérdidaνsignificativaνdeνlaνactividadνcatalíticaν

deν laν enzima;ν laν cualν representaν unaν limitaciónν enν laν aplicaciónν deν esteν conjugadoν enν

ensayosνcompetitivosνamperométricosνcomoνlosνdescriptosνenνelνcapítuloν1.νAunqueνesν

claroν queν laν utilizaciónν deν unaν moléculaν espaciadoraν bifuncionalν presentaν ventajasν

respectoνaνlaνconjugaciónνdeνLPSνconνHRP,νlaνnumerosaνcantidadνdeνpasosνsintéticosνy,ν

enν particularν losν solventesν empleadosν enν laν modificaciónν deν laν enzima,ν generaν unaν

elevadaνreducciónνdeνlaνactividadνenzimática.νAνpesarνdeνesto,νpuedeνaplicarseνsobreνelν

conjugado,ν unν procedimientoν convencionalν deν reveladoν porν actividadν deν peroxidasaν

(Figuraν6.11νB).ν

Unoνdeν losνpuntosνclaveνdeνestaνsíntesisνconvergeνenνelνsolventeνoνmezclaνdeν

solventesν queν seν utiliza.ν Laν elecciónν deν unaν mezclaν deν acetona-aguaν comoν solventeν

funcionaν correctamente.ν Estaν elecciónν constituyeν unν compromisoν entreν dosν posiblesν

escenarios,ν unoν esν elν usoν deν acetonaν pura,ν dondeν laν peroxidasaν presentaν bajaν

solubilidad;νelνotroνcorrespondeνaνlaνutilizaciónνdeνunνsolventeνacuoso,νenνdondeνelνLPSν
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no solo posee una mayor tendencia a formarν agregados,ν sinoν queν además,ν unaν vezν

activadoν rápidamenteν seν desactivaν dandoν lugarν aν carbamatosν inertesν [253].ν Otroν

aspectoν aν tenerν enν cuentaν esν queν enν acetonaν acuosaν laν temperaturaν deν laν etapaν deν

activaciónνdeν losνgruposνhidroxilosνconνelνcomplejoνbromuroνdeνN-ciano-trietilamonioν

puedeνmantenerseνbaja,νevitandoνlaνrápidaνdescomposiciónνdelνcomplejoνporνencimaνdeν

-10ν°Cν[301].νSeνhaνempleadoνelνmismoνprotocoloνdescriptoνenνlaνsecciónνexperimental,ν

peroν usandoν aguaνMilliQν comoν solvente.ν Enν estasν condiciones,ν laν conjugaciónν deν LPSν

conνdansiloνdaνlugarνaνunνconjugadoνconνapenasν5νnmolesνdelνfluoróforoνporνmgνdeνLPS;ν

enν elν casoν deν laν modificaciónν conν HRPν elν rendimientoν fueν nulo.ν Además,ν laν mezclaν

acetona-aguaνpermiteνtrabajarνmásνconvenientementeνconν laνmayoríaνdeν lasνmoléculasν

fluorescentesνsinνpérdidaνdeνlaνactividadνbiológicaνdelνLPS.ν

Finalmente,ν estaν efectivaν modificaciónν conν moléculasν conteniendoν gruposν

hidracinaν oν aminoν primarioν noν soloν permiteν seleccionarν laν moléculaν fluorescenteν deν

acuerdoν aν laν longitudν deν ondaν deν excitaciónν y/oν emisiónν requeridaν paraν unν estudioν

particular,ν sinoν queν tambiénν permiteν elν usoν deν otrasν técnicasν comoν elν reveladoν porν

actividadν [302],ν luminiscenciaν [303]ν oν amperometríaν [304],ν queν enν conjuntoν

constituyenνherramientasνmuyνimportantesνparaνelνestudioνdeνlasνpropiedadesνquímicasν

yνbiológicasνdelνLPS.νν

Aνpesarνdeνtodasν lasνventajasνqueνproporcionóνelνusoνdeνBrCNνenν laνobtenciónν

deνderivadosνdeνLPSνconνdistintasνsondas,νexistenνalgunosνinconvenientes.νElνBrCNνesν

unoν deν losν reactivosν másν peligrososν deν manipularν enν elν laboratorio,ν laν reacciónν deν

activaciónνdebeνrealizarseνaν-15ν°C,νloνqueνlimitaνelνusoνdeνciertosνreactivos,νacotandoν

laν elecciónν deν unν solventeν oν mezclaν deν solventesν adecuados.ν Deν losν resultadosν

obtenidosνenνlaνsecciónν6.3.2νquedóνdemostradoνqueνlasνcondicionesνdeνreacciónνnoνsonν

lasνmásνadecuadasνsiνseνintentaνmodificarνLPSνconνHRP.νννν

Laν activaciónν deν losν gruposν hidroxilosν deν unν carbohidratoν tambiénν puedeν

lograrseνempleandoνCDAP.νElνusoνdeνCDAPνproporcionaνlaνposibilidadνdeνllevarνaνcaboν

laνactivaciónνyνmodificaciónνdeνunνpolisacáridoνenνsolventeνacuoso,νsiendoνmásνadecuadoν

paraνlaνconjugaciónνdeνenzimas.ννSinνembargo,νcuandoνseνextiendeνesteνprocedimientoνalν

LPS,ν suν agregaciónν seν convierteν enν unν factorν determinanteν enν elν rendimientoν deν

reacción.νElνusoνdeνcompuestosνanfifílicos,νparticularmenteνNaDC,νpermitióνsortearνesteν

impedimentoν posibilitandoν laν síntesisν deν conjugadosν deν LPSν conν dansiloν yν conν HRP,ν

previaνmodificaciónνconνunaνmoléculaνPEGνespaciadora.νConνestaνalternativaνsintética,ν

seν obtuvoν unν derivadoν deν LPSν conν HRPν conν excelenteν relaciónν deν conjugación,ν unaν

satisfactoriaν actividadν enzimática,ν yν muyν buenaν actividadν pirógena,ν 0,3ν UEν ng-1,ν queν
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representaν laν conservaciónν delν 60ν %ν deν laν actividadν originalν deν laν fracciónν deν LPS.ν

Obsérvenseν lasν excelentesν característicasν delν conjugadoν sintetizadoν enν relaciónν aν

diversosνconjugadosνcomercialmenteνdisponiblesν(Tablaν9.1).νEsνnotableνlaνdiferenciaνenν

actividadνendotóxicaνqueνexisteνentreν nuestroνconjugadoνLPS-PEG-HRPνyνunνanálogoν

comercializadoν porν AlerCHEKν Inc.ν Enν loν queν respectaν aν laν actividadν biológicaν deν laν

peroxidasa,νesνesteνúltimoνconjugadoνelνqueνpresentaνunaνventajaνsignificativa.νPierceν

comercializaνunνderivadoνdeνneutravidinaνconνHRPνconνunaνactividadνenzimáticaνdeν120ν

Uν mg-1,ν muyν similarν aν laν informadaν paraν nuestroν conjugado,ν siendoν enν suν casoν unν

derivadoνnetamenteνproteico,νsinν lasνcomplicacionesνqueνintroduceνlaνquímicaνdelνLPS.ν

Sigma,νporνotroνlado,νcomercializaνunaνserieνdeνconjugadosνdeνLPSνdeνE.νColiνO26-B6ν

conν FITC,ν unaν moléculaν significativamenteν másν pequeñaν queν laν peroxidasa,ν conν

relacionesνdeνconjugaciónνsimilaresνaνlasνcorrespondientesνaνnuestroνderivado.ν

ν

MuestraMuestraMuestraMuestra [Proteínas][Proteínas][Proteínas][Proteínas] [Proteínas][Proteínas][Proteínas][Proteínas] ConjugaciónConjugaciónConjugaciónConjugación Act.νEnzimáticaAct.νEnzimáticaAct.νEnzimáticaAct.νEnzimática Act.νEndotóxicaAct.νEndotóxicaAct.νEndotóxicaAct.νEndotóxica

(Bradford)(Bradford)(Bradford)(Bradford) (Abs.ν403νnm)(Abs.ν403νnm)(Abs.ν403νnm)(Abs.ν403νnm) (nmolesνsonda(nmolesνsonda(nmolesνsonda(nmolesνsonda

porνmgνdeνpolímero)porνmgνdeνpolímero)porνmgνdeνpolímero)porνmgνdeνpolímero)

LPS-HRP
(AlerCHEK)

LPS-FITC
(Sigma) sdν*- - 5,2ν-ν25,7ν

* -

0,30ν±ν0,05

nd nd nd 250ν±ν15ν* 0,012ν±ν0,006

(UEνng(UEνng(UEνng(UEνng-1-1-1-1))))(Uνmg(Uνmg(Uνmg(Uνmg-1-1-1-1))))

98ν±ν8

120ν±ν10 0,30ν±ν0,05

225ν±ν15

178ν±ν4

29ν±ν4

21ν±ν3
(400νɆgνmL-1)

LPS-PEG-dHRP

ν(ɆgνmLν(ɆgνmLν(ɆgνmLν(ɆgνmL-1-1-1-1)))) ν(ɆgνmLν(ɆgνmLν(ɆgνmLν(ɆgνmL-1-1-1-1))))

ν
*νDatosνdelνproveedor.νnd:νnoνdeterminado.νsd:νsinνdatos.ν

ν
TablaνTablaνTablaνTablaν9999....1111::::νComparaciónνentreνelνconjugadoνLPS-PEG-HRPνyνconjugadosνcomerciales.ν

ν

Optimizandoν lasν condicionesν deν oxidaciónν deν laν enzimaν pudoν obtenerseν unν

derivadoνLPS-PEG-HRPνconνunaνactividadνenzimáticaνcorrespondienteνaνunνtercioνdeνlaν

actividadν original,ν loν queν constituyeν unaν notableν mejoraν respectoν aν suν análogoν

sintetizadoν víaνBrCN.νElν usoν deν unν agenteν capazν deν activarν losν gruposν hidroxilosν delν

LPSνenνmedioν acuosoνpermitióν realizarν laν conjugaciónν conνperoxidasaνenνunν ambienteν

másν convenienteν paraν laν enzima.ν Nóteseν queν elν cambioν deν solventeν tieneν ademásν unν

efectoνsignificativoνsobreνelνrendimientoνdeνconjugación.νEnνelνcasoνdelνBrCN,νelνusoνdeν

unaν mezclaν acuosaν deν acetonaν favoreceν laν incorporaciónν delν dansiloν rindiendoν 330ν

nmolesν deν fluoróforoν porν mgν deν LPS.ν Sinν embargo,ν empleandoν unν medioν netamenteν
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acuoso, la incorporación de dansilo se reduce a un tercio en el mejorνdeνlosνcasos,ν110ν

nmolesνdeνfluoróforoνporνmgνdeνLPS.νSiνbienνlaνcomparaciónνdeνlosνagentesνactivantesν

noνesνtanνtrivial,νelνusoνdeνacetonaνcomoνmedioνdeνreacciónνbeneficiaνlaνdisoluciónνdelν

dansiloν favoreciendoν suν conjugaciónν conν elν LPSν activadoν mientrasν queν elν usoν deν unν

medioνacuosoνpromueveν laνagregaciónνdelνLPSνdificultandoνsuνmodificación.νEstasνdosν

condicionesνfacilitanνlaνincorporaciónνdelνdansiloνalνLPSνenνunνambienteνorgánico.νEnνelν

casoν deν laν modificaciónν deν LPSν conν HRP,ν ambasν estrategiasν proveenν resultadosν

similares,ν peroν conν unaν claraν diferenciaν aν favorν delν derivadoν obtenidoν conν CDAPν

respectoνaνlaνconservaciónνdeνlaνactividadνenzimática.νEnνesteνúltimoνcaso,νsiνbienνelνusoν

deνunνmedioνdeνreacciónνacuosoνbeneficiaνlaνdisoluciónνdeνlaνenzima,νtambiénνdificultaνlaν

incorporaciónνdeνHRPνalνLPS,νdadoνqueνseνfavoreceνlaνagregaciónνdelνmismo.νν

Elν usoν deν CDAP,ν comoν seν haν introducidoν enν elν capítuloν 7,ν esν unaν excelenteν

alternativaνalνBrCNνenν laνsíntesisνdeνderivadosνdeνLPSνconνglicoproteínasνenνgeneral.ν

Noν soloν proveeν unaν alternativaν menosν peligrosaν sinoν queν ademásν permiteν emplearν

mediosνdeνreacciónνacuosos,νsiendoνéstos,νambientesνmásνadecuadosνparaνtrabajarνconν

enzimas.νLaνprincipalνobjeciónνqueνtieneνesteνmedioνesνqueνfavoreceν laνagregaciónνdelν

LPSν dificultándoseν suν modificación.ν Sinν embargo,ν hemosν demostradoν queν usandoν

agentesν anfifílicosν enν lasν condicionesν adecuadasν puedeν superarseν esteν inconvenienteν

permitiendoν laν obtenciónν deν conjugadosν conν propiedadesν catalíticasν yν endotóxicasν

satisfactorias.ν

ν

9.2ν9.2ν9.2ν9.2ν––––νEnsayosνparaνlaνdetecciónνdeνendotoxinasνEnsayosνparaνlaνdetecciónνdeνendotoxinasνEnsayosνparaνlaνdetecciónνdeνendotoxinasνEnsayosνparaνlaνdetecciónνdeνendotoxinasνννν

ν

Comoνseνhaνintroducidoνenνelνcapítuloν1,νexisteνunνgranνinterésνenνelνdesarrolloν

deν sistemasν específicosν deν detecciónν deν endotoxinasν comoν alternativaν aν lasν distintasν

variantesνdelνensayoνLAL.νEsteνhechoνesνmotivadoνporν laνelevadaνtoxicidadνdelνLPSνyν

porνlasνdesventajasνdeνlosνsistemasνdeνdetecciónνbasadosνenνelνlisadoνdeνamebocitosνdelν

Limulusν Polyphemus.ν Enν losν últimosν añosν seν hanν propuestoν algunasν opcionesν paraν laν

detecciónνdeνendotoxinasνenνbajasνconcentraciones,νsinνembargo,νaúnνningunaνdeνellasν

seνhaνintroducidoνenνlaνpráctica.ν

Enν estaν áreaν deν investigación,ν nuestroν grupoν haν presentadoν previamenteν dosν

métodosν paraν laν detecciónν deν endotoxinasν basadosν enν ensayosν competitivosν conν

detecciónνelectroquímica.νEnνelνañoν2005νseνpublicóνunνtrabajoνelνcualνdescribíaνelνusoν

deνelectrodosνdeνoroν funcionalizadosνconνunaνproteínaνdeνreconocimiento:νENPν[148].ν

Estaν superficieν permitióν desarrollarν unν ensayoν competitivoν entreν unν conjugadoν
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comercial, LPS-HRP,νyνLPSνprovenienteνdeνlaνmuestraνaνanalizar.νLaνcompetenciaνentreν

elνconjugadoνyνelνLPSνporν losνsitiosνdeν reconocimientoνenν laν superficieνdelνelectrodo,ν

generabaνunaνdisminuciónνenνlaνcorrienteνamperométricaνaνmedidaνqueνlaνconcentraciónν

deνLPSνdeνlaνmuestraνaumentaba.νConνlaνconfiguraciónνcovalenteν(Figuraν9.1),νsimilarνaν

laνdesarrolladaνenνesteνtrabajoνdeνtesisν(capítuloν8),νseνalcanzóνunaνcorrienteνmáximaνdeν

1,4νɆAνcm-2,νcorrespondienteνaνunνcubrimientoνdeνconjugadoνdeν0,08νpmolesνcm-2,νyνunaν

corrienteν debidaν aν adsorciónν inespecíficaν deν 0,9ν ɆAν cm-2.ν Enν estasν condiciones,ν elν

ensayoνproveíaνunνlímiteνdeνdetecciónνdeν1,5νUEνmL-1.νComoνseνcomentóνenνlaνsecciónν

1.5.1,νlasνprincipalesνlimitacionesνdelνensayoνseνdebenνaνlaνbajaνactividadνendotóxicaνdelν

conjugadoνutilizadoνyνlaνelevadaνseñalνcorrespondienteνaνlaνadsorciónνinespecífica.νEstoν

esν consecuenciaν deν laν necesidadνdeνutilizarν altasν concentracionesνdeν conjugadoνyνdelν

propioνcomportamientoνdelνcarboximetildextránν(CMDex24)νutilizadoνenνlaνmodificaciónν

deνlaνsuperficieνdelνelectrodo.ν

ν

ν

νννν

FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν9.1:9.1:9.1:9.1:νEsquemaνdelνensayoνcompetitivoνentreνLPSνyνLPS-HRPν(AlerCHEKνInc.).ν

ν

ConνelνdesarrolloνdeνconjugadosνdeνLPS,ν seν introdujoν laνposibilidadνdeνnuevasν

alternativasν alν ensayoν precedente.ν Laν síntesisν deν unν conjugadoν deν LPSν conν biotinaν

(secciónν5.3.2),νconνunaνactividadνendotóxicaνmejoradaνrespectoνdelνconjugadoνdeνLPS-

HRPν comercial,ν permitióν elν desarrolloν deν otraν configuraciónν deν ensayoν competitivoν

amperométrico,ν cuyosν resultadosν fueronν publicadosν enν elν añoν 2007ν [164].ν Losν

componentesν claveν deν esteν ensayoν fueron,ν elν elementoν deν reconocimientoν ENP,ν elν

conjugadoνLPS-biotinaνyνelνelementoνresponsableνdeνgenerarνlaνseñal,νelνconjugadoνN-

HRPν(Figuraν9.2).νAνdiferenciaνdeνlaνconfiguraciónνanterior,νlaνconcentraciónνdeνLPSνenν

laν superficieν delν electrodoν noν seν determinabaν enν formaν directa,ν sinoν queν involucrabaν

otroνpasoνcorrespondienteνaνlaνinteracciónνdeνlaνbiotinaνunidaνalνLPSνconνelνderivadoνN-

HRP.νν

ν
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Figuraν 9.2:Figuraν 9.2:Figuraν 9.2:Figuraν 9.2:ν Ensayoν competitivoν entreν LPSν yν LPS-biotina.ν Seν empleaν N-HRPν

comoνelνelementoνgeneradorνdeνlaνseñal.νν

ν
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FiguraνFiguraνFiguraνFiguraν9.3:9.3:9.3:9.3:νCurvaνdeνcalibraciónνlogarítmicaνparaνelνensayoνcompetitivoν

conν unaν concentraciónν fijaν deν LPS-biotinaν (10ν Ɇgν mL-1)ν yν

concentracionesν variablesν deν LPS.ν Laν presenciaν deν LPS-biotinaν seν

revelaν porν laν uniónν deν N-HRP.ν Losν electrodosν seν modificaronν enν unν

procedimientoνsimilarνalνdescriptoνenνlaνsecciónν8.2.2νconν[ENP]ν=ν0,8ν

ɆM.ν[N-HRP]ν=ν25νɆgνmL-1,ν[Os(II)]ν=ν40νɆM,ν[H2O2]ν=ν1νmM.ννν

ν

Laν señalν máximaν obtenidaν fueν deν 7,8ν ɆAν cm-2,ν mientrasν queν laν señalν

correspondienteνaνlaνadsorciónνinespecíficaνfueνdeν5νɆAνcm-2.νUnνcambioνimportanteνenν

laν señalν pudoν observarseν entreν muestrasν queν conteníanν 0,01ν yν 0,1ν ngν mL-1ν deν LPS,ν

mientrasν queν elν ámbitoν dinámicoν seν extendíaν hastaν 1ν ngν mL-1ν (Figuraν 9.3).ν Enν esteν

ensayo,ν seν obtuvoν unaν diferenciaν deν 2,8ν ɆAν cm-2ν entreν concentracionesν extremas,ν loν
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que representabaνunaν importanteνmejoraν respectoνdelνensayoνcompetitivoνprecedente,ν

dondeν esaν diferenciaν deν corrienteν correspondíaν aν 0,5ν ɆAν cm-2.ν Entreν otrasν cosas,ν seν

obtuvoνunνvalorνmayorνdeνcorrienteνdeνsaturación,ν7,8νɆAνcm-2νversusν1,4νɆAνcm-2,νasíν

comoνunaνmayorνcorrienteνdebidaνaνlaνuniónνinespecíficaνdeνN-HRP.νSiνbienνesteνensayoν

presentabaνintensidadesνdeνcorrienteνsuperioresνalνensayoνanterior,νloνcualνpermitiríaνsuν

miniaturización,νagregabaνunaνnuevaνetapaνalνprocedimientoνsumandoνtiempoνdeνensayoν

yνcomplejidad,νyνafectandoνnotablementeνlaνadsorciónνinespecífica.ν

Unoνdeν losν objetivosνdeνesteν trabajoν deν tesisν fueνmejorarν losν ensayosνparaν laν

detecciónνdeνendotoxinasνteniendoνenνcuentaνprincipalmenteνdosνpuntos;ν laνsíntesisνdeν

conjugadosνdeνLPSνdeνmejorνcalidad,νyνlaνmejoraνdeνlaνsuperficieνdeνensayoνrespectoνaν

laνadsorciónνinespecífica.ννν

Enνelνcapítuloν4νseνdescribióνelνdesarrolloνdeνdistintasνvariantesνdeνcubrimientoν

deνunνelectrodoνdeνoroνutilizandoνderivadosνdelνdextranoνyνpolietilenglicolesνdeνmodoνdeν

minimizarνlaνadsorciónνinespecíficaνdeνunaνproteínaνhidrofóbicaνcomoνlaνneutravidina.νEnν

particular,ν elν carboximetildextrán70ν oν unaν combinaciónν deν CMDexν conν PEG5000ν

produjeronν losνmejoresνresultadosνdisminuyendoν laνadsorciónν inespecíficaνenνunνordenν

deν magnitudν respectoν deν laν superficieν deν oroν sinν modificarν uν oroν modificadoν conν

cistamina.ν Laν elecciónν delν CMDex70ν comoν matrizν paraν elν ensayoν competitivoν

desarrolladoνenνelνcapítuloν8,νseνjustificaνporνsuνbuenνcomportamientoνcomoνsuperficieν

queνrechazaνlaνadsorciónνdelνLPSνyνademásνporqueνposibilitaνlaνinmovilizaciónνcovalenteν

deν laν proteínaν deν reconocimiento.ν Porν suν parte,ν laν incorporaciónν deν cadaν unoν deν losν

elementosν aν laν superficieν deν oroν pudoν evaluarseν porν diversasν técnicasν incluyendo:ν

voltametríaν deν desorciónν reductiva,ν elipsometríaν yν espectroscopíaν fotoelectrónicaν deν

rayosνX.ν

Elνotroνpuntoν críticoνdelνensayoν correspondíaνaν laν calidadνdelνconjugadoνLPS-

HRP.νDistintasνestrategiasνsintéticasνseνimplementaronνparaνsuνdesarrollo,νaccediendoνaν

lasν condicionesνmásν adecuadasν conν laν utilizaciónνdeνCDAPνcomoνagenteν activanteνdelν

LPSνyνposteriorνconjugación,νenνpresenciaνdeνcompuestosνanfifílicos,νconνunνderivadoνdeν

laνenzima,νHRP-PEG-NH2.ν

Conν estosν nuevosν elementosν seν procedióν aν laν realizaciónν deν unν ensayoν

competitivoνamperométrico.νEntreνlosνaspectosνmásνrelevantesνdelνensayoνpuedeνcitarseν

elν importanteν cambioν deν señalν queν seν observaν entreν muestrasν queν contienenν 0,01ν ngν

mL-1ν yν 0,1ν ngνmL-1ν deν LPS,ν extendiéndoseν elν ámbitoν dinámicoν hastaν 10ν ngνmL-1.ν Laν

corrienteνdebidaνaνlaνadsorciónνinespecíficaνesνpequeñaνenνcomparaciónνconνlaνmáximaν

señalν obtenida,ν loν queν introduceν unν claroν progresoν respectoν delν ensayoν análogoν conν
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LPS-biotinaν[164]νyνelνcorrespondienteνutilizandoνunνconjugadoνdeνLPS-HRPνcomercialν

[148].ν Enν esteν último,ν empleandoν unaν concentraciónν deνmediadorν deν 45ν ɆMν (másν delν

dobleνdeνlaνempleadaνenνelνensayoνdescriptoνenνelνcapítuloν8)νseνobtuvoνunaνcorrienteν

máximaν similarν (1,4ν ɆAν cm-2)ν peroν conνunaν corrienteνdebidaν aν procesosνdeν adsorciónν

inespecíficaνdeν0,9νɆAνcm-2,νcuatroνvecesνmayorνqueνlaνqueνpresentaνestaνnuevaνversiónν

delν ensayoν competitivo.ν Estosν resultadosν estánν relacionadosν conν dosν aspectosν

fundamentales:ν elν usoν deν unaνmenorν concentraciónν deν conjugadoν LPS-PEG-HRPνyν elν

usoνdeνCMDex70νcomoνmatriz.νSuνcombinaciónνproveeνunaνsignificativaνdisminuciónνdeν

laνadsorciónνinespecíficaνdandoνlugarνaνunaνmayorνdiferenciaνentreνvaloresνextremosνdeν

corriente,ν1,3νɆAνcm-2νfrenteνalν0,5νɆAνcm-2νpreviamenteνreportadoν[148].νTodosνestosν

resultadosν sugierenν unν mejorν comportamientoν delν conjugadoν deν LPS-PEG-HRPν

sintetizadoνsegúnνloνdescriptoνenνelνcapítuloν7νrespectoνdelνadquiridoνcomercialmenteνyν

unaνrespuestaνsatisfactoriaνdelνpolisacáridoνempleadoνparaνmodificarνlosνelectrodos.ν

Otroν deν losν puntosν sobresalientesν delν ensayoν desarrolladoν enν elν capítuloν 8ν

correspondeν alν usoν deν laν plataformaν multielectrodos.ν Esteν sistemaν noν soloν permiteν

analizarν8νelectrodosνsimultáneamente,ν loνqueνsignificaνunνahorroνsustancialνdeνtiempoν

enνelνprocedimientoνdelνensayo,νsinoνqueνademásνposeeνunνimpactoνmuyνsatisfactorioνenν

laνreproducibilidadνdeνlasνmediciones.νEstoνúltimoνseνverificaνenνlaνbajaνdispersiónνqueν

existeν entreν duplicadosν yν triplicadosν deν unν mismoν puntoν deν laν curvaν logarítmicaν deν

calibración.ννν

Enνlaνsecciónν2.2.5νseνpresentóνunνmodeloνparaνlaνcatálisisνdeνHRPνyνsuνconexiónν

conνunνmediadorνredoxνcuandoνlaνenzimaνseνencuentraνinmovilizadaνenνunaνpelículaνyνelν

mediadorν seν encuentraν enν solución.ν Elν tratamientoν realizadoν consideraν queν laν

concentraciónν deν sustratoν (H2O2)ν esν muchoν mayorν queν laν concentraciónν deν mediadorν

(Os(II)),ν porν loν queν laν reacciónν enzima-sustratoν esν laν queν controlaν laν velocidadν delν

procesoνglobal.νAdemás,ν laνconcentraciónνdeνsustratoνesνtalνqueνnoν inhibeν laνactividadν

deνlaνenzima.νPorνotroνlado,νenνesteνmodeloνdeνpelículaνdelgadaνseνconsideraνqueνnoνhayν

gradienteνdeνconcentración,νniνdeνmediador,νniνdeνsustrato,νconνloνcualνlaνconcentraciónν

deνOs(II)νenν laνcercaníaνdelνelectrodoνesν igualνaν laνdelνsenoνdeν laνsolución.νBajoνestasν

condiciones,ν aν partirν deν lasν corrientesν obtenidas,ν laν concentraciónν deν mediadorν yν laν

constanteν deν velocidadν delν pasoν limitanteν (k3),ν puedeν determinarseν laν concentraciónν

superficialνdelνconjugadoνLPS-PEG-HRP.ν

Laν corrienteν máximaν queν seν obtieneν enν elν ensayoν competitivoν correspondeν aννν

1,5ν ɆAν cm-2.ν Teniendoν enν cuentaν laν concentraciónν deν mediadorν yν laν constanteν deν

velocidadνdelνpasoν limitante,νutilizandoν laνecuaciónν2.16,νseνprediceνunνcubrimientoνdeν
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(0,26ν±ν0,01)νpmolesν cm-2ν deνenzima.νEnν funciónνdeν laνestequiometríaν delν conjugado,ν

considerandoν unaν masaν molecularν deν LPSν deν 20ν kDa,ν seν obtieneν unaν concentraciónν

superficialν deν LPSν deν (0,45ν ±ν 0,02)ν pmolesν cm-2.ν Esteν resultadoν correspondeν aν unaν

concentraciónν3ν vecesνmayorνqueν laν obtenidaνparaνelν ensayoν competitivoνprecedente,ν

dondeν incluso,ν seν utilizaν unaν concentraciónν deν conjugadoν delν dobleν enν laν etapaν deν

adsorción.ν Estoν poneν enν evidenciaν laν mayorν interacciónν deν nuestroν conjugadoν conν elν

elementoνdeνreconocimientoνrespectoνdelνanálogoνcomercial.νν

Laν concentraciónν deν conjugadoν calculadaν aν partirν deν laν corrienteν máximaν

obtenidaνenνelνensayoνdistaνaproximadamenteνenνunνordenνdeνmagnitudνrespectoνalνvalorν

paraν unaν monocapaν deν unν conjugadoν voluminosoν comoν laν N-HRPν (3,7ν pmolesν cm-2)ν

[175].ν Deν estudiosν previosν [122],ν enν lasν condicionesν deν laν inmovilizaciónν deν ENPν

(secciónν8.2.2)νseνobtieneνunνcubrimientoνtotalνdeν laνsuperficie.νSeνesperaríaνentoncesν

unaνmayorν adsorciónν deν conjugadoν yν consecuentementeν unν valorνmayorν deν corrienteν

máxima.νSiν bien,ν laνmejoraνdeν laν actividadνendotóxicaνdelν conjugadoνdeνLPSνconνHRPν

mejoróν sustancialmenteν suν interacciónν conν laν moléculaν deν reconocimiento,ν enν

comparaciónνconνloνqueνseνhabíaνobtenidoνpreviamente,νlosνvaloresνdeνcorrienteνmáximaν

obtenidosνsonνsignificativamenteνinferioresνdeνloνqueνseνesperaríaνparaνlaνconcentraciónν

superficialνdeνENP.νAquíνdebenνtenerseνenνcuentaνvariosνaspectos:ν

ν

• Seν consideraν queν laν inmovilizaciónν delν conjugadoν noν afectaν laν actividadν deν laν

HRP,ν conν loν queν seν podríaν estarν subestimandoν laν concentraciónν superficialν deν

LPS-PEG-HRP.νν

• Elν procesoν deν inmovilizaciónν deν ENPν podríaν disminuirν suν capacidadν paraν

interaccionarνconνelνlípidoνAνdelνLPS.νEsteνefectoνpuedeνproducirseνalνafectarνsuν

orientaciónν asíν comoν porν modificaciónν estructuralν oν químicaν deν laν regiónν

involucradaν enν elν reconocimiento.ν Deν hecho,ν laν proteínaν seν inmovilizaν porν

reacciónν deν susν residuosν deν lisinaν conν losν gruposν carboxílicosν delν

carboximetildextrán,νestandoνalgunosνdeνesosνresiduosνenνlaνregiónνresponsableν

deνlaνinteracciónνespecíficaνconνelνlípidoνA.νν

• Elν CMDex70ν podríaν ocultarν laν moléculaν deν reconocimientoν enν suν matriz,ν

dificultandoνelνaccesoνdelνLPSνalνENP.νUnνefectoνanálogoνalνqueνseνcomentóνenν

elνcapítuloν4νparaνCMDexνmodificadoνconνbiotina.ν

ν

ν

ν
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9.3 9.3 9.3 9.3 ----νConclusionesνConclusionesνConclusionesνConclusionesνννν

ν

Laν experienciaν delν grupoν deν trabajoν enν estaν áreaν comenzóν conν elν inicioν deν laν

tesisν doctoralν deν laν Dra.ν Priano.ν Enν suν trabajoν deν tesisν seν comenzóν aν explorarν laν

posibilidadν deν desarrollarν unν métodoν alternativoν alν actualmenteν utilizadoν ensayoν LALν

paraνlaνdetecciónνdeνendotoxinas.νUnνmétodoνmásνautomatizado,νqueνdependaνmenosνdeν

laν calificaciónν delν operador,ν utilizandoν reactivosν queν noν involucrenν laν capturaν deν unν

animalνqueνnoνseνpuedeνcriarνenνcautiverio,νcomoνesνelνcasoνdelνcangrejoνherradura.νν

Esteν trabajoν deν tesisν surgeν comoν unaν continuaciónν enfocándoseν enν algunosν

aspectosνpuntualesνdeνlosνensayosνcompetitivosνpreviamenteνdesarrollados.νUnoνdeνlosν

puntosν centralesν consistióν enν mejorarν laν calidadν deν losν conjugadosν deν LPS,ν noν soloν

pensandoν enν elν desarrolloν deν nuevosν ensayosν competitivosν paraν laν detecciónν deν

endotoxinas,ν sinoνconsiderandoν laν necesidadνdeνdisponerνdeνprocedimientosνsintéticosν

queν puedanν aplicarseν enν formaν globalν aν lasν necesidadesν deν distintasν áreasν deν

investigación.νElνotroνaspectoνrelevanteνqueνseνtratóνenνelνdesarrolloνdeνestaνtesis,νfueν

evaluarν distintasν alternativasν paraν modificarν unaν superficieν deν oroν conν polímerosν

hidrofílicosνdeνmodoνdeνminimizarνlaνadsorciónνinespecíficaνtantoνdeνproteínasνcomoνdeν

LPS.νLaνrelevanciaνdeνesteνaspectoνinvolucraνelνhechoνdeνqueνenνsuνambienteνnatural,νlaν

mayoríaνdeνlasνbiomoléculasνpresentanνunaνelevadaνtendenciaνaνadsorberseνfísicamenteν

sobreν sustratosν sólidosν desprovistosν deν receptoresν específicos.ν Esteν comportamientoν

reduceν laν eficienciaν deν muchosν ensayosν deν afinidad.ν Elν desarrolloν deν unaν superficieν

dondeνseνpuedaνinmovilizarνelνreceptorνespecíficoνyνqueνaνsuνvezνminimiceνlaνinteracciónν

noνespecíficaνpermitiríaνobtenerνunaνrelaciónνóptimaνentreνlaνseñalνespecíficaνyνlaνseñalν

noνespecíficaνaumentandoνlaνsensibilidadνdelνdispositivo.ν

Enν esteν trabajoν deν tesisν seν exploróν exitosamenteν laν síntesisν deν diversosν

conjugadosν deν LPS.ν Aν loν largoν deν losν capítulosν 5,ν 6ν yν 7ν seν describieronν distintasν

estrategiasν sintéticasν queν permitieronν obtenerν derivadosν conν buenasν característicasν

tantoν deν conjugaciónν comoν deν actividadν endotóxica.ν Particularmente,ν loν queν seν

desprendeν deν laν informaciónν presentadaν enν esosν capítulosν esν laν eficienciaν delν

procedimientoνutilizandoνBrCNνparaνlaνobtenciónνdeνLPSνmarcadoνconνfluoróforos.νEsteν

método,ν siν bienν presentaν algunasν desventajasν respectoν aν laν peligrosidadν delν reactivoν

empleado,ν proveeν conjugadosν deν LPSν conν unν excelenteν rendimientoν deν conjugaciónν

conservandoν prácticamenteν intactaν laν actividadν biológicaν delν LPS.ν Suν extensiónν aν unν

derivadoν conνHRPν produjoν valoresν satisfactoriosν deν conjugaciónν yν actividadν pirógena,ν

sinνembargo,νafectabaνnotablementeνlaνactividadνdeνlaνenzima.νUnaνestrategiaνenνmedioν
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acuoso utilizando CDAPν comoν agenteν activanteν delν LPSν permitióν sortearν eseν

inconvenienteν posibilitandoν laν síntesisν deν unν derivadoν deν LPSν conν HRPν conν buenasν

característicasν deν conjugación,ν actividadν pirógenaν yν actividadν enzimática.ν Elν usoν deν

periodatoν poseeν comoν principalν ventajaν laν sencillezν deν suν procedimiento.ν Siν bienν seν

obtienenν losν derivadosν conν laν menorν actividadν pirogénicaν deν todosν losν conjugadosν

presentados,νelνmétodoνproveeνunaνvíaν rápidaνyνsencillaνdeνobtenerνLPSνmarcadoνconν

sondasνdeνtamañoνpequeño.ν

Losν conjugadosν sintetizadosν presentanν excelentesν característicasν enν

comparaciónν conν losν conjugadosν disponiblesν comercialmenteν yν conν losν reportadosν enν

bibliografía.ν Estoν poneν enν evidenciaν laν contribuciónν deν esteν trabajoν deν tesisν enν estaν

área.ν

Combinandoνlaνplataformaνdeν8νelectrodosνdeνoroνmodificadosνconνCMDex70νyνlaν

proteínaν deν reconocimientoν ENP,ν yν elν conjugadoν LPS-PEG-HRPν sintetizadoν conν elν

procedimientoν utilizandoν CDAP,ν seν desarrollóν unν ensayoν competitivoν amperométricoν

paraν laν detecciónν deν endotoxinas.ν Losν resultadosν muestranν queν puedeν detectarseν laν

presenciaν deν endotoxinasν enν concentracionesν deν 0,06ν UEν mL-1,ν unaν concentraciónν

significativamenteν inferiorνalν límiteνdeνdetecciónν delνensayoνprecedenteνutilizandoνunaν

configuraciónν similarν (1,5νUEνmL-1)ν [148],ν yν porν debajoν delν límiteν establecidoν porν laν

FarmacopeaνAmericanaνparaνinyectablesν(0,25νUEνmL-1).νElνensayoνademásνmostróνunaν

bajaν dispersiónν deν lasνmedicionesν yν unaνmayorν diferenciaν entreν valoresν extremosν deν

corrienteν enν comparaciónν conν eseν mismoν ensayo.ν Estasν característicasν sonν

consecuenciaνdeνlaνcalidadνdelνconjugadoνutilizado,νelνcomportamientoνsatisfactorioνdelν

CMDex70νcomoνmatrizνyνelνusoνdeνlaνplacaνmultielectrodos.ν

Comoνseνhaνcomentadoνenν laνdiscusión,νseνhanν logradoνmejorasν importantesνalν

ensayoν aumentandoν laν calidadν delν conjugadoν deν LPSν yν disminuyendoν laν adsorciónν

inespecífica.νComoνtrabajoνaνfuturoνpodríaνintentarseνmejorarνlaνetapaνdeνinmovilizaciónν

delν agenteν deν reconocimientoν yaν queν constituyeν unaν etapaν críticaν delν ensayo.ν Unaν

mejoraν enν laν especificidadν podríaν alcanzarseν porν unν cambioν enν laν orientaciónν yν laν

ubicaciónνdeν laνproteína.νLaνutilizaciónνdeνunaνmoléculaνespaciadoraνpodríaν facilitarν laν

exposiciónνdelνreceptorνaνlaνsolución,νevitandoνlosνproblemasνasociadosνconνsuνoclusiónν

dentroνdeνlaνmatrizνdeνCMDex.νPorνotroνlado,νpodríaνevaluarseνsuνuniónνaνlaνmatrizνdeν

CMDexνmedianteνunaνreacciónνqueνnoνinvolucreνaνlosνgruposνaminosνdeνlosνresiduosνdeν

lisina.νUnaνalternativaνposibleνseríaνhacerloνaνtravésνdeν losνgruposνcarboxílicosνdeν losν

residuosνdeνaspárticoνyνglutámico.ννννννν
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