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Resumen.

En este trabajo se exploré la viabilidad de elaborar un biosensor para la
determinaciéon de Glucosa en sangre por quimioluminiscencia usando como receptaculo
de la muestra una placa ELISA. El método se basa en las diferencia s en la intensidad
de quimioluminiscencia del luminol debido a las diferentes cantidades de peréxido de
hidrogeno producido por la reaccién enzimética de glucosa catalizada por la enzima
glucosa oxidasa. Para la adquisicion y el procesamiento de los datos experimentales se
utilizé una camara CCD y un software disefiado en Matlab R2006a. Con el fin de
obtener las condiciones experimentales éptimas, fueron investigados una serie de
pardmetros y dos sistemas de medida. En uno glucosa oxidasa (GO) es encapsulada
en un sol gel y en otro GO es utilizada directamente en solucién. Dentro de los
pardmetros estudiados estan, el efecto del area de observacion y la reproducibilidad del
sistema con la enzima tanto en la matriz sélida como en solucién. En el primer caso se
encontraron problemas en la velocidad de difusion de las especies a través de los poros
del gel, lo cual impidi6 que se realizaran medidas con este. Para las medidas en
solucion se evaluaron dos software, uno cuya sefal emitida es igual a la mediana de los
pixeles ubicados en el area de observacion seleccionada y otro en el cual esta es igual
a la suma de todos los pixel. El segundo software usando un tiempo de integracién de
la sefial entre 0,1 y 1,0 seg. presentd mejor reproducibilidad y por lo tanto fue el
empleado para el resto de los analisis. La curva de calibracién obtenida con las
condiciones 6ptimas del sistema fue lineal en el rango de 500 a 2000 mg/l con un
coeficiente de correlacion de 0,9457. El método propuesto fue aplicado en la
determinacién de glucosa en plasma sanguineo de ratas encontrando que existen
interferencias por parte de la matriz de la muestra en el procedimiento de medida lo que

impidi6 validar el método propuesto.
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1.- Introduccion.

Una de las principales actividades de la quimica clinica es la realizacion de
examenes de rutina para la cuantificacion de especies de interés en fluidos biolégicos
cuyos valores deben ser monitoreados para detectar asi una serie de desordenes
metabdlicos que originen tarde o temprano alguna enfermedad de suma importancia.
Dichos examenes incluyen la determinacion de componentes presentes en la sangre o
en la orina, tales como: &cido Urico, glucosa, enzimas, hormonas, lipidos (grasas),
proteinas y otras sustancias metabdlicas. Para su determinacion suelen emplearse
ciertos procedimientos analiticos, tales como reacciones colorimétricas, en la cual la
sustancia de interés presente en la muestra biol6gica reacciona con sustancias
especificas produciendo especies coloreadas, que posteriormente son cuantificadas por
espectroscopia de absorcion molecular. Sin embargo, estos métodos clasicos de

andlisis presentan una variedad de interferencias que los hacen poco especificos.

Otra desventaja es que muchos procedimientos analiticos empleados en el area
clinica requieren de una instrumentacion compleja, personal altamente especializado y
condiciones ambientales controladas para llevarse a cabo. En tal sentido, debido a la
creciente necesidad de la identificacion y cuantificacion de especies de interés en
examenes clinicos de rutina, de forma rapida, simple, econdmica, especifica y en
cantidades de muestras muy pequefas (fluidos bioldgicos), ha ocurrido en los dltimos
afos el desarrollo de sistemas que se adapten a estas necesidades, tales como los
equipos portatiles para analisis meédico, por ejemplo: equipos de medicion de glucosa
en sangre, pruebas de embarazo, control de tension, entre otros. Algunos de estos
dispositivos han sido disefiados de forma tal que pueden ser utilizados para procesar un
gran numero de muestras, tal es el caso de las celdas donde se llevan a cabo ensayos

inmunoenzimaticos (ELISA), que consisten de 96 a 384 micro-pozos.



Adicionalmente en estos dispositivos estdn adaptdndose nuevas técnicas, por
ejemplo, las técnicas luminiscentes, especialmente el fendbmeno de emisién de luz
visible por una reaccion quimica, conocido como quimioluminiscencia, que ha atraido el
interés de bidlogos y quimicos, ya que representa una alternativa simple, econémica y
sensible para cuantificar una gran variedad de compuestos en pequefios volimenes de
muestra y por esta razon, es un fendbmeno cuyo uso analitico esta experimentando un
creciente interés. Ademas, se puede acoplar al uso de enzimas que permitan una
mayor especificidad y para detectar la radiacion emitida suelen utilizarse
espectrofotometros sencillos y actualmente se estan acoplando a camaras CCD, para
lograr asi la evolucion de equipos costosos, que requieren de largos tiempos de
analisis, hacia equipos de medicion simultanea por deteccion de imagenes, que suelen

ser de bajo costo y permiten analizar un gran niumero de muestras en corto tiempo.

Recientemente, las investigaciones se estan centrando especialmente en el
desarrollo de productos quimioluminiscentes para aplicaciones de diagndstico clinico.
Son usados en la realizacion de inmunoensayos, ensayos de ADN, deteccion de acidos
nucleicos, como detectores de peréxido y en la elaboracién de biosensores para la
determinacion de parametros biol6gicos. Estos ultimos han sido logrados por el
acoplamiento de la QL a muchas reacciones catalizadas por enzimas, tales como
oxidasas, peroxidasas o deshidrogenasas. El uso de la quimioluminiscencia como un
sistema de deteccién para el desarrollo de los biosensores, que se refiere estrictamente
a los dispositivos de analisis en el que el sistema de reconocimiento biol6gico esta en
contacto con el dispositivo de transduccion, es limitado al uso de enzimas inmovilizadas
en diferentes sustratos que al reaccionar con el analito de interés generan peréxido de
hidrégeno que es requerido para la emision de luz. En este sentido, este trabajo plantea
el desarrollo de un biosensor, basado en sistemas de deteccion simultdneo de
imagenes, para la adquisicion de sefiales luminiscentes obtenidas desde un método

enzimatico que sea especifico, utilizando como porta-muestra una celda ELISA.



2.- Revision Bibliografica.

2.1.- Analisis clinicos.

La quimica clinica constituye una rama de las ciencias de la salud, que a su vez
incluyen la bioquimica, la inmunologia, la microbiologia, las parasitologias clinicas y la
hematologia de laboratorio. El objetivo de las ciencias de laboratorio clinico es el
estudio in vitro de aquellas propiedades biol6gicas cuyo valor es util para el diagnéstico,
pronéstico y control del tratamiento de enfermedades. Estas ciencias, que para alcanzar
su objetivo hacen uso de las técnicas de la quimica y la biologia, también proporcionan
informacion util para profundizar en el conocimiento de las enfermedades y de aquellos
estados patoldgicos de interés M. Su estudio estd enfocado en la realizacién de
examenes de rutina para la cuantificacion de especies de interés, glucosa, electrolitos,
enzimas, hormonas, lipidos (grasas), proteinas, acido Urico, ensayos de ADN, analisis
de drogas y otras sustancias metabdlicas, en fluidos biolégicos, sangre y orina, e
incorporan técnicas modernas como reaccion en cadena de polimerasa (PCR),

inmunoensayos Yy electroferésis.

Dentro de esta gran cantidad de componentes quimicos que son estudiados en
andlisis clinicos, existen tres que en especial revisten gran importancia: Glucosa,
Colesterol y Acido Urico. Esto debido a que el monitoreo de los niveles de dichas
especies en sangre, permite detectar la presencia de enfermedades importantes, tales
como: diabetes, enfermedades renales, cardiacas, de las articulaciones, entre otras;
que afectan seriamente la salud de las personas. Por esta razén, dichos analisis

constituyen exadmenes de rutina, altamente solicitados en los laboratorios clinicos.
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2.2.- Generalidades de la Glucosa.

2.2.1.- Laglucosa.

La glucosa es un compuesto quimico de formula molecular CgH;2,06 cuya
estructura se presenta en la figura 1; es una hexosa, es decir, que contiene seis atomos
de carbono. Pertenece al grupo de compuestos bioquimicos denominados glucidos,
también llamados azUcares, sacaridos, carbohidratos e hidratos de carbono y en
particular la glucosa es un glicido monosacarido ?. Es la principal fuente de energia

para el metabolismo celular.

Figura 1. Estructura de la Glucosa.

Es un azucar utilizado por los tejidos como forma de energia al combinarla con el
oxigeno de la respiracion. Cuando nos alimentamos, el azicar en la sangre se eleva, lo
gue se consume desaparece de la sangre, para ello hay una hormona reguladora que
es la insulina producida por el pancreas (islotes pancreaticos). Esta hormona hace que
la glucosa de la sangre entre en los tejidos y sea utilizada al ser transformada en
energia, principalmente bajo la forma de ATP. También puede ser almacenada en
forma de glucégeno, o transformada en aminoacidos y acidos grasos. Cuando la

glucosa en sangre estd muy baja, en condiciones normales por el ayuno, se secreta



11

otra hormona llamada glucagon que hace lo contrario y mantiene los niveles de glucosa

en sangre.
2.2.2.- Importancia de la determinacion de glucosa en los seres humanos.

La concentracion de glucosa en la sangre, denominada como el nivel de azucar
en la sangre, es vital para el buen funcionamiento del cuerpo humano ya que en
general, los glucidos intervienen en las principales funciones biologicas desde el punto
de vista nutricional/energético de los seres vivos y son fuente inmediata de energia para
la inmensa mayoria de las células del cuerpo . En circunstancias normales, el nivel de
azucar en la sangre permanece notablemente constante alrededor de 80 mg por cada
100 ml de sangre. Sin embargo, la concentracion normal de glucosa puede ir desde 70-
110 mg/ 100ml. La condicién resultante de una concentracion de glucosa inferior a la
normal es la hipoglucemia y el resultado de una concentracion superior a la normal es

la hiperglucemia ™.

De esta manera, determinar los niveles de glucosa en sangre, o lo que
conocemos como glucemia, es importante ya que cuando la insulina para regularla es
insuficiente, esta se acumula y si esta situacidbn se mantiene da lugar a una serie de
complicaciones en distintos érganos. Entre ellos, el tejido mas sensible a los cambios
de la glucemia es el cerebro, en concentraciones muy bajas o muy altas aparecen
sintomas de confusién mental e inconsciencia. No obstante, a pesar de que la falta de
insulina es la razoén principal por la que se produce aumento de glucosa en sangre, hay
otras enfermedades y alteraciones que también la provocan, estrés por enfermedades
agudas (infarto cerebral, cardiaco, anestesia general), los tratamientos con sueros en
vena, ya que contienen dextrosa (azucar), el embarazo y algunos medicamentos
(antidepresivos, antihipertensivos, hormonas femeninas, entre otros). Ademas el alcohol
y analgésicos pueden disminuirla. Por lo tanto, la determinacion de glucosa en sangre

(glucemia) es uno de los parametros mas medidos en bioquimica clinica y de los mas
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importantes, ya que es util para el diagnostico de numerosas enfermedades
metabolicas.

2.2.3.- Métodos empleados en la determinacion de Glucosa.

Los métodos mas usados en la determinacion de glucosa se basan en la
reaccion entre esta y algin compuesto, para dar una especie molecular coloreada que
absorbe radiacion electromagnética a una longitud de onda particular, es decir, se
basan en métodos colorimétricos o en espectroscopia de absorcion molecular. Esta
absorcién puede dar entonces informacién cualitativa o cuantitativa de la muestra
obedeciendo la ley de Beer. De acuerdo con esta, la absorbancia esta relacionada
linealmente con la concentracion (c) de la especie absorbente, con la longitud de la
trayectoria de la radiacion (b) en el medio absorbente y con una constante de
proporcionalidad llamada absortividad (€); y se expresa mediante la siguiente ecuacion

5]

A=¢bc (1)

Sin embargo, pocos laboratorios usan actualmente estos métodos debido a su
poca especificidad y solo muestran un interés historico. Actualmente los procedimientos
mas usados para el analisis de glucosa emplean enzimas como reactivos para
aumentar la especificidad analitica. Estas son las reacciones con glucosa oxidasa y con
hexoquinasa; ambos procedimientos han sido automatizados obteniéndose una
especificidad y precision elevada. Estos métodos son actualmente considerados
métodos de referencia ya que reducen las interferencias por proteinas y otros
componentes séricos . Algunos de los métodos empleados para el andlisis de glucosa
se resumen en la tabla 1, con detalles de sus aplicaciones, el tipo de analisis, el
principio y sus usos. Adicionalmente se muestran en la tabla 2, los intervalos de
referencia para los métodos individuales que pueden variar significativamente y deben

ser evaluados por cada laboratorio.



Tabla 1. Métodos para el analisis de Glucosa (Anexos).
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Tabla 2. Intervalos de referencia para Glucosa (61

Método Glucosa sérica, adultos,
mg/ L (mmol/L)
1. Glucosa oxidasa, 700 a 1050 (3,89 a 5,83)

4-aminofenazona, punto
final (Technicon)

2. Glucosa oxidasa, 600 a 950 (3,33 a 5,27)
4-aminofenazona,
reaccion cinética (1L919)

3. Oxigeno-glucosa oxidasa 650 a 1100 (3,61 a 6,11)
(Beckman ASTRA)

4. Hexoquinasa, punto final 700 a 1100 (3,89 a 6,11)
(du pont aca)

2.3.- Generalidades del Colesterol.

2.3.1.- El colesterol.

El colesterol es el mas conocido y abundante esterol en el cuerpo y tiene una alta
incidencia en el cerebro y el tejido nervioso. Es un componente fundamental en todas
las membranas biolégicas permitiendo la fluidez de la membrana y evitando su rigidez.
También, es el principal componente de los célculos biliares a partir de la cual puede
ser aislado como un sélido cristalino blanco. Su nombre se deriva del griego, chole
(bilis), stereos (s6lido) y el sufijo —ol para un alcohol ). De férmula molecular C27H460,
con una estructura formada por una cadena lateral de ocho carbonos en el carbono 17
y un grupo hidroxilo (OH) en el carbono 3, ver figura 2. Es insoluble en agua v,
consecuentemente, insoluble en la sangre. Para ser transportado a través del torrente
sanguineo se liga a diversos tipos de lipoproteinas, particulas esféricas que tienen su

superficie exterior compuesta principalmente por proteinas hidrosolubles.
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Figura 2. Estructura del Colesterol.

Nuestro higado es capaz de producir el colesterol, pero no en la cantidad
necesaria, por lo cual debemos ingerirlo a través de la alimentacién. Sin embargo, en
muchas ocasiones, es perjudicial para la salud. El origen de su aumento en sangre
viene derivado, principalmente, del incremento de las grasas insaturadas en la dieta,

procedentes de alimentos con materia grasa.
2.3.2.- Importancia de la determinacion de colesterol en los seres humanos.

El colesterol ha recibido mucha atencién dltimamente debido a la sospecha de
correlacion entre el nivel de colesterol en la sangre y ciertos tipos de enfermedades del
corazén (aterosclerosis) ). Ademas, este cumple muchas funciones fisioldgicas
importantes, incluyendo la sintesis de acidos bileares, hormonas esteroides,
membranas celulares, ayuda a la fabricacion de la bilis (que es almacenada en la
vesicula biliar y ayuda a digerir grasas), y también es importante para el metabolismo
de las vitaminas liposolubles, incluyendo las vitaminas A, D, E y K. Es el principal
precursor para la sintesis de vitamina D y de varias hormonas esteroides (que incluyen

el cortisol y la aldosterona en las glandulas suprarrenales, la hormona sexual
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progesterona, diversos estrogenos, testosterona y derivados). En consecuencia, la
medicion de colesterol es probablemente una de las pruebas de laboratorio mas

comunes en la actualidad .

La condicion resultante de una concentracion de colesterol inferior a la normal es
la hipocolesterolemia y el resultado de una concentracion superior a la normal es la
hipercolesterolemia. En consecuencia, ya que el cuerpo necesita del colesterol para
funcionar adecuadamente, pero demasiado colesterol puede taponar las arterias y
llevar a cardiopatia, o algunas otras enfermedades, es importante mantener un control

de los niveles de este en el cuerpo.
2.3.3.- Métodos empleados en la determinacion de Colesterol.

La determinacién de colesterol total incluye la medicién de las formas libres y
esterificadas del esteroide. En el suero o en el plasma, dos tercios del colesterol total se
encuentran como éster y el resto en forma libre. Debido a que la forma libre y la
esterificada no muestran las mismas caracteristicas frente a la reaccion empleada para
su determinacion, es de suma importancia el conocimiento de la quimica de los diversos
métodos para colesterol y el reconocimiento de sus limitaciones en la eleccion del
método que se empleard en el laboratorio . En general, se realiza también por
métodos colorimétricos al igual que la glucosa y los métodos se clasifican de acuerdo a
la cantidad de etapas que involucran. Asi, podemos entonces encontrar métodos en
una, dos, tres y hasta cuatro etapas. Aunque se han publicado, literalmente, cientos de
métodos para la determinacion de colesterol, usualmente no son mas que

modificaciones de los métodos que se resumen en la tabla 3.

Recientemente se han desarrollado analisis directos mas rapidos del suero o
sangre total (método 5, tabla 3). El pre-tratamiento de las muestras aumenta la
posibilidad de error y prolonga el tiempo de analisis. Ademas, existe una demanda
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creciente de la medicién de colesterol, incluyendo la sugerencia de determinaciones
discriminatorias en nifios. Esto ha llevado a la introduccién de las técnicas enzimaticas
que constituyen el desarrollo mas importante para la determinacién de colesterol .
Estas compiten actualmente con la reaccion clasica de Libermann-Burchard (método 1,
tabla 3) y son las mas usadas para el andlisis del colesterol. Los intervalos normales de
colesterol total en suero son mostrados en la tabla 4.

2.4.- Generalidades del Acido Urico.

2.4.1.- El &cido Urico.

Es un producto toxico de desecho que proviene del metabolismo de nitrégeno en
el cuerpo humano (el producto principal es Urea). Por tanto, el acido Urico es un quimico
que resulta de la degradacion de las purinas (adenina y guanina), que se produce de
forma natural en el organismo. La mayor parte del acido Urico se disuelve en la sangre y
viaja a los rifiones, donde sale a través de la orina. Su férmula molecular es CsH4N4O3 y

Su estructura es mostrada en la figura 3.

ZT

N O
H

Figura 3. Estructura del Acido Urico.



Tabla 3. Métodos para analisis de Colesterol (8] (Anexos).
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Tabla 4. Intervalos de referencia de Colesterol [ 8].

Edad (afios) Limites normales sugeridos
mg/ L (mmol/ L)

0-19 1200 - 2300 (3,10 - 5,95)
20-29 1200 - 2400 (3,10 - 6,21)
30-39 1400 - 2700 (3,62 - 6,98)
40-49 1500 - 3100 (3,88 - 8,02)
50-59 1600 - 3300 (4,14 - 8,53)

2.4.2.- Importancia de la determinacion de acido urico en los seres humanos.

Contrario a otras patologias comunes, como azucar en sangre elevada
(diabetes), colesterol alto, triglicéridos altos, entre otros, poco se conoce y se habla
sobre qué exactamente significa tener el acido Urico alto. Hasta hace poco se
consideraba practicamente inofensivo mantener el acido Urico alto, solamente se le
ponia atencién cuando el paciente desarrollaba “gota”. La gota ocurre cuando los
niveles de acido urico son tan elevados que se llegan a depositar en forma de cristales
en las articulaciones, causando dolor, inflamacion, e inmovilidad de la articulacion. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que es un riesgo independiente de
enfermedades del corazon, al que se le debe poner igual o mas atencion, que colesterol

alto o azucar en sangre elevada.

El problema, es que la hiperuricemia (4cido Urico elevado), provoca una
disminucién del 6xido nitrico. Este compuesto es esencial para dos cosas en el

organismo:

1.- Actua sobre el endotelio, el tejido de los vasos sanguineos. El 6xido nitrico es lo que
les permite contraerse y relajarse, por lo que al disminuirse se favorece la hipertension,
y se facilita también la formacion de placa de colesterol sobre los vasos sanguineos

(aterosclerosis).
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2.- Es necesario para facilitar la absorcion de la glucosa a través de la insulina, una
disminucién de este lleva a resistencia de la insulina, principal causa del sindrome

metabdlico.

Sin embargo, cuanto mayor es el aumento de acido Urico en sangre, mayores
son las posibilidades de padecer no solo de hiperuricemia, de gota, resistencia a
insulina y enfermedades del corazon, sino también afecciones renales, artriticas, entre

otras.
2.4.3.- Métodos empleados en la determinacion de &cido urico.

Al igual que el colesterol y la glucosa, el acido urico se determina mediante la
reaccion de este y algin compuesto, para generar un complejo coloreado capaz de
absorbe en el UV/ Visible, es decir, mediante el uso de la espectroscopia de absorcion
molecular. De igual forma se han empleado métodos enzimaticos para aumentar la
especificidad del ensayo para el acido urico (método 2, Tabla 5). Estos métodos se
basan en la especificidad de la oxidacion del &cido Urico a alantoina y peréxido de
hidrégeno (H.0.), catalizada por la Uricasa. Sin embargo, a lo largo de los afios se han
propuesto diversos métodos para la determinacion de acido Urico en suero y orina como
método estandar, de eleccién o de referencia ¥ y los mas importantes se resumen en la
tabla 5. Del mismo modo, en la tabla 6 se muestran los valores de referencia para el

acido urico.

2.5.- Instrumentos analiticos empleados en analisis clinicos.

Los instrumentos empleados en la realizacion de andlisis clinicos, son equipos
de laboratorio disefiados para detectar eventos bioldgicos, quimicos y fisicos en un gran

namero de muestras. Estos instrumentos presentan los mismos componentes que los



Tabla 5. Métodos para analisis de Colesterol (8] (Anexos).
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Tabla 6. Intervalos de referencia para el Acido Urico (o1

Limites normales sugeridos
mg/ L (umol/L)
Hombres 36 - 77 (224 - 458)
Mujeres 25 - 68 (149 - 405)

equipos espectrofotométricos convencionales diferenciandose Unicamente en el
contenedor de la muestra, que consiste de una celda ELISA (Ensayo por Inmuno-
adsorciéon ligado a enzimas) que puede contener desde 96 hasta 384 micro-pozos
(figura 4), que permite la determinacion de un gran numero de muestras
simultdneamente (actualmente los disefios de los equipos estan siendo enfocados al
andlisis multi-muestras), por lo que son los mas extensivamente usados como una
herramienta analitica, en andlisis farmacéuticos, analisis toxicoldgicos, bioandlisis,
quimica clinica y analisis ambientales y se denominan lectores ELISA. Estos
dispositivos utilizan técnicas Opticas para evaluar el contenido en cada micro-pozo. Por
ejemplo, un lector ELISA es usado para medir la intensidad del color de cada pozo, al
realizarse un ensayo colorimétrico en el mismo o para medir la intensidad de la luz

producida en una reaccion luminiscente.

Figura 4. Placas de 96 pozos para analisis ELISA.
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Los lectores ELISA son espectrofotometros capaces de realizar lecturas seriadas
de cada uno de los pocillos de la placa ELISA. A diferencia de un espectrofotometro
convencional, con capacidad de leer todas las longitudes de onda del ultravioleta y el
visible de manera continua, los lectores ELISA disponen de sistemas de filtros que solo
permiten la lectura de una o pocas longitudes de onda. Son la que se corresponden con
las necesarias para determinar la densidad éptica de los crom6genos mas comunmente
utilizados. Estos lectores emplean técnicas biologicas que se basan en la deteccion de
un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que directa o
indirectamente producen una reaccion cuyo producto, por ejemplo un colorante, puede
ser medido espectrofotométricamente (Figura 5). Este principio tiene muchas de las
propiedades de un inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, barato y simple en su

realizacion.

Tapizado de la superficie con ™ . M
muestra (antigenos).

Bloqueo de los sitios no
ocupados con proteina no [
especifica.

Incubacién con el anticuerpo
primario frente al antigeno R
especifico. |

2

anticuerpo-enzima que se une al

Incubaciéon con el complejo \
anticuerpo primario. ’%

Adicion del sustrato . Q

—~ —~ — =
Formacion de producto coloreado ’
que indica la presencia de |

antigeno especifico.

Figura 5. Representacion esquematica del método general ELISA. El andlisis consta de tres etapas: (a)
incubacion de la muestra con el primer anticuerpo, (b) incubacién con el segundo anticuerpo y (c)

desarrollo del color mediante una reaccién enzimatica.
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Un ejemplo comercial de estos dispositivos es el modelo Synergy™ HT %, ver
figura 6, que puede medir absorbancia y fluorescencia, y es capaz de leer cualquier
formato de placa de hasta 384 pozos. Este contiene un micro-plato para la deteccion
multiple que utiliza dos series Opticas independientes y su disefio es compacto. Para
sus medidas de absorbancia presenta un sistema de un solo canal que tiene la
capacidad de medir la absorbancia desde el UV hasta el IR cercano, tiene una lampara
de xendén con un monocromador que permite seleccionar la longitud de onda que va
desde 200 a 999 nm, no requiere de filtros y emplea un fotodiodo para la deteccion.
Ademas, permite realizar medidas de fluorescencia utilizando una lampara de
tungsteno-halégeno con filtros de interferencias (excitacion y emisién) y un
fotomultiplicador (PMT) para la deteccion. Con los dos juegos completos de 6ptica, no
hay compromisos en términos de rendimiento al cambiar de absorbancia a

fluorescencia.

Figura 6. Synergy ' HT lector de micro-platos multideteccion.

Los sistemas de deteccion de radiacion de estos equipos, varian segun el
selector de longitud de onda utilizado. Por ejemplo, el equipo descrito anteriormente
utiliza para la deteccion un espectrofotometro. Estos son dispositivos que utilizan un
sistema de monocromacion para la obtencion de espectros y permiten realizar la

deteccion secuencial de varios componentes. No obstante también pueden utilizarse



25

fotobmetros en la realizacion de analisis clinicos de rutina. Estos ultimos presentan como
ventaja su sencillez, resistencia y bajo costo. Tanto los fotdmetros como los
espectrofotometros pueden ser de haz sencillo o de doble haz. Ademas, en la
actualidad existen instrumentos de canales mdltiples, con los cuales se puede obtener

un espectro completo y una deteccion simultanea.

Los nuevos instrumentos que han venido disefiandose para analisis clinicos,
emplean medidas de luminiscencia para la cuantificacion de las especies de interés y
por lo tanto requieren del conocimiento sobre esta, de sus tipos y de un estudio
profundo acerca de cobmo ocurre y como podemos relacionarla con el analito de interés
para conocer su concentracion en la muestra a analizar. Por ello, trataremos este tema
antes de hablar profundamente sobre los nuevos instrumentos empleados en analisis

clinico.

2.6.- La Luminiscencia.

La luminiscencia fue definida por primera vez en 1888 por el fisico aleman
Eilhardt Wiedemann para distinguir los fendbmenos producidos por la luz “fria” de la
incandescencia (donde la energia de emisién de luz surge de movimientos moleculares
producidos por calor) ™. Aunque existe una amplia variedad de circunstancias en que
se observa luminiscencia, en todas ellas existe un aspecto comun propio del fenémeno.
Cuando un &tomo o molécula luminiscente emite un foton se produce un cambio en su
estructura electrénica, es decir, un cambio en el ordenamiento de los electrones en los
orbitales moleculares. Cuando una molécula absorbe energia de una fuente externa los
electrones ocupan los orbitales de mayor energia y esto se traduce en la formacion de
estados excitados. El modo en que los electrones son excitados depende de la energia

impartida por la fuente externa, siempre que esta energia pueda ser absorbida por la
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molécula. Por lo tanto, la excitacion representa el movimiento de un electrén a un orbital

molecular de mayor energia que el que normalmente ocupa *2.

Asi, podemos entonces definir la luminiscencia como el término usado para
describir la emision de la luz, que ocurre cuando una molécula en un estado excitado se
relaja a su estado fundamental. Los varios tipos de luminiscencia difieren de la fuente
de energia empleada para obtener el estado excitado. Esta energia puede ser
suministrada por radiacion electromagnética, por calor, por impacto de electrones, entre
otros 3. De acuerdo a la fuente de energia para la emisién de la luz Wiedemann llamo

[11]

a los varios tipos de luminiscencia colocandoles un prefijo De esta manera,

podemos entonces encontrar diferentes tipos, los cuales se resumen en la figura 7.

[ Luminiscencia ]

|
Producida por:

[ Irradiacion ] [Calentamiento] [ Fenbmenos } [ Reacciones }

eléctricos Ouimicas

-»[ Fotoluminiscencia ]

—b[ Candoluminiscencia ]

—b[ Electroluminiscencia ]-»[ Bioluminiscencia ]

Fluorescencia ]

Termoluminiscencia ] Galvanoluminiscencia ]

Fosforescencia ]
v

_,[ Piroluminiscencia ] -h[ Sonoluminiscencia ] . . .
—>[ Catodoluminiscencia ] [ Quimioluminiscencia ]

_’[ Anodoluminiscencia ]
—>[ Radioluminiscencia ]

Piezoluminiscencia ]

Figura 7. Clasificacion de los fenédmenos de luminiscencia.
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Uno de los aspectos mas atractivos de la luminiscencia es su elevada
sensibilidad analitica, con limites de deteccién que suelen ser de uno a tres 6rdenes de
magnitud inferiores a los encontrados en la espectroscopia de absorcidn. Los limites de
deteccidn caracteristicos son del orden de partes por billon. Otra ventaja de los
métodos luminiscentes radica en sus amplios intervalos de linealidad, que también

suelen ser significativamente mayores a los encontrados en los métodos de absorcion.

En general, los métodos luminiscentes se aplican menos que los métodos de
absorcién en los andlisis cuantitativos debido a que el nimero de especies que
absorben radiacion ultravioleta/visible es mucho mayor que el de especies que
presentan luminiscencia **. Sin embargo, a pesar de esto en los Ultimos afios se ha
presentado un gran interés por parte de los investigadores en la explotacion de estos
fendmenos luminiscentes como una herramienta analitica y aunque se distinguen
muchos tipos se discutird con mayor detenimiento la quimioluminiscencia, ya que es la

gue presenta mayor interés en el area de estudio, la quimica clinica.
2.6.1.- Quimioluminiscencia (QL).

La quimioluminiscencia es la produccion de radiacidbn electromagnética
[Ultravioleta (UV), Visible (Vis) o infrarroja (IR)] observada cuando una reaccién quimica
produce un intermediario 0 un producto electrénicamente excitado que o bien emite
radiacion (Quimioluminiscencia directa) o dona esta energia a otra molécula que

entonces emite (Quimioluminiscencia indirecta o sensibilizada) *°.

La manera mas sencilla para representar la reaccidon quimioluminiscente se
puede formular como:
A+B — C*+D

C* ——» C+hv
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Donde C* representa a la especie C en el estado excitado. Aqui, el espectro de
luminiscencia es del producto de reaccion C. Sin embargo, la mayoria de las reacciones
guimioluminiscentes son considerablemente mas complicadas de lo que sugieren las

reacciones anteriores.

En general, una reaccién de QL puede generarse mediante dos mecanismos
basicos (figura 8). En una reaccion directa, dos reactivos, normalmente un sustrato y un
oxidante en presencia de algunos cofactores, reaccionan para formar un producto o un
intermediario de la reaccion, algunas veces en presencia de un catalizador. Después,
parte del producto o intermedio pasa al estado electronicamente excitado, que puede a
continuacion relajarse hasta el estado fundamental con emision de un fotén. El
substrato es el precursor de la QL, que se convierte en la molécula excitada
electrobnicamente, responsable de la emision de luz, o bien actda para transferir la
energia en la QL indirecta. El catalizador, enzima o i6n metalico, reduce la energia de
activacion y proporciona el ambiente adecuado para la produccién de una alta eficiencia

de QL durante el proceso. Los cofactores son necesarios en ocasiones para convertir

A B + (Cofactores)

(precursor (oxidante)

quimioluminiscente)
catalizador

(Intermediario o

Producto) QUIMIOLUMINISCENCIA
SENSIBILIZADA O DE
TRANSFERENCIA DE ENERGIA

QUIMIOLUMINISCENCIA
DIRECTA

F
P+ hv P+ F*

F+ hv

Figura 8. Mecanismo de reaccién en QL. (P: producto; F: sustancia fluorescente).
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uno o mas de los substratos en una forma capaz de reaccionar e interaccionar con el
catalizador, o para proporcionar un grupo “saliente” eficaz cuando se requiere un

marcador para producir el emisor excitado ¢,

Por el contrario, la QL indirecta o sensibilizada, se basa en un proceso de
transferencia de energia de la especie excitada a un fluoréforo. En el caso de moléculas
que no pueden emitir directamente QL, este proceso permite transferir su exceso de
energia a un fluoréforo que a su vez es excitado, volviendo a su estado fundamental

con la emisién de un foton ™.
2.6.1.1.- Medida de la quimioluminiscencia.

Una ventaja de las técnicas de QL es que permiten emplear una instrumentacion
basica bastante sencilla, ya que el sistema Optico no requiere fuente externa de
excitacion. La QL se describe a menudo como una técnica de “campo oscuro”: la
ausencia de niveles altos de luz de fondo, que si ocurren en espectrofotometria y
fluorimetria, reduce el ruido y permite mejorar los limites de deteccién. La
instrumentacién para medidas de QL varia desde sistemas muy simples hasta
instrumentacion mas compleja, pudiéndose usar un fluorimetro simplemente con la
fuente de excitacion apagada % o puede consistir tan sélo de un recipiente de reaccion
adecuado y un detector de la radicacién, como por ejemplo un fotomultiplicador o un
dispositivo de acoplamiento de carga (CCD). Estos ultimos pueden detectar bajas
intensidades de luz generadas por la produccion de reacciones bio-especificas que
ocurren en la superficie de una muestra y permiten el analisis simultaneo de grandes

cantidades de muestra.

El hecho de que el proceso de QL es, por definicién, su propia fuente de luz
significa que los métodos de ensayo y los instrumentos usados para llevarla a cabo

necesitan proveer solo una forma de detectar la luz y una forma de recoger los
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resultados. Debido a que no requiere fuente, se evita la inestabilidad producida por
esta. Ademas, se evita la atenuacion de la radiaciébn que tiene lugar cuando esta
atraviesa un filtro o un monocromador. Estas caracteristicas de que pueda detectarse

facilmente hacen de esta técnica una herramienta analitica muy atractiva.

2.6.1.2.- Aplicaciones de la quimioluminiscencia.

El uso analitico de la quimioluminiscencia (QL) esta experimentando un creciente
interés, ya que representa una alternativa simple, barata y sensible para cuantificar una
gran variedad de compuestos. Aunque el fendmeno de la QL se conoce desde 300
afios a.C., el desarrollo de aplicaciones analiticas es relativamente reciente. Debido a
su alta sensibilidad, selectividad y como la intensidad de emision es funcién de la
concentracion de las especies quimicas implicadas en la reaccion de QL, las medidas
de la intensidad de emision pueden emplearse con fines analiticos.

Las reacciones de QL son actualmente explotadas principalmente en medidas de
concentracion de cualquier analito, para inmunoandlisis o deteccion de &cidos
nucleicos. En el Gltimo caso, un compuesto envuelto en la reaccién de emisién de luz es
usado como etiqueta para inmunoensayos o para pruebas de acidos nucleicos. En el
primer caso, el analito de interés directamente participa en una reaccion de QL o sufre
una reaccion quimica o una transformacion enzimética de tal manera que uno de los
productos de reaccion es un coreactante de una reaccién de QL. Respecto a esto, los
sistemas de QL que requieren H,O, para la emision de la luz son de particular interés
en andalisis bioquimicos. Perdoxido de hidrogeno es de hecho un producto de varias
reacciones enzimaticas, las cuales pueden ser entonces acopladas a la deteccion por
oL [17]

La unién de estos ensayos enzimaticos a la sensibilidad, los bajos limites de

deteccion y el bajo costo de la instrumentacién de QL han hecho de esta un método de
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uso comun en laboratorios clinicos en los ultimos afios. Hoy en dia, son comunmente
usados para andlisis de analitos clinicamente importantes en fluidos y tejidos del cuerpo
y se refiere estrictamente a los dispositivos de analisis en el que el sistema de
reconocimiento biologico esta en contacto con el dispositivo de transduccidn, es
limitado al uso de enzimas inmovilizadas en diferentes sustratos *®, que al reaccionar
con el analito de interés generan peroxido de hidrégeno que es requerido para la
emision de luz. Se ha aplicado también este método para analisis de contaminantes
atmosféricos, gases como ozono, Oxidos de nitrégeno y compuestos azufrados.
También se ha desarrollado un ensayo relativamente simple basado en QL para
determinacion de antioxidantes como vitamina C y E, y proteinas. No obstante deben
considerarse algunas limitaciones en el andlisis por QL, como su dependencia a varios
factores ambientales que deben ser controlados, la falta de selectividad, ya que un
reactivo quimioluminiscente no se limita a un Unico analito, y finalmente, como ocurre en
otros sistemas, la emisién quimioluminiscente no es constante sino que varia con el
tiempo (el haz de luz estd compuesto de una sefial que se produce tras la mezcla de los
reactivos, alcanza un maximo y después cae hasta la linea base), y este perfil de
emision frente al tiempo puede variar ampliamente en diferentes sistemas
quimioluminiscentes, por lo que hay que extremar el cuidado para detectar la sefial,

midiendo en periodos de tiempo bien definidos ™*°.
2.6.1.3.- Reactivos quimioluminiscentes.

Dentro de los reactivos que pueden ser empleados como reactivos
guimioluminiscentes se encuentran: El luminol y sus derivados, éster de acridinio y sus
derivados, lucigenina y esteres de oxalato como el bis-(2,4,6-triclorofenil)oxalato (Ver
figura 9). Algunos fenoles polihidricos, como el pirogalol o el acido galico, también
presentan caracteristicas quimioluminiscentes. A pesar de esto, es sin duda el luminol

una de las moléculas mas estudiadas 2.
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Luminol: R=MNHz R™=H
Isoluminol: RB= H R=NH,

Ester de acridinio.

Cl Cl

Cl \\__/ OCO — OCO@CI

Cl Cl

Bis-(2,4,6-triclorofeniloxalato)

Lucigenina

Figura 9. Estructura quimica de algunos compuestos quimioluminiscentes.

2.6.1.4.- Luminol.

El 5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona, o0 mas conocido como luminol, es un
compuesto quimico de formula molecular CgH;N3O,, cuya estructura se muestra en la
figura 10. Es un derivado del &cido ftalico. Se trata de un sélido blanco o ligeramente
amarillo que es soluble en agua y en la mayoria de los solventes organicos. Su mayor
importancia reside en la reaccion de QL que produce en presencia de oxidantes fuertes,
como peroxido de hidrégeno, y de algun catalizador, como Fe, Co o Cu, exhibiendo un

color azul con un maximo de intensidad en 425nm en medio basico.
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Figura 10. Estructura del luminol.

Las propiedades quimioluminiscentes del luminol fueron primero reportadas en
1928 por Albrecht. Desde entonces, la alta sensibilidad y conveniencia de los métodos
de QL del luminol han dado lugar a una amplia utilizacion de este reactivo y sus

derivados en muchos campos %,

Las soluciones de Luminol son sensibles a la luz y a los cationes metélicos, son
estables en periodos de 8-12 horas, y son térmicamente inestables. Su preparacion
debe realizarse una vez se decida aplicar, a cuanto menor tiempo pase desde su prepa

racion a su aplicacién mejores resultados dara el producto ya que una vez hidratado el
Luminol propiamente dicho (el Luminol es realmente la sustancia sin hidratar, pero
también se le denomina con el mismo nombre a la disolucion del verdadero Luminol con
el agua destilada y la oxigenada al 15%), comenzara a degradarse hasta el punto de

gue sea inservible.

La reaccion de QL que exhibe el luminol requiere de algunos factores para
llevarse a cabo y estos factores dependen fuertemente del medio en el cual se esté

trabajando. En medio apraotico, la oxidacion quimioluminiscente del luminol requiere solo
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de oxigeno y una base fuerte. En solventes proéticos (ejemplo, agua), un sistema de
oxidacion y un catalizador oxidativo son requeridos ademas de condiciones alcalinas
(pH 10-13). Peroxido de Hidrégeno es el agente oxidativo mas frecuentemente usado.
Cationes de los metales de transicion (Cr**, Mn*, Fe**, Fe*®, Co?*, Ni**, Cu®*, Hg*"),
libres o complejos con ligandos organicos e inorganicos, catalizan la oxidacion de QL

del luminol 1,

A pesar del gran numero de estudios mecanisticos que se han hecho, el
mecanismo de reaccion del luminol todavia no ha sido completamente esclarecido. Se
sabe que es mas eficiente en medio béasico, que el mecanismo depende del tipo de
solvente empleado, prético o aprotico, y que la reaccion de este con peroxido de
hidrogeno en agua necesita de un catalizador redox y pueden emplearse una gran

variedad de metales de transicion.

Una interesante propuesta mecanistica fue presentada por Albertin R. vy

colaboradores ¥

, Ver figura 11, y establece que el catalizador oxida la base
correspondiente del luminol (1) en dos pasos para formar una diazoquinona (2), la cual
sufre un ataque por el anion del peréxido de hidrogeno (3) generado por la
descomposicion de este en medio basico, formando un endo-peroxido (4). Este ultimo
pierde nitrégeno (Una molécula muy estable) y forma el dianion del acido 3-aminoftalico
(3-aminoftalato) en su estado excitado (5), el cual decae a su estado fundamental,

acompafiado por la emisién de luz.

El luminol ha sido efectivamente empleado durante mas de 40 afos
para la deteccion de presuntas manchas de sangre que estan ocultas a simple vista en
la escena de un crimen y, por esta razon, la emision de luz observada cuando una
solucion que contiene luminol y peréxido de hidrégeno es rociado en manchas de

sangre seca ha sido considerado como uno de los mas importantes y mas conocidos
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Figura 11. Propuesta mecanistica de Albertin y colaboradores para la reaccién quimioluminiscente del

luminol en medio alcalino, en presencia de un i6n de metal de transiciéon (M™), utilizando H,O, como
agente oxidante.

ensayos en el campo de las ciencias forenses. Este ensayo puede detectar manchas de
sangre diluidas hasta un nivel de 1:10° (1pl de sangre por litro de solucién) permitiendo
revelar el patrén de distribuciéon de la mancha, lo que permite a los investigadores
reconstruir alguno de los eventos de un delito mediante la visualizacion de estos
patrones. El hierro presente en la hemoglobina de la sangre es quien cataliza la
reaccion y debido a la posible presencia de sustancias que pueden intensificar o

generar una emisién quimioluminiscente, incluso si no hay sangre presente, la prueba
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del luminol no debe ser considerada suficientemente precisa como para permitir una
identificacion inequivoca de la sangre. Esto se debe a que existen muchas
interferencias que pueden dar lugar a interpretaciones erréneas, por lo tanto se debe
tener precaucion cuando se realiza esta prueba. Los productos quimicos industriales
como los agentes de limpieza, ejemplo lejia comercial (hipoclorito de sodio),
comunmente interfieren. Sin embargo, se diferencia la reaccion positiva de luminol-
sangre con la reaccion con limpiadores caseros por el tiempo de aparicion, el cual es
mayor. De este modo, un profesional experimentado puede distinguir la verdadera
reaccion quimioluminiscente producida por la sangre de la producida por otras
sustancias, mediante la evaluacion de los pardmetros observables a simple vista, como

la intensidad de emisién, la duracion y distribucion espacial 2.

A pesar de ser este muy empleando en el area de criminalistica, el principal
interés de la quimioluminiscencia del luminol en el area analitica y especificamente en
analisis clinicos es la posibilidad de acoplar esta reaccion de emision de luz con
reacciones catalizadas por enzimas que generan peroxido de hidrogeno. Simples
reacciones auxiliares que generan perdxido de hidrogeno, asi como mdultiples sistemas
enzimaticos que conducen a la produccién de este, pueden ser utilizadas para la

deteccién quimioluminiscente de diferentes metabolitos.

2.7.- Nuevas tendencias en instrumentos empleados en analisis

clinicos.

Los instrumentos empleados en andlisis clinicos que se han diseflado en los
ultimos afos, emplean componentes opto-electrénicos en la configuracion de sistemas
espectroscopicos clasicos, que hacen del mismo un equipo portatil, robusto y de facil
traslado a campo. Se ha reportado el uso de diodos de emisién de luz (LEDs) o

pantallas de computadoras como fuente de excitacion para elaboracién de lectores de
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absorbancia y actualmente la utilizacibn de camaras CCD como detectores de la
radiacion en diferentes técnicas espectroscopicas.

El uso de estas camaras, basadas en dispositivos de acoplamiento de carga
(CCD), como detectores analiticos, permiten generar una gran cantidad de informacién
por imagen que contienen informacion analitica de un alto numero de muestras, la
adquisicion de los datos de calibracién, prediccion y muestras reales, tomando una
simple imagen, lo cual disminuye el tiempo de analisis comparado con el uso de
espectrofotometros convencionales. Los CCDs son detectores de imagen con
remarcable sensibilidad y rango dinamico lineal. CCDs tipicamente contienen 10° o mas
pixeles. Cada pixel actia como un detector acumulativo donde la carga acumulada es
proporcional a la luz total expuesta. La carga de cada pixel puede leerse en el momento

deseado, para obtener una imagen en dos dimensiones #2.

Ya que estas proveen suficiente sensibilidad para detectar pequefios cambios de
color de diferentes sustancias o pequefias radiaciones de emision de luz, estan siendo
explotadas actualmente por muchos investigadores con la finalidad de evaluar la
aplicacion de la fotografia digital y el procesamiento computarizado de imagenes en la
construccion de nuevos disefios de espectrofotometros. De esta manera, diferentes
autores ?*2" han reportado el uso de estas camaras como detectores espectroscopicos
y el uso de pantallas de computadoras como fuente de luz, técnica denominada
“‘computer screen photo-assisted technique (CSPT)”, que les permitieron determinar en
plasma sanguineo la droga formoterol, melanéforos, Al (lll) e Fe (Ill) en aleaciones,
detectar las hebras de ADN complementario, entre otros, obteniendo resultados

satisfactorios, lo cual ha hace muy llamativa la explotacion de dicha técnica.

Dentro de los trabajos mas recientes que emplean estos componentes tenemaos:

En el 2007, J. Castillo y colaboradores %8, desarrollaron y evaluaron un lector de
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absorbancia de multi-celdas para analisis clinicos usando una camara Web, Figura 12,
y un software para recoger las imagenes y procesarlas mediante el programa Matlab
7.2.0.232 (R2006a) que fue disefiado en su laboratorio ?°\. Evaluaron el sistema usando
soluciones de rojo neutro, anaranjado de metilo y complejo amoniacal de Cobre (ll). Los
resultados obtenidos muestran que es posible medir unos pocos microlitros de solucion
con una adecuada exactitud y precision de menos del 3%. Como una posible aplicacion
en quimica clinica determinaron Fe usando Complejos de Tiocianato de Hierro (lll),
meétodo usualmente aplicado en analisis de suero en sangre. El instrumento propuesto
permite el andlisis de hierro en el intervalo de los valores de referencia (0,75-1,5 mg/ ml)
en humanos, con un coeficiente de correlaciéon de 0,9946. En las cuatro muestras
ensayadas encontraron que no existen diferencias significativas al 95% entre los
resultados obtenidos y los valores reales, lo que les permiti6 concluir que la
configuracion instrumental propuesta puede ser exitosamente aplicada para el analisis

de hierro usando complejos con tiocianato. De esta manera, el sistema construido

» LEDs

Pantalla QOO0

. 4—
Difusora

Celda <
multi-pozos.

WebCam

Figura 12. Esquema del equipo experimental para medidas de absorbancia en celdas multi-platos

usando LEDs como fuente de luz y una WebCam como detector.
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puede ser considerado como una herramienta analitica prometedora y es una
alternativa econ6micamente viable para analisis clinicos.

En el 2009, Bricefio A. y colaboradores % evaluaron la eficiencia de un
analizador colorimétrico, basado en la deteccion con Webcam, usando para ello celdas
ELISA. Emplearon el instrumento fabricado en 2007 por Castillo y colaboradores y un
software disefiado ®® para tomar las imagenes de la placa ELISA. Evaluaron la
aplicacion del analizador, en la determinacién de las concentraciones de glucosa,
mediante el método enzimatico de glucosa oxidasa, en plasma sanguineo de ratas. Las
mediciones fueron realizadas tanto con el dispositivo propuesto como con un
espectrofotometro convencional. Los resultados que obtuvieron estan entre 700-1700
mg/L de Glucosa con una precision del 2-9%. Obtuvieron que no existen diferencias
significativas al 95% entre los valores obtenidos por el analizador y el sistema
convencional, lo que indico una alta exactitud del sistema. Los valores obtenidos les

permitieron concluir que los animales presentaban ausencia de diabetes.

El método empleado por Bricefio y colaboradores para la determinacion de
glucosa es uno de los métodos que actualmente se esta explotando en la quimica
clinica, adaptandolo a los nuevos instrumentos que se estdn disefiado para la
determinacién de ciertos componentes quimicos de interés en fluidos biol6gicos, como
por ejemplo los biosensores. Estos son métodos indirectos de analisis que se
denominan métodos enziméaticos, que se pueden acoplar a reacciones colorimétricas o
reacciones luminiscentes. Estas ultimas son actualmente las mas estudiadas y se han
adaptado a los nuevos instrumentos gracias a su sencillez, sensibilidad y bajos limites

de deteccion.
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2.7.1.- Métodos enzimaéaticos.

Ahora nos centraremos en las proteinas mas notables y altamente
especializadas, las enzimas. Son los catalizadores de las reacciones de los sistemas
biolégicos. Tienen un extraordinario poder catalitico, a menudo muy superior al de los
catalizadores sintéticos o inorganicos. Poseen un elevado grado de especificidad
respecto a sus sustratos, aceleran tremendamente reacciones quimicas y funcionan en
soluciones acuosas en condiciones muy suaves de temperatura y pH. La efectividad de
una enzima como catalizador se llama actividad enzimética. La actividad guarda una
estrecha relacion con la forma tridimensional de la proteina, particularmente de su sitio
activo. En general, el sitio activo es la parte de la proteina que se une al sustrato. La
especificidad de la enzima depende en gran parte de la estructura de la regién del sitio

activo.

Las reacciones catalizadas, en particular aquellas en las que las enzimas actian
como catalizadores, son muy usadas en la determinacion de diversas especies
biologicas y bioquimicas y como hemos venido mencionando a lo largo de nuestra
revision bibliografica, los métodos enzimaticos son hoy en dia los mas empleados y han
desplazado a otros métodos ya que estos son mas especificos y reducen gran cantidad
de interferencias. Pero, que son y en que se basan estos métodos. Pues bien, estos no
son mas que un método en el cual se llevan a cabo dos reacciones enziméticas
acopladas. En una primera reaccion, el analito de interés reacciona con oxigeno para
generar, en presencia de una enzima como catalizador que permite reducir la energia
de activaciéon, un producto que posteriormente en una segunda reaccion, que también
requiere de un catalizador, forma algiin complejo que o bien es coloreado y absorbe
radiacion para ser medido por colorimetria, o bien produce radiacion que puede ser
detectada y cuya intensidad es proporcional a la concentracion del analito de interés.

De este modo, la primera reaccion es especifica y la segunda es inespecifica.
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En general, este método puede aplicarse en la determinacién de varios
componentes biologicos, sin embargo, nos enfocaremos en el andlisis de los tres
analitos que revisten mayor importancia, Glucosa, Colesterol y Acido Urico. En estos
casos las enzimas catalizadoras de la primera reaccion son, Glucosa Oxidasa (GO),
Colesterol Oxidasa (CO) y Uricasa, respectivamente. Estas catalizan la oxidacién de los
analitos, la cual genera peroxido de hidrégeno y este es quien en una segunda reaccion
colorimétrica o quimioluminiscente, genera un producto que puede ser cuantificado. En
el caso de la reaccién quimioluminiscente el catalizador de la segunda reaccion puede
ser algin metal de transicion (M™), ejemplo el Fe contenido en la sangre. Las

reacciones que se llevan a cabo con glucosa, colesterol y acido arico, son:

- Método de Glucosa Oxidasa (GO), acoplado a una reaccion de QL:

GO
Glucosa+ 0O, — >  Acido Gluconico + H,0,.

n+
M

H,O, + Luminol — > 3-aminoftalato + hv.

- Método de Colesterol Oxidasa (CO), acoplado a una reaccion de QL:

CO
Colesterol + O, ™ Colest-1-en-3-ona + H,0..

n+
M

H,O, + Luminol — 3-aminoftalato + hv.

- Meétodo de Uricasa, acoplado a una reaccion de QL.

Uricasa
F4 . . ’
Acido Urico + O,— > Alantoina + H,0,.

n+
M

H,O, + Luminol — >  3-aminoftalato + hv.



42

De estas reacciones, la de la glucosa es a la que le prestaremos mayor atencion
ya que esta serd la que se lleve a cabo en el biosensor que se desea disefiar.

2.7.2.- Biosensores.

En general, puede decirse que un sensor es un dispositivo que aprovecha una de
sus propiedades con el fin de adaptar la sefial que mide para que la pueda interpretar
otro dispositivo, un transductor. Existen numerosos tipos de sensores y se clasifican de
acuerdo con el tipo de energia que detectan, siendo de especial interés los sensores
quimicos, los cuales son dispositivos pequefios, robustos, portatiles, de facil
manipulacion y no necesitan de adicion continua de reactivos para su operacion
pudiendo proporcionar informacion confiable continuamente. Por tanto, los sensores
quimicos son un elemento clave en la instrumentacién analitica que, en muchos casos,
sustituyen aparatos complejos y evitan el empleo de una enorme infraestructura de

soporte.

Un tipo de sensor quimico que se basa en reconocer componentes
biol6gicamente activos, lo que significa que un proceso bioquimico es la fuente de la
sefal analitica y una de sus caracteristicas es su selectividad hacia un cierto analito se

denomina biosensor B,

Los biosensores se han desarrollado con el objetivo de
combinar la selectividad de las reacciones enziméaticas, con la alta sensibilidad de las
reacciones quimioluminiscentes, cuyas medidas consisten en monitorear la velocidad
de produccién de fotones y entonces, la intensidad de la luz depende de la velocidad de
la reaccion quimioluminiscente. En Consecuencia, la intensidad de la luz es
directamente proporcional a la concentracion del reactivo limite envuelto en la reaccion
luminiscente. Con moderna instrumentacion, la luz puede ser medida a muy bajos
niveles, y esto permite el desarrollo de métodos analiticos muy sensibles basados sobre

estas reacciones de emision de luz 7,
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2.7.2.1.- Construccién de un biosensor.

La construccion de un biosensor se basa en la union de dos partes: un
componente bioldgico activo (un reconocedor) y un transductor. La primera fase es el
reconocimiento de una determinada sustancia por medio de una reaccion bioquimica
especifica, generando una variacion en la concentracion de protones, una variacion de
masa, una variacion en el estado de oxidacién del analito, entre otros; y la segunda,
convierte la energia de estos eventos en una forma medible, como una variacion de la
corriente, potencial, temperatura u otros. Asi, diferentes componentes biolégicos
pueden ser usados en la construccién de biosensores, tales como organismos, tejidos,
células, membranas, enzimas, receptores, anticuerpos, acidos nucleicos y macro-
moléculas organicas. Sin embargo, a pesar de sus limitaciones en términos de su
susceptibilidad al pH, la fuerza idnica, a inhibidores y su baja estabilidad, las enzimas
son las mas ampliamente usadas en la construccién de biosensores Y, porque ellas
actian con una alta actividad y alta selectividad catalitica. El material bioldgico es
inmovilizado en una membrana adecuada, que se acopla junto a la superficie del
transductor, el cual monitoreara la desaparicion de algun reactivo o la aparicion de

algtin producto de la reaccién entre el material biolégico y el sustrato de interés 23,

2.7.2.2.- Caracteristicas de un biosensor.

Un biosensor para poder ser empleado en andlisis quimicos, debera
necesariamente poseer algunas propiedades, a saber: excelente estabilidad y tiempo
de respuesta, bajos limites de deteccion y buena selectividad y exactitud. Por lo que,
diversos parametros del biosensor deben ser investigados: pH de operacion,
concentracion del material biologico inmovilizado, espesor y tipo de sustrato para la
inmovilizacion del componente biologico, temperatura, efecto de activadores,

(32]

inhibidores e interferentes . La selectividad, sensibilidad y el tiempo de vida de los

biosensores de QL dependen fuertemente de los siguientes puntos: 1) La cuidadosa
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seleccion de los reactivos quimioluminiscentes que respondan para la especie definida,
2) La forma de inmovilizar los reactivos, y 3) los sustratos seleccionados para la
inmovilizacion B%. La inmovilizacién puede hacerse en diferentes sustratos y esto juega
un papel importante en el desarrollo de biosensores basados en QL de alta calidad.
Entre ellos, los métodos mas utilizados para la inmovilizacibn son aquellos que
envuelven o se basan en la oclusion en gel o membranas, adsorcion, enlaces

covalentes y enlaces covalentes cruzado, ver figura 13.

En afios recientes, un numero de nuevos métodos han sido reportados para
hacer uso de enzimas inmovilizadas. La clave de esto se encuentra en el hecho de si la
inmovilizacién puede alterar la actividad catalitica intrinseca de las enzimas o incluso
inhibirla. Dentro de los métodos estudiados también se ubican las nanoparticulas ya

que la amplia disponibilidad de estas ha atraido la atencion generalizada, debido a su

Figura 13. Métodos de inmovilizacién de enzimas. a) Oclusion en gel, b) Adsorcién, c) enlaces

covalentes, d) enlaces covalentes cruzados.

alta area de superficie, alta actividad y buena selectividad. Se han realizado estudios
empleando estas como soporte para inmovilizacion de enzimas y ofrecen la ventaja de
gue no hay consumo de reactivo quimioluminiscente, y el tamafio de los sensores

puede ser miniaturizado debido al pequefio tamafio de las nanoparticulas.
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Nanoparticulas de oro son una plataforma ideal para biosensores, especialmente para
aquellos con deteccion electroquimica, porque la superficie del oro es apta para la

union de biomoléculas.

A pesar de existir diferentes métodos para la inmovilizacion, cada uno de estos
presenta una serie de ventajas y desventajas al usarlo como sustratos para inmovilizar
reactivos. Asi, el método de adsorcion sobre materiales inorganicos presenta la ventaja
de su simplicidad de ejecucion, pero tiene la desventaja de la reproduccion de la forma
de la enzima adsorbida, pues la enzima sélo puede mantener su actividad catalitica si
Sus centros activos se encuentran en una forma disponible sobre la superficie del
material, para que la reaccion con el analito especifico pueda ocurrir y ademas, la
debilidad de los vinculos entre la enzima y el sustrato hace que estos puedan romperse
durante el uso del biosensor. EI método de enlaces covalentes entre el sustrato y la
enzima presenta mayor estabilidad del complejo enzima-sustrato, pero requiere un
conocimiento previo de la estructura quimica de la enzima y la naturaleza del soporte,
presentando la desventaja de perder la actividad enzimatica debido a la reaccion con
grupos funcionales del centro activo de la enzima. La formacién de enlaces cruzados
entre los grupos amino del soporte, con los grupos amino de la enzima tienen como
ventaja principal la simplicidad de ejecucion y la fuerte interaccion de la enzima con el

soporte, lo que disminuye drasticamente la lixiviacion.

El dltimo de estos métodos de inmovilizacion es el de oclusion en gel o en
membranas orgdanicas, el cual corresponde al confinamiento del material biol6gico en
una matriz polimérica o en una membrana semipermeable. Presenta la ventaja de
poder usar cualquier tipo de enzima. No en tanto, exhibe una desventaja de lixiviacion
del material enzimatico, debido a los diferentes tamafios de poros en los polimeros,
como también problemas en el tiempo de respuesta, por la dificultad de difusion de
especies envueltas a través de la membrana B. Dentro de este método el sol-gel es el

gue ha presentado mayor importancia en los ultimos afios y este se estd empleando
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ampliamente en la inmovilizacion y estabilizacion de materiales biologicos. Esto debido
a numerosos factores, como la facilidad de fabricacion, la flexibilidad del proceso de
sintesis y la facilidad de que las enzimas ocluidas en la matriz de sol-gel de mantener
Su respectiva actividad catalitica, ya que no hay o hay poca alteracién de la estructura

de la especie encapsulada.

2.7.3.- Sol-gel.

El proceso sol-gel permite la formacion de materiales cerdmicos o vidriosos, a
temperaturas mucho menores que las ofrecidas por las técnicas de fusion
convencionales y los materiales derivados del sol-gel pueden proveer excelentes
matrices para una variedad de compuestos organicos e inorganicos. Sin embargo, es
necesario el control de los pardmetros fisicos y quimicos en el proceso de produccion
ya que dependiendo de estos las caracteristicas como, fuerza mecanica, transparencia,
tamafo y distribucion de los poros en la red, pueden variar significativamente. Este
proceso implica la transicidon de un sistema de un liquido “sol” que es generalmente
coloidal, en un sélido “gel’ consistente de al menos dos fases, con la fase liquida
atrapada e inmovilizada por la fase sélida y en la cual se extraen luego los solventes.
Los materiales usados en la preparacion del “sol-gel” son generalmente sales
inorganicas de metal o compuestos organicos de metal, tales como: los alcoxisilanos,

tetrametoxisilano (TMOS) y Tetraetoxisilano (TEOS).

El proceso de sol-gel implica dos pasos: En el primero, el precursor (TMOS o
TEOS) es mezclado con agua y un catalizador por unas pocas horas. Este proceso
permite la hidrolisis del enlace Si-O-R. La reaccion de hidrolisis puede ser catalizada
por acidos (HCL, HF, entre otros) o bases (NH4;OH, NaOH, entre otros). Este proceso
es sistematicamente descrito por la ecuacion (). En el proceso real no todos los grupos
—OR son accesibles a la hidrélisis hacia el grupo —OH. De hecho, lo largo de la hidrdlisis

se debe a la larga cantidad de grupos Si-OR que deben sufrir la hidrdlisis a la forma Si-
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OH. Entonces, la medida de la red tridimensional de silica es un resultado directo del
tiempo de hidrdlisis. El proceso de hidrolisis es también influenciado por algunos

factores como temperatura, tiempo y caracter del catalizador utilizado.

En el segundo paso, después de la hidrdlisis, el pH obtenido es gradualmente
llevado hasta aproximadamente 6, por ejemplo, con solucién de amonio diluida, en caso
de proceso de catdlisis acida. Esto resulta en una rapida (aprox. 1min) gelatinizacion y
formacion del llamado “gel mojado”. Subsecuentemente, el gel obtenido puede ser
envejecido por unos pocos dias en agua o soluciéon de amonio. Este proceso reduce la
fuerza mecanica durante el secado e impide, en cierta medida, el riesgo de quiebre de
la muestra. Sin embargo, si la solucion obtenida después de la hidrélisis acida se
mantiene a pH bajo (no adicibn de amonio), la gelatinizacién toma lugar mucho mas
lento (dias). Generalmente, esto permite el mejoramiento de la estabilidad mecénica del
sol-gel. El proceso de gelatinizacion ocurre luego de la hidrélisis de la solucién del
tetraalcoxisilano, el cual luego de formar un sol por la polimerizacién via condensacion,
genera a continuacion un gel. Esta transicibn es denominada transicion sol-gel y es

descrita por la ecuacion (I1) 6 (111).

Cat.
Si-(OR), + H20 » Si-(OH), + 4 R-OH. (1)
=Si-OH + =Si-OH » =Si-0-Si= + H,0 (I
=Si-OR + =Si-OH » =Si-O-Si= + ROH (1)

El proceso de sol-gel tiene un caracter dinamico. Entonces, es imposible separar
las reacciones quimicas responsables de la formacion del producto final. Los procesos
de hidrdlisis, gelatinizacion y envejecimiento/secado ocurren simultaneamente. Durante

el “envejecimiento” (después de la gelatinizacion y antes del secado) el material
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derivado del sol-gel expulsa la fase liquida (agua, alcohol) de la muestra. Este proceso
es llamado sinéresis y ejemplifica el equilibrio complicado envuelto en la formacion de

gel via procedimiento de sol-gel.

La temperatura de secado no debe exceder los 100 °C permitidos para la
formacion del “gel seco”, llamado Xerogel. Ellos son relativamente fuertes, tipicamente
transparentes y porosos. El tamafo de los poros depende de muchos factores como el
tiempo y la temperatura de hidrdlisis, y el tipo de catalizador utilizado. El diAmetro de los
poros esté directamente relacionado con la disminucion del volumen del gel durante el
proceso de secado (lo cual es la razon principal de agrietamiento). Adicion de pequefias
cantidades de solventes organicos (ejemplo, dimetilformamida o dimetilsulfoxido),
estabilizan el gel resultante incrementando asi su fuerza mecanica y mejorando su

transparencia.

La tecnologia de la preparacion de Xerogel ofrece, en comparacion a materiales
convencionales, algunas ventajas. El proceso en conjunto puede ser realizado a
temperatura ambiente y segundo, es obtenido por un precursor liquido. Esto permite
afiadir al hidrolizado varias sustancias quimicas (como una solucion, suspension o
incluso una muestra solida) y, después del paso de gelatinizaciéon, atrapar esta dentro
del gel. Ya que el proceso entero (incluyendo el secado) puede ser conducido a
temperatura ambiente, incluso moléculas relativamente inestables (ejemplo, proteinas)
pueden ser atrapadas dentro de la matriz. Ya que los Xerogeles son porosos, las
moléculas atrapadas pueden usualmente interaccionar con el ambiente a través de los
canales y huecos de la red. Esto hace de este un material prometedor para sensores

quimicos y bioldgicos 2.

En general, podemos entonces decir que el proceso de sol-gel consta de dos
pasos, un paso de hidrélisis y uno de polimerizacion, los cuales no ocurren de forma

independiente y que las propiedades fisicas del gel obtenido (esto es, area de
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superficie especifica, tamafio medio de poros y su distribucion) dependen fuertemente
de los parametros utilizados en el proceso de sol-gel. La razén molar agua:silano, la
naturaleza y la concentracion del catalizador y el tipo de precursor alcéxido son
parametros especificos que afectan fuertemente las velocidades relativas de las
reacciones de hidrdlisis y condensacion, las cuales a su vez, dictan las propiedades del
material final ®?. Pudiéndose asi obtener, un “alcogel”, una fase sélida y una liquida; un
“xerogel”, al extraer la fase liquida por evaporacion; un “aerogel’, al extraer la fase
liquida bajo condiciones supercriticas o un vidrio. El proceso completo de formacion de

sol-gel es esquematicamente representado en la figura 14.

‘ Liquido precursor ’ [ Catalizador ]

‘ /
Hidrélisis . e
"'--.| Adicién de un sustrato especifico.

A
| Gelatinizacién I

\4
[ Envejecimiento ]

Sinéresis

Secado

1 ITe [¢]
> 60°C —>[ Fusion > 1000 °C ]

Xerogel

[ Impregnacion ]

Figura 14. Representacién esquematica del proceso de produccién de sol-gel s3]
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3.- Antecedentes.

3.1.- Estudios realizados sobre lainmovilizacion de enzimas.

En 1999, Yuming H. y colaboradores. B4, desarrollaron un biosensor de QL para
determinacion de colesterol combinado con un analisis de flujo de inyeccion, basado en
la oxidacion del Colesterol por Colesterol Oxidasa en presencia de Oxigeno disuelto,
para producir H,O,. Para ello, inmovilizaron Colesterol Oxidasa sobre silica gel amino-
modificada via activacion por glutaraldehido y la empacaron en una columna de vidrio.
Los reactivos analiticos, incluyendo luminol y Ferricianuro, fueron electrostaticamente
co-inmovilizados sobre una columna de intercambio aniénico. La muestra se hace pasar
a través de la columna que contiene la enzima y el Perdxido generado es enviado a la
segunda columna de intercambio aniénico donde reacciona con el luminol y el
ferrocianuro eluido de esta, figura 15. Analizaron el efecto del pH en la actividad
enzimatica encontrando que el pH éptimo de trabajo es de 7. El método propuesto
ofrece la ventaja de ser simple y rapido, y fue exitosamente aplicado en la
determinacién de colesterol en muestras de sangre humana, con un limite de deteccion
de 5.10° g/ mL.

Figura 15. Esquema del biosensor de flujo para la determinacién de Colesterol: a) Muestra, b) H,O, c)
NaOH 0,1M, P;) Bomba 1, P,) Bomba 2, (A) Columna de intercambio anidnico, (E) Columna con enzima
inmovilizada, V) Vavula, F) Celda de Flujo, (W) Desecho, (D) Detector, R) Grabador.
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En el 2001, Hanoaka y colaboradores B, estudiaron la quimioluminiscencia del
luminol en una solucion no tamponada o débilmente &cida, utilizando un catalizador
heterogéneo, complejo de Co(ll)-etanolamina, inmovilizado sobre resina Dowex-50, en
presencia de H,O,. Encontraron que la longitud de absorcion maxima del luminol era de
448 nm, es decir, 23 nm mayor a la mostrada en solucion béasica (pH 10,5). Compararon
las medidas de QL empleando tres diferentes ligandos, mono, di y trietanolamina y seis
iones de metales de transicion Co(ll), Cu(ll), Ni(ll), Mn(ll), Fe(ll) e Fe(lll) . Observaron
que la intensidad de QL disminuia en el orden de mono > di > trietanolamina y Co(ll) >
Cu(ll) > Ni(ll) > Fe(lll) > Mn(ll) > Fe(ll). Este sistema de QL heterogéneo fue
desarrollado como un sensor de flujo continuo para determinacion de H,O, en agua de
lluvia sin ningun pre-tratamiento previo de la muestra. Ellos consideran que el
mecanismo para la emision de QL en solucidon no tamponada se basa en la formacién
de un ion radical superoxido durante la descomposicion de H,O, catalizado por el
complejo de Co(ll)-etanolamina inmovilizado en la resina. Entonces el ion radical
superoxido actua sobre el luminol y la QL es emitida. Esta propuesta fue apoyada
firmemente por los resultados obtenidos, como un mecanismo de reaccion del luminol
en medio neutro o ligeramente acido y les permitié concluir que no solo es posible
generar la reaccion de QL del sistema luminol-H,O, en medio bésico, sino también es
posible llevarla a cabo en un medio neutro o ligeramente acido. El limite de deteccion
de H,O, empleando resina Dowex-50 y Co-monoetanolamina como catalizador fue de

1.10"'My el coeficiente de correlacion fue de 0,9990.

En el 2008, Shuang y col. ¥ desarrollaron un biosensor para determinacion de
glucosa basado en la electroquimioluminiscencia del luminol, empleando glucosa
oxidasa (GO), como catalizador, soportada sobre nanoparticulas de Oro (AuNPSs), ver
figura 16. Emplearon un electrodo de oro en el que las AuNPs fueron ensambladas en
una red tridimensional de sol-gel y, a continuacion, la glucosa oxidasa las absorbieron
sobre estas AuNPs, con la finalidad de obtener un electrodo GO/AuNPs/sol-gel/Au. La

intensidad de electroquimioluminiscencia del biosensor depende de la concentracion del
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luminol y del tamafio de las nanoparticulas de Oro. ElI biosensor mostro
reproducibilidad, estabilidad y selectividad satisfactoria en la determinacién de glucosa,

con un limite de deteccién (LOD) de 0,2 uM de glucosa.

Figura 16. Principio del biosensor de glucosa basado en electroquimioluminiscencia del

luminol catalizada por GO soportada sobre AuNPs.

También en el 2008, Zhang y col. &7

, propusieron un biosensor de flujo de QL,
en el cual Glucosa Oxidasa (GO), Peroxidasa de Rabano (HRP) y nanoparticulas de
Oro fueron inmovilizadas con el método de sol-gel sobre la superficie interior de la
célula de flujo. Encontraron que las Nanoparticulas de Oro podian mejorar
considerablemente la respuesta quimioluminiscente del biosensor de glucosa. La
mejora fue estrechamente relacionada con el tamafio de las AuNPs, y observaron que
los tamafios mas pequefios, 8nm, eran los que mejor respuesta quimioluminiscente
presentaban. El biosensor expuso corto tiempo de respuesta, facil manejo, bajo costo,
simple montaje y se aplico con éxito en la determinacion de Glucosa en suero humano
con un LOD de 5 uM. Ademas concluyen que el sistema puede ser facilmente adaptado

a el andlisis de otros analitos (por ejemplo, acido urico) variando las enzimas.
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4.- Justificacion.

En la revisién bibliografica realizada se observa que los equipos actualmente
empleados en analisis clinicos suelen ser sofisticados, costosos, de dificil manipulacion,
requieren de una infraestructura fisica adecuada y consumen largos tiempos de
andlisis. En tal sentido, el desarrollo tecnoldgico actual y la necesidad de contar con
equipos de facil manejo, de dimensiones fisicas pequefas, que puedan ser utilizados
en el area de la quimica clinica, ha fomentado la fabricacién de dispositivos robustos,
portatiles y de bajo costo, que puedan ser utilizados en la determinacion de compuestos
quimicos y biologicos importantes en concentraciones muy bajas. En este ambito los
biosensores han presentado el mayor desarrollo en los ultimos afios. Asimismo, la
simplicidad de las medidas de QL, su elevada sensibilidad y sus bajos limites de
deteccion y el uso de simples camaras CCD como detectores, estdn siendo
actualmente una herramienta bastante aplicada. Sin embargo, en analisis clinicos no
han sido suficientemente explotadas y por lo tanto, resulta de gran interés la validaciéon

de estos en el area médica.

Adicionalmente, dado que la encapsulacion o inmovilizacion es una tecnologia
versatil para controlar la liberacién de los farmacos y en la actualidad el proceso de sol-
gel ha emergido como una plataforma prometedora para la inmovilizacion,
estabilizacion y el encapsulamiento de moléculas bioldgicas, es de suma importancia
establecer las condiciones adecuadas para lograr este objetivo, el cual evitaria la
adicién constante de reactivos para su operacion y los métodos que se llevan a cabo
con esta inmovilizacién, métodos enzimaticos, son mas especificos que otros que
presentan grandes interferencias, lo que dificulta la realizacién de las medidas y en
muchos casos hace necesario de un tratamiento previo para eliminar estas, lo que

aumenta la cantidad de errores. Por lo que, si el potencial completo de QL fuera
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explotado, muchas sustancias podrian ser medidas en pequefios volimenes de

muestra por dispositivos relativamente de bajo costo.

En tal sentido y dado que hasta ahora, analisis basados en luminiscencia son
todavia poco utilizados como una herramienta de diagnostico y en la actualidad es
necesario desarrollar equipos portatiles y de bajo costo que permitan ser trasladados
para realizar analisis clinicos en lugares remotos, el presente trabajo desea desarrollar
y evaluar un biosensor quimioluminiscente para su aplicacidon en andlisis clinicos,
basado en ensayos inmunoenzimaticos, empleando el proceso de sol-gel para la
inmovilizacion de enzimas y utilizando como detector una camara CCD de forma de
adquirir la sefal analitica mediante las imagenes que se produzcan sobre la placa
ELISA. Para el procesamiento de las imagenes se utilizara un software disefiado en el

laboratorio.
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5.- Objetivos.

5.1.- Objetivo General.

Desarrollar y evaluar un biosensor quimioluminiscente para su aplicacién en

analisis clinicos.

5.2.- Objetivos especificos.

1.- Optimizar el sistema quimioluminiscente.

2.- Preparar y optimizar el sol-gel para la encapsulacion de las enzimas.

2.- Aplicar el biosensor en la determinacién de componentes quimicos contenidos en

fluidos bioldgicos tales como sangre u orina.

3.- Validar los resultados obtenidos entre el biosensor disefiado y el método de

referencia.
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6.- Metodologia Experimental.

6.1.- Reactivos y soluciones.

Solucién de luminol (2000 mg/L) (sigma Aldrich al 97%) e hidroxido de potasio
(8000 mg/L), preparada disolviendo 0,0500 g de luminol y 0,2000 g de KOH en 25 ml de
agua destilada. Solucion de ferricianuro de potasio (3600 mg/L) preparada disolviendo
0,0900 g de la sal en 25 ml de agua destilada. Solucibn madre de glucosa (Sigma
Aldrich) de 2500 mg/L, preparada disolviendo, en 25 ml de agua, 0,0625 g de la misma.
Las soluciones de calibracién se prepararon haciendo las diluciones adecuadas de la
solucibn madre. Otros reactivos empleados fueron etanol, agua destilada, agua
desionizada, kit para la aplicacion del método de glucosa oxidasa colorimétrico (Merck),
acido clorhidrico, peréxido de hidrégeno al 35% (Sigma Aldrich) y glucosa oxidasa (GO)
(Sigma Aldrich). Esta udltima fue disuelta segun indicaciones del fabricante y fue

conservada en una botella ambar refrigerada.
6.2.- Instrumentacion.

6.2.1.- Sistema para deteccién de Quimioluminiscencia.

Inicialmente se intenté adaptar el sistema empleado por Bricefio A. y
colaboradores % a la deteccién de glucosa por quimioluminiscencia. Para ello, el
arreglo de LEDs fue apagado, se emplearon placas ELISA transparentes dado que la
configuracion del equipo requiere detectar la sefial por el fondo de la placa y una
camara web como detector. Sin embargo, en este caso el detector no logro registrar

ninguna sefial por lo que se procedi6 a disefiar y emplear una configuracion diferente.
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6.2.1.1.- Descripcién del equipo empleado.

El sistema empleado en este trabajo se muestra en la figura 17. Este dispositivo
es usado en un cuarto completamente oscuro y consta de una placa para analisis
ELISA de color negro, constituida por 96 micro-pozos, cada uno de los cuales posee
una capacidad de 350 puL y que sirven como recepticulo de la muestra. El sistema de
deteccidon de la sefal quimioluminiscente consiste en una camara digital (Kodax Easy
share V1073), con un detector CCD de 640x480 pixeles de resolucion, que graba la
imagen de la celda a 30 cuadros/Seg. La camara se encuentra conectada a una
computadora portatil que se encarga de recolectar la informacién y que contiene un

software disefiado en el laboratorio que permitird procesar los datos obtenidos.
6.2.1.2.- Funcionamiento del sistema quimioluminiscente.
El proceso de medicién de la QL en el dispositivo utilizado, se lleva a cabo de la

siguiente manera: la luz emitida por cada micro-pozo durante el tiempo de reaccioén, es

capturada por la cAmara digital. El resultado es un video digital que se descompone en

Camara Digital.

Computadora
portatil.

Placa ELISA.

Figura 17. Esquema del Equipo a emplear.
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tres canales que corresponden a los canales primarios rojo, verde y azul (RGB). El
espectro de absorcion de cada filtro se presenta en la figura 18, el canal azul tiene un
maximo de absorcion de 470 nm., mientras que los canales verde y rojo tienen un
maximo de 540 y 630 nm., respectivamente. La pelicula es descompuesta en una
secuencia de 10 imagenes por segundos empleando el programa Quicktime Player
(Figura 19a). Posteriormente la secuencia de fotos es procesada en un software
generado en Matlab R2006a, en el cual de forma manual se selecciona inicialmente el
area (filas y columnas) que se desee medir en la placa y el tamafio del didmetro de
observacion (Figura 19b). Luego se toma una imagen de referencia en la cual se
seleccionan las esquinas de la placa ELISA en donde se ubican los pozos cuya
intensidad se desea conocer (Figura 19c). Seguidamente las imagenes a leer son
seleccionadas para conocer las intensidades en los diferentes tiempos y de esta
manera, las imagenes capturadas se transforman en superficies de respuesta de
intensidades (Figura 19d). El software con estos datos y considerando que el video fue
descompuesto en 10 cuadros/s le asigna un tiempo (t) a cada foto para generar una
grafica de intensidad en funcién de dicho tiempo (Figura 20) de la cual se pueden
extraer los valores de intensidad en un t determinado de la reaccion. El software

permite almacenar los datos y estos pueden ser leidos en el momento que se desee.
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Figura 18. Espectros de los canales de filtros de la camara CCD.
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Archivos a Leer

Satvar Datos

{

Figura 19. Software 1. a) Secuencia de imagenes, b) Modo de seleccion de la data y condiciones, c)

Deteccion manual al seleccionar los bordes de la placa ELISA y d) Datos obtenidos.

Intensidad Vs tiempo.

Patrén 1.
Patrén 2.
Patrén 3.
Patrén 4.

Intensidad(ua).

6 2

Tiempo (seg).

Figura 20. Intensidad de emision de QL en funcién del tiempo.
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Se elabord y evalué un segundo software, igualmente desarrollado en Matlab
R2006, en el cual se cargan todas las fotos simultaneamente y este selecciona como
referencia la foto ubicada en la parte central y automaticamente introduce un cuadro de
referencia para identificar las regiones de interés. Si el area no se encuentra bien
definida, se puede desplazar manualmente a través de todas las fotos y volver a correr,
en el boton ROI, para que este nuevamente seleccione la region de interés, pero ahora
empleando como referencia la foto que selecciona el operador. A diferencia del primer
software que toma el valor de la mediana de los pixeles que se ubican en el area
seleccionada, este lee el valor de cada pixel y suma dichos valores. Manualmente se
introduce el valor de cuadros/Seg. en el cual se descompuso el video, se selecciona el
canal de la cAmara a emplear como filtro y se genera la curva de intensidad en funcion
del tiempo. Luego se introducen los valores de la concentracién de los patrones de
cada pozo y se seleccionan dos tiempos (t; y t2) (Figura 21), entre los cuales se desea
integrar el &rea bajo la curva de Intensidad Vs tiempo. La sefial emitida, que es
proporcional a la energia captada por la camara en ese tiempo, es almacenada y

transferida a Excel para analizarla mediante el algoritmo de minimos cuadrados.
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Figura 21. Seleccién de parametros en el software de matlab.
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6.2.2.- Sistema para detecciéon colorimétrica.

Para las medidas colorimétricas se empleo un espectrofotbmetro convencional
modelo Pharmacia LKB Novaspec Il UV/Vis que se muestra en la figura 22. Este

emplea una cubeta de 1 cm de paso Optico.

Figura 22. Espectrofotdmetro UV/Vis.

6.3.- Analisis en matriz solida (sol-gel).

6.3.1.- Preparacion del sol-gel.

Para la preparacion del sol-gel se aplicaron dos metodologias. Inicialmente el
procedimiento de preparacion de la solucion del gel fue similar a la propuesta por W.
Cao y colaboradores ®8, con algunas modificaciones. En este procedimiento, 9 mL del
precursor TEOS, se mezclaron con 11 mL de etanol en un beacker y fueron agitados
magnéticamente por 20 minutos. A la solucién obtenida se le afiadieron 2 mL de agua
destilada previamente acidificada a pH=1 con HCI (0,1M) y 2 mL de la enzima, Glucosa
Oxidasa. Esta solucion se agitd durante 1 hora. De esta forma, se realizo la hidrdlisis
que da lugar a la formacion de los grupos silanol (Si-OH). La cinética de la reaccion

anterior por su lentitud a temperatura ambiente es poco practica, a menudo necesita
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varios dias para llevarla a cabo totalmente, es por ello que para acortar el proceso se
afladen catalizadores acidos o basicos a la mezcla. En este caso se empleo un
catalizador acido como el HCL. Seguidamente, 100 pl de esta solucion fueron afiadidos

en cada uno de los micropozos de la placa ELISA.

Fue empleado un segundo procedimiento para formar el gel similar al de
Kumaran y colaboradores en 1994 ¥ con las modificaciones pertinentes. En este, 4,5
mL de TEOS, 1,4 mL de agua y 100 pl de acido clorhidrico (0,1M) fueron mezclados en
un beacker. La mezcla fue tapada y agitada magnéticamente por 3 horas. Para la
encapsulaciéon, 50 pl de la solucion del gel y 60 ul de la enzima fueron colocados en
cada uno de los micropozos de la placa ELISA. Asi se dejo secar por 24 horas a
temperatura ambiente manteniendo la placa tapada y la medida se llevo a cabo una vez

finalizado el tiempo de secado del gel.
6.3.1.- Medidas en matriz sélida.

La medida en el gel se hace de la siguiente manera: se selecciona una columna
de la placa que contenga el gel y con ayuda de una micropipeta automatica se llenan
los pozos con 50 pl de las soluciones de interés, bien sea patrones o muestras, y se
deja reaccionar, la glucosa con la enzima, por 10 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se aflade simultaneamente en los pozos, empleando una
micropipeta de ocho puntas, 80 ul de la solucién de luminol y se coloca la placa
cuidadosamente sobre el equipo para realizar la deteccion. La camara se enciende, se
desactiva el flash, se coloca en modo video y se activa de forma manual. Por altimo,
empleando la micropipeta de ocho puntas, se aflade en los pozos 80 pl del catalizador

de hierro y se detiene la toma de video en el momento que la reaccion finalice.
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6.4.- Andlisis en solucion.

En este caso y del mismo modo que con el gel con ayuda de una micropipeta
automatica se llenan los pozos con 50 pl las soluciones de interés, bien sea patrones o
muestras. Luego empleando una micropipeta de ocho puntas, que dispensa
simultaneamente la solucion en todos los pozos, se afiaden 100 ul de la enzima y se
deja reaccionar por 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se

sigue exactamente el mismo procedimiento que en el caso de matriz solida.

6.5.- Optimizacion del sistema quimioluminiscente.

De forma de optimizar el sistema de deteccion y el software disefiado para el
procesamiento de los datos, fueron evaluados una serie de parametros. Inicialmente
con la finalidad de conocer cual canal de la camara, de acuerdo a su intervalo espectral,
debia usarse para realizar las medidas de forma tal que se trabajara en el maximo de
emision y poder con esto elaborar el software e introducir en el mismo el filtro que se
usaria, se adquirié el espectro de emision del Luminol empleando un espectrofotometro
convencional Ocean Optics, modelo USB 2000. Para ello, se toma la sefal del fondo, la
cual es restada a la sefial emitida por la muestra, y se colocan en un beacker 50 pl de
una solucion de peréxido de hidrégeno de 250 ppm, 80 pl de la solucién de luminol e
KOH y 80 pl de la solucién de ferricianuro de potasio. La adquisicion del espectro se
hace introduciendo la fibra Optica en la solucion inmediatamente después de afadir el
catalizador de hierro. Seguidamente, se estudio la reproducibilidad del sistema, en
matriz sélida y en solucién, empleando para ello una solucién patron de Glucosa de
1250 ppm, la cual fue colocada en siete de los pozos seleccionados, ya que el primero
es usado como blanco y no contiene glucosa. Para ello, se realizaron las medidas por
duplicado y se calculé en cada caso el coeficiente de varianza (CV), una medida de la

dispersion de los datos respecto al valor promedio.
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Los datos fueron introducidos en el primer software y con la idea de observar
cuales parametros proporcionaban una mejor reproducibilidad, se evaluaron diferentes
combinaciones variando el tiempo en el cual se adquieren los datos de intensidad y el
diametro del circulo que ubica la zona especifica de emisidbn a medir. Esta Ultima
variable denominada factor de reduccion del diametro, se fija por un nimero que puede
ir desde 1 hasta 11 y su valor es inversamente proporcional al tamafio del circulo, es
decir, a mayor valor de la variable didmetro menor sera el tamafio del circulo que
emplearemos para detectar la emision. El valor de la sefial de emision es entonces la
intensidad que corresponde a la mediana del conjunto de pixel que se encuentran en el
area del circulo definido. Se define de esta forma ya que, a diferencia del promedio, la
mediana es una medida de tendencia central de un conjunto de medidas que es menos

sensible a la presencia de valores extremos.

Del mismo modo se realizé con el segundo software, pero esta vez variando los
tiempos entre los cuales se integra la sefial. En este software la sefial de emision es la
intensidad que corresponde a la suma de todos los pixeles que se ubican en el area
definida. Finalmente empleando soluciones patrones de Glucosa de 500, 700, 900,
1100, 1300, 1500, 1750 y 2000 ppm y usando los pardmetros de mayor

reproducibilidad, se evalué la posibilidad de construir una curva de calibracién.

6.6.- Obtencién y preparacion de las muestras.

Los animales para obtener las muestras reales de suero fueron suministrados
por el laboratorio de Bioquimica Médica del Instituto de Medicina Experimental, Facultad

de Medicina de la Universidad Central de Venezuela.

Se emplearon dos ratas macho de la cepa Sprague-Dawley proveniente del
bioterio del Instituto de Medicina Experimental, con un peso de 242 y 250 gramos,

respectivamente, alimentadas ad libitum (libre acceso de un animal a agua o alimento,
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es decir, las necesidades bioldgicas de éste son las que regulan el consumo). Estas
fueron sometidas al siguiente tratamiento: Inicialmente se tomaron muestras de sangre
de la cola, empleando capilares heparinizados. Posteriormente se le administré
adrenalina, disuelta en NaCl al 9%, por via interperitoneal en una proporcion de 0,015
ml por cada 100 g de peso corporal “°\. A partir de este punto se tomaron muestras de
sangre cada 30 minutos por hora y media. Una vez tomadas las muestras en los
capilares, estos fueron centrifugados durante 5 minutos para separar el plasma con el
cual se determino la glucosa por el método de glucosa oxidasa enzimatica-colorimétrico
y el método quimioluminiscente. El plasma separado fue congelado hasta el dia del
analisis, ya que este puede guardarse en nevera por no mas de 24 horas. Si se quieren

guardar por periodos mas largos hay que congelarlo.

6.7.- Aplicacion y validacion del sistema quimioluminiscente.

La aplicacion del sistema quimioluminiscente se evalu6 mediante la
determinacién de concentraciones de glucosa en muestras de plasma sanguineo de
ratas empleando el sistema quimioluminiscente disefiado. Para su validacion se
analizaron simultaneamente las muestras para la estimacion de la glucosa por dicho

sistema y por el método de referencia (colorimétrico).

6.8.- Determinacion de Glucosa.

6.8.1.- Sistema quimioluminiscente.

Para la determinacion cuantitativa de glucosa en plasma sanguineo mediante el
meétodo quimioluminiscente se emplea glucosa oxidasa que cataliza la oxidacion de
glucosa a peroxido de hidrogeno y acido glucénico y una reaccién luminiscente
catalizada por ferricianuro de potasio. En presencia de hierro el perdoxido de hidrogeno

producido reacciona con el Luminol para generar el dianién del acido 3-aminoftalico en
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su estado excitado (Ver figura 11), el cual decae a su estado fundamental emitiendo luz.
La intensidad de emisién generada en la reaccion es proporcional a la concentracion de
glucosa en la sangre. Las reacciones que tienen lugar son mostradas en la seccion
2.7.1.

6.8.2.- Método colorimétrico de glucosa oxidasa.

Para la determinacion cuantitativa de glucosa en plasma sanguineo, se utilizé el
método glucosa oxidasa enzimética — colorimétrica. Este método emplea glucosa
oxidasa que cataliza la oxidacién de glucosa a peroxido de hidrégeno y acido glucénico
'y una modificacion de la reaccion de color Trinder 2 catalizada por la enzima
peroxidasa. En presencia de peroxidasa el peréxido producido hace una copulacion
oxidativa con la 4-aminoantipirina (4-AAP) y el fenol, para dar una coloraciéon roja
debido a la formacién de quinoneimina, cuya longitud de onda de absorcidn maxima es
de 510 nm. La intensidad de color del complejo generado en la reaccion es proporcional

a la concentracion de glucosa en la sangre. Estas son las reacciones que tienen lugar:
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Para realizar las medidas se siguié el siguiente procedimiento: El reactivo de
glucosa enzimatica en forma de polvo seco y cuyos componentes se presentan en la
tabla 6, se disolvio lentamente y sin agitar en agua desionizada en un volumen segun
indicaciones del fabricante. Las muestras extraidas de la rata y el patron de glucosa se
trataron siguiendo las especificaciones indicadas en la tabla 7; luego estos se incubaron
durante 10 minutos a 37 °C en un bafio de agua y se midié la absorbancia de cada uno

a una longitud de onda de 510 nm.

Tabla 7. Especificaciones de los componentes del reactivo GO colorimétrico.

Componentes Concentracion
Buffer fosfato pH75+0,1
4-Aminoantipirina (4-AAP) 0,38 mM
fenol 10 mM
Glucosa oxidasa > 15 u/ml.
Peroxidasa > 1.2 u/ml.
Azida de sodio 0,10%

Tabla 8. Especificaciones de las mezclas a utilizar.

Sustancia Cantidad
Muestra real 1,0 ml de reactivo + 10 ul de muestra
Patron 1,0 ml de reactivo + 10,0 ul de patron.
Blanco 1.0 ml de reactivo

La determinacion de glucosa se llevo a cabo mediante la calibracién de un solo

punto, con la siguiente ecuacion:
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Cwm: Concentracion de la muestra.
Awm: Absorbancia de la muestra.
Ap: Absorbancia del patron

C,: Concentracion del patron.

De esta manera, se calcula la concentracién de cada una de las muestras y con

estos datos se elaboro finalmente la curva de liberacion de glucosa a la sangre

estimulada por la adrenalina.
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7.- Resultados y discusiones.

7.1.- Optimizacion del sistema quimioluminiscente.

Dado que un cambio en los parametros experimentales tales como, la forma de
mezclar los reactivos, la temperatura del sistema, la concentracion de especies
reaccionantes o interferentes, el pH y hasta la polaridad del solvente, pueden modificar
totalmente el color y la intensidad de emisién del luminol, pudiendo hasta extinguirla,
fue necesario tomar el espectro de emision bajo las condiciones de trabajo. En la figura
23 se muestra el espectro de emisién obtenido. El sistema RGB de la camara fue usado
como selector de la longitud de onda con el fin de evaluar el espectro a la longitud
méaxima de emision. El pico maximo observado en el espectro es de 474 nm, que
corresponde al maximo del intervalo espectral del canal azul. Es por ello, que el primer
software se programdé para realizar la deteccion empleando este filtro y en el segundo

este se selecciona manualmente.

A max. =474 nm.
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Figura 23. Espectro de emisién del luminol.
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Otro paradmetro importante es que dado que la luz emitida en reacciones
qguimioluminiscentes es emitida igualmente en todas las direcciones (Ver figura 24), el
analisis se llevo a cabo en placas ELISA de color negro. Si el analisis es llevado a cabo
en placas transparentes, la luz puede no solo irradiar verticalmente, en la direccion del
detector, sino también lateralmente en direccion de otros pozos. De esta manera,
algunos pozos cuya intensidad es alta pueden introducir interferencias significativas en
pozos adyacentes. Esta es una de las desventajas encontradas al emplear el sistema
disefiado por Bricefio y col. %, en la deteccién por quimioluminiscencia. Ademas, otra
desventaja es que el sistema que introduce la placa al equipo es muy lento y la reaccion
quimioluminiscente ocurre rapidamente, en alrededor de 10 a 20 segundos. Por esta
razon, una vez que la placa se introduce al sistema, la reaccién ya ha finalizado y dado
gue la intensidad de emision es muy pequefa y la camara web esta muy alejada de la
placa donde se lleva a cabo la reaccion, el detector no logra ver ningun tipo de sefial.
Es por ello, que se modificd la configuracién del equipo empleando ahora una cadmara
digital como detector, placas negras y realizando la medida por la parte superior y no

por el fondo de la placa.
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Figura 24. Efecto producido al emplear placas transparentes en QL.
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Un estudio que se realizé durante la optimizacion del sistema se bas6 en el
conocer la concentracion de KOH que debia colocarse para lograr tanto la reaccion de
QL como su detecciéon. Para ello, se inicid colocando una concentracion de KOH de
4000 mg/L. En este caso, la intensidad emitida era muy baja y el sistema no lo
detectaba. La razon principal de esto es que uno de los intermediarios que se forma por
la adicion nucleofilica del ion del peroxido de hidrégeno al grupo carbonilo, antes de la
formacion del endo-perdxido, puede generar un equilibrio acido-base. Si el producto
gue reacciona es el que se encuentra protonado, se produce la reaccion sin emision de
radiacion y si es el desprotonado se produce la emision. Esto es ejemplificado en la
figura 25. Como la concentracion de OH™ no es elevada, el equilibrio se desplaza a la
especie protonada y se produce mayormente la reaccién sin emision. Es por ello, que

se observa una baja emision que no se logra detectar.

Un exceso de OH- en el medio desplaza el equilibrio a la especie desprotonada y
asegura que no existan productos colaterales. Por esta razén, se empledé una
concentracion de KOH de 8000 mg/L. Ademas, fue posible la unién del luminol y el
KOH en una misma solucién disminuyendo asi la cantidad de soluciones a preparar.

Figura 25. Esquema simplificado del mecanismo de reaccion del luminol.
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7.1.1.- Andlisis en matriz sélida.

7.1.1.1.- Optimizacion de la metodologia de preparacion del Sol-gel.

Encapsular la enzima dentro de la matriz del gel se logra con un procedimiento
simple y directo: después de haber iniciado las reacciones de hidrélisis y condensacion
del alcoxisilano a través de una catélisis &cida, la mezcla de polialcosixilanos que
resulta se combina, en este caso, con la enzima GO. La subida repentina del pH resulta
en una rapida gelacion y formacién del gel himedo. Este es el principio de los dos
procedimientos efectuados. Sin embargo, en el gel preparado en la primera
metodologia cuando el “sol” se coloca en las placas, se forma un “gel mojado” y al cabo
de 24 horas de envejecimiento (el contraerse) del gel, los componentes liquidos se
evaporan, la red tridimensional progresa y el gel se transforma en un xerogel, es decir,
un cristal claro, fragil y poroso de silicato, con grietas visibles. Ademas, no se adhiere al
plastico sino que queda como una pastilla facilmente extraible de la placa (Figura 26).
Por esta razon, y ya que el fin de la investigacion es generar un gel que encapsule la

enzima, esta metodologia no fue adecuada para realizar medidas.

-
3

>)®
“ (’T ) Q *.j‘“\

a.og,

Figura 26. Placa ELISA con el sol-gel obtenido en la primera metodologia.
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Con la segunda metodologia inicialmente se trabajo sin tapar la solucion.
Después de las tres horas de agitacion, se obtuvo una solucibn madre de sol-gel,
transparente y de pH 5.0, al cual se le adicion6 la enzima y el pH de la solucion
resultante fue de 6. En este caso, al igual que en el primero, al cabo de 24 horas se
obtenia un material vidrioso y agrietado. Sin embargo, se realiz6 una prueba tapando la
solucién mientras se agitaba y tapando la placa una vez que se le afade el gel, esto
con el fin de prevenir que el gel formado se agriete por una rapida evaporacion del
solvente. De esta manera, se obtuvo un material Opticamente transparente con
superficie no visiblemente cragueada, que se mantiene asi por varios dias y ademas se
adhiere al plastico de la placa (Figura 27). Esto puede atribuirse a que en el proceso de
secado y envejecimiento parte del etanol generado en la reaccion de hidrdlisis no se
pierde por evaporacion, sino que queda ocluido en la red de silicio que se forma,
evitando que el material tenga una consistencia vidriosa y permitiendo que se mantenga

como un gel humedo durante mas tiempo.

Figura 27. Placa ELISA con el sol-gel obtenido en la segunda metodologia.
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7.1.1.2.- Estudio del efecto del tamafio del area de observacion y de la
reproducibilidad en matriz sélida.

Con el ultimo gel preparado se realizaron medidas para ver si la enzima ocluida
en el mismo logra mantener su actividad catalitica y evaluar asi la reproducibilidad. En
la figura 28, se muestra la gréfica de intensidad en funcién del tiempo, y una ampliacion
de esta en los primeros 4 Seg. de la reaccion, obtenida para la primera réplica con un
diametro de 7 pixel. En ella podemos ver que la reaccién quimioluminiscente alcanza un
méaximo de intensidad (~0,5 Seg.) y luego decae exponencialmente durante un periodo
de aproximadamente 20 segundos. Las graficas tanto para la segunda réplica como

para los diferentes diametros empleados son muy similares a estas.

En las tablas 8 y 9, se muestran los valores de intensidad de QL obtenidos para
las dos replicas realizadas, procesadas variando el tiempo de adquisicion y el diametro
de observacion de la sefal. Las magnitudes del factor de reduccion del diametro
empleadas fueron 7, 9 y 11, ya que valores altos de la variable diametro, es decir, area

de observaciéon pequefia permite limitar los problemas que puedan presentarse al incluir
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Figura 28. Reproducibilidad con una solucién de 1250 ppm de glucosa.

a) Gréfico de intensidad en funcion del tiempo. b) Ampliacién entre 0 y 4 Seg.



75

zonas de poca o baja sefal (por ejemplo, las paredes de los pozos) y tomar diametros
pequefios ubicados en el centro de la imagen simula una superficie plana lo que

minimiza el efecto de borde.

Con estos resultados se procedié a graficar, para cada réplica, el valor de
intensidad en funcion del factor de reduccion del diametro, para un mismo tiempo. La
figura 29 muestra la gréafica obtenida para la primera réplica empleando los valores a los
0,5 seg. Este diagrama de puntos y los valores de coeficiente de varianza mostrados en
las tablas 8 y 9, sugieren que existe poca diferencia entre las sefales obtenidas con un
mismo diametro en cada tiempo, es decir, que no existe mucha dispersion entre los
datos. Sin embargo, esta se incrementa ligeramente a mayores valores del diametro.
Ademas, el diagrama sugiere que no hay diferencias entre los resultados obtenidos con
los diferentes diametros. Sin embargo, se realiz6 una prueba de analisis de varianza
(ANOVA) de un factor, para evaluar si las diferencias entre las medias con diferentes
diametros son significativas. Para ello, se tomaron los valores de cada video en un
mismo tiempo y con diametros diferentes y se introdujeron en un programa llamado

Statgraphics, el cual realiza los célculos necesarios para esta prueba. Los resultados de

Tabla 9. Datos de reproducibilidad en matriz solida con solucion de 1250 ppm de Glucosa. Replica 1.

Factor de Tiempo (seg.) Factor de Tiempo (seg.) Factor de Tiempo (seg.)
reduccion reduccion reduccion
del del del del del
diametro. Lo diametro. o diametro. diametro. To) To) o o diametro. To) To) o o
o o o — o < =} — o <
7 213 197 138 122 9 213 197 138 121 11 214 198 137 121
199 182 129 116 199 181 128 117 200 182 128 118
211 201 144 125 210 199 143 135 208 201 144 136
204 191 136 124 205 191 138 125 204 191 138 126
198 186 134 121 198 187 134 121 198 187 134 122
214 200 143 128 215 199 143 130 211 201 143 130
221 203 137 119 223 204 138 120 224 204 137 121

CV (%) 408 416 3,75 3,26 4,31 4,13 3,80 5,10 4,29 4,25 3,94 5,03
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Tabla 10. Datos de reproducibilidad en matriz sélida con solucion de 1250 ppm de Glucosa. Replica 2.

Factor de Tiempo (seg.) Factor de Tiempo (seg.) Factor de Tiempo (seg.)
reduccion reduccion reduccion
del del del
diametro. 2 Lol < S diametro. bt < S diametro. Lol o o
o — ™ o — ™ — ™ <
7 233 202 158 131 9 233 202 157 129 11 232 202 158 129
212 176 132 112 211 175 132 111 211 175 133 112
220 201 160 135 219 199 159 133 220 201 159 134
217 207 161 137 219 207 161 136 215 209 162 137
225 210 166 142 226 211 166 143 226 209 166 144
229 206 161 142 225 205 162 142 224 207 162 142
232 203 157 159 233 205 158 160 231 207 160 161
CV (%) 3,55 5,65 7,13 10,33 3,58 5,93 7,15 10,98 3,53 6,00 6,98 10,94

Intensidad (ua).

10

Factor de reduccién del diametro.

Figura 29. Diagrama de puntos de los resultados de la tabla 8 a los 0,5 Seg. con cada diametro.

este analisis para la réplica 1, en un tiempo de 0,5 Seg. son mostrados en la tabla 11.
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Tabla 11. Resultados del analisis ANOVA para la réplica 1.

Fuente Sumade | Media = F critico
cuadrados. 9 cuadrada (P=0,05).
Entre grupos 1,2381 2 0,6190
Dentro de grupos. 1399, 43 18 77,746 0,01 3,555
Total 1400,67 20

En estos resultados podemos observar que el valor calculado de F que arroja el
programa es menor que el valor critico de F, usando un contraste de una cola. Por lo
tanto, se acepta la hipotesis nula y podemos decir que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre las medias, con un nivel de confianza del 95%,
usando diferentes diametros de area de observacion, es decir, las diferencias
observadas para las sefiales de quimioluminiscencia a distintos valores del factor de

reduccion del diametro, son atribuibles a errores aleatorios.

Los resultados obtenidos en los diferentes tiempos y en cada réplica fueron
similares a este y por lo tanto, se demuestra que la configuracién que se propone con la
matriz sélida de sol-gel como soporte de la enzima presenta una respuesta adecuada
sin importar los pardmetros empleados, aunque a los 0,5 segundos y con un factor de

reduccion del diametro de 7, la respuesta es mas reproducible.

7.1.1.3.- Calibracidon en matriz sélida.

Dado que se aprecio una reproducibilidad aceptable, considerando la simplicidad
del sistema, se intentd elaborar una curva de calibracion. La figura 30 muestra la grafica
de intensidad en funcion del tiempo obtenida empleando un diametro de 7 pixel. En esta

podemos observar que no parece haber diferencias significativas entre las curvas
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Figura 30. Calibracién. a) Gréfico de intensidad en funcién del tiempo. b) Ampliacién entre 0 y 4 Seg.

elaboradas con diferentes concentraciones de glucosa. Sin embargo, se graficé la curva
de calibracién, tomando los valores de intensidad a los 0,5 Seg., y esta es mostrada en
la figura 31. En ella se puede observar que no hay una tendencia de incremento de
seflal en funcion de la concentracion sino una tendencia a generar la misma sefal
independientemente de la concentracion y lo mismo ocurre al graficar en tiempos
superiores a 0,5 Seg. Este hecho se puede deber a que en los procesos enzimaticos la
enzima debe ser siempre el reactivo en exceso de manera de completar la reaccion con
el analito de interés, pero en este caso la reaccion esta ocurriendo Unicamente con la
enzima que se encuentra en la superficie del sol-gel, en donde se encuentra una
cantidad relativamente constante de la misma y dado que la solucion patrén permea a
través de los micro-poros del gel a una velocidad muy lenta, la enzima de la superficie
se convierte en el reactivo limite de la reaccién generando siempre la misma cantidad
de peroxido de hidrégeno y obteniendo asi una curva constante al graficar la intensidad

en funcién de las diferentes concentraciones.
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Figura 31. Curva de Calibracion usando matriz sélida.

Por esta razdn, se realizé nuevamente la calibracion, pero esta vez empleando
soluciones mas diluidas, de 25 a 1000 ppm. La idea es que al disminuir la
concentracion de los patrones se puede saber cual es la concentracién de glucosa que
satura la superficie del sol-gel dopada con la enzima. Sin embargo, los resultados
obtenidos fueron bastante similares a los anteriores. Por lo tanto, se tendria que
continuar disminuyendo la concentracion ya a niveles de ppb y esto es un compromiso
con el sistema de deteccibn ya que a bajas concentraciones puede ocurrir que el
detector no tenga la sensibilidad adecuada para diferenciar las concentraciones o no
logre detectar la sefial emitida. Esto hizo que se descartara la inmovilizacién de la

enzima en el sol-gel y se procediera a trabajar directamente en solucion.

Por lo tanto, podemos decir que debido a los problemas de difusion de los
reactivos a traves de los micro-poros del gel no es posible emplear este en el biosensor
gue se desea disefiar aunque, en este se logre inmovilizar la enzima y esta no pierda su
actividad catalitica.
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7.1.2.- Anédlisis en solucién.

7.1.2.1.- Estudio del efecto del tamafio del area de observacion y de la

reproducibilidad en solucién.

Para el estudio en solucion se evaluaron al igual que en matriz sdlida, los
pardmetros de reproducibilidad y diametro del area de observacion con la finalidad de
ver si estando ahora la enzima en solucién sigue la misma tendencia del sistema que
en el caso en el que se empleaba la enzima inmovilizada. Fueron realizadas dos
réplicas y la figura 32 muestra la curva de intensidad en funcién del tiempo y una

ampliacion de los primeros 4 segundos, para la primera de ellas.

Las tablas 11 y 12 muestran los resultados obtenidos procesando estas réplicas
empleando los diferentes diametros de observacion y tres valores de tiempo, en cada
uno de los cuales es restada la emisién producida por el blanco. Para cada uno de
estas se realizd un ANOVA con la finalidad de estudiar el efecto que tiene la variable

diametro sobre la media de la sefial emitida. En la tabla 13 se muestran los resultados
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Figura 32. Reproducibilidad con una solucién de 1250 ppm de glucosa.

a) Gréfico de intensidad en funcion del tiempo. b) Ampliacion entre 0 y 4 Seg.
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del ANOVA para la réplica 1 empleando el tiempo de 0,5 Seg. Sin embargo, en todos
los casos la respuesta del sistema es similar y dado que el valor experimental de F es
menor que el valor critico, no hay diferencias significativas, es decir, no depende del
tamafio del area de observacion. Pudiendo ser atribuibles las diferencias observadas, a

errores aleatorios.

Tabla 12. Datos de reproducibilidad con solucion de 1250 ppm de Glucosa. Replica 1.

Factor de

Factor de Tiempo (seg.). Factor de Tiempo (seg.). reduccion Tiempo (seg.).
reduccion. reduccion. ’
del del del del
diametro. o} diametro (=] diametro. o} N o diametro. T} N (=]
o N o -l AN o — N
7 114 76 44 9 116 74 46 11 115 75 46
117 81 50 116 80 49 116 82 48
91 50 26 94 49 24 94 50 23
85 45 20 88 42 22 87 42 21
78 46 16 77 43 12 81 44 13
95 58 29 88 53 25 90 55 24
121 79 47 113 67 43 117 77 44
CV (%) 17,01 25,87 41,39 16,13 26,28 45,12 15,47 27,72 42,77
Tabla 13. Datos de reproducibilidad con solucién de 1250 ppm de Glucosa. Replica 2.
Factor de Tiempo (seg.). Factor de Tiempo (seg.). Factor de Tiempo (seg.).
reduccion. reduccion. reduccion.
del del del
diametro. 0 N o diametro. To) N o diametro. 0 N o
o — AN o — N o — [V}
7 113 61 41 9 115 66 42 11 116 63 42
75 36 15 81 36 17 78 36 19
88 46 20 89 46 19 92 46 20
107 80 50 107 81 52 108 81 51
94 62 38 94 63 37 95 64 39
91 45 27 90 45 26 89 47 26
80 54 25 80 55 24 81 58 27

CV (%) 1535 26,34 40,54 13,88 27,24 41,89 14,61 26,30 37,93




Tabla 14. Resultados del analisis ANOVA para la réplica 1.
Fuente Sumade Media F critico
cuadrados. Cuadrada. (P=0,05).
Entre grupos 5,4286 2,7143
Dentro de grupos. 4465,71 248,1 3,555
Total 4471,14
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En cuanto a la reproducibilidad del sistema se puede ver que el CV aumenta

considerablemente a medida que se aumenta el tiempo de la reaccion en el cual se

toman los datos, lo que indica que a los 0,5 seg. se obtiene una mayor reproducibilidad

gue en los otros tiempos y a diferencia de los resultados obtenidos en la matriz sélida,

en este caso se observa que con el aumento del diametro disminuye la dispersion de

los datos.

Estos mismos videos fueron procesados con el segundo software, pero esta vez

integrando las sefales entre dos tiempos. Los resultados son mostrados en la tabla 14

y en esta se observa como el CV varia al tomar diferentes limites de integracion.

Encontrando que entre los tiempos de 0,1 a 1,0 Seg., para las dos réplicas realizadas,

Tabla 15. Datos de reproducibilidad con solucién de 1250 ppm de Glucosa.

Procesados con el segundo software.

Tiempo Tiempo
(Seg). 01-10 15-3,0 0,1-4,0 (Seg). 01-10 15-30 0,1-4,0
Réplica 1 14,88 11,53 38,87 Réplica 2 14,44 8,32 32,41
16,13 12,92 42,96 12,01 5,61 24,42
12,88 9,12 32,05 13,14 6,6 27,38
12,39 8,42 30,18 15,69 10,93 37,95
12,56 7,78 27,76 14,42 11,1 36,92
13,78 10,08 34,68 14,12 9,14 32,94
13,71 10,84 36,23 11,89 6,25 24,13
CV (%) 9,82 17,95 15,06 CV (%) 10,19 26,91 18,35

Todos los valores estan multiplicados por 104.
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se encuentra el menor valor del CV (~10%), lo cual implica que es la condicion de

mayor reproducibilidad en el sistema para llevar a cabo la deteccion de la sefial emitida.

Si realizamos ahora un diagrama de puntos con las dos réplicas y con las
condiciones Optimas de cada software obtenemos las graficas mostradas en la figura
33. Estas sugieren que la sefial es mas reproducible si tomamos la suma de todos los
pixel e integramos la sefial entre los tiempos 0,1 y 1,0 Seg. que si tomamos la altura en
un tiempo especifico. Esto también se puede ver en el CV ya que en el caso del primer
software este es de aproximadamente 15% y disminuye en el segundo software
aproximadamente al 10%. Esto se atribuye a que en el primer software la sefial que se
adquiere toma en cuenta tanto los pixeles con alta sefial de emision como los de baja
sefal, incluso hasta los que son cero. Por lo tanto, dependiendo de la homogeneidad de
la solucién, que es proporcional a la difusion de los reactivos en la misma, puede que

en el tiempo seleccionado para tomar la sefial, la media de un pozo se encuentre

Intensidad (ua).
Area bajo la curva (ua).

15,47% 14,61%

N de Reéplica N? de Replica.

Figura 33. Diagrama de puntos para las réplicas con las condiciones de mayor reproducibilidad.

a) Con el software 1 y b) Con el software 2.
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encuentre ubicada en una zona de baja intensidad, mientras que en los otros pozos

esta relacion puede variar de tal forma que ocurra el caso contrario.

Ahora bien, en el segundo software en el cual la sefial es la suma de todos los
pixeles ubicados en el &rea seleccionada, no encontramos estos problemas ya que los
pixeles que no presentan intensidad, es decir, son cero, no afectan el valor final.
Ademas, al tomar el area bajo la curva limitada por dos tiempos se contrarrestan las
fluctuaciones observadas en la sefial con el tiempo. Por esta razon, con este software

se obtiene una mejor respuesta en cuanto a reproducibilidad que usando el primero.

Basados en esto, el segundo software con un tiempo de integracion de 0,1-1,0
Seg. y realizando la reaccidbn en medio acuoso fueron las condiciones oOptimas

utilizadas para determinar la concentracion de glucosa.

7.1.2.2.- Calibraciéon en solucion.

Se procedié a construir una curva de calibracion empleando los parametros de
mayor reproducibilidad, para estudiar el intervalo en el cual el sistema genera una sefal
lineal con la concentracién. La figura 34 muestra la gréfica de intensidad en funcién del
tiempo obtenida. La curva de calibracion encontrada con el ajuste de minimos
cuadrados, empleando las condiciones éptimas y soluciones de glucosa en un intervalo
de 500 a 2000 mg/L se muestra en la figura 31. En ella se puede observar claramente
que en el intervalo de concentracion utilizado, que corresponde al intervalo de
referencia para analisis médicos de glucosa, existe una clara tendencia lineal con un
coeficiente de correlacion de 0,9457. De esta curva se realizaron tres réplicas en las

cuales se obtienen resultados muy similares a este.
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Figura 34. Curva de calibracion de glucosa obtenida por el método quimioluminiscente usando

el sistema propuesto.

7.2.- Aplicaciéon y validacion del sistema quimioluminiscente.

Como parte de la aplicacién analitica se determiné la concentracion de Glucosa
en plasma sanguineo de ratas. Para ello, las mediciones fueron realizadas tanto con el

método de referencia como con el dispositivo propuesto.

En la figura 35 podemos ver, empleando el método de referencia, la curva de
liberacién de glucosa a la sangre obtenida, estimulada por la adrenalina que se le
suministra al animal. Esta es una hormona secretada en situaciones de alerta por las
glandulas suprarrenales, que se encarga de aumentar, a través de su accion en el
higado la concentracion de glucosa en sangre. Esto se produce porque, al igual que el
glucagon, la adrenalina moviliza las reservas de glucégeno hepatico y, a diferencia del

glucagon también las musculares. De este modo, el glucogeno, un polisacarido que
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abunda en el higado y en el masculo, se degrada nuevamente a glucosa, que queda
disponible para el metabolismo energético. Este proceso es conocido con el nombre de

glucogenodlisis.

Podemos ver que la curva se inicia con una baja concentracion del analito, que
corresponde a la muestra sanguinea tomada antes de la inyeccion de adrenalina.
Posteriormente, se observa un maximo en la concentracion, originado por la accion de
la adrenalina sobre él glucégeno. Finalmente se puede ver que disminuye porque como
un mecanismo compensatorio de los niveles de glucosa, se estimula la produccién de
insulina que incrementa la entrada de glucosa a las células musculares y adiposas, lo

gue condiciona la disminucién de glucosa en sangre luego de los 30 min.

En el método propuesto se obtuvo que la muestra emite una intensidad muy baja
que la camara CCD no logra detectar. Ahora bien, si consideramos los valores de

concentracion obtenidos por el método de referencia, estos estan en el intervalo de 800
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Figura 35. Curva de Liberacién de Glucosa a la sangre estimulada por adrenalina. Los valores

representan el promedio + S. de dos réplicas usando dos animales.
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a 1800 mg/L, lo cual se corresponde con los valores usados en la curva de calibracion
que se realizé en conjunto con la medida de las muestra y que va de 500 a 2000 mg/L.
Con estos patrones si se logro obtener una intensidad que es detectable por la CCD, lo

cual indica que hay algun factor que esta afectando a las muestras y no a los patrones.

La diferencia entre las muestras y los patrones es la matriz en la cual se
encuentra cada uno. En el caso de los patrones estos son preparados en agua
destilada y en el caso de la muestra sabemos que el suero o plasma sanguineo esta
compuesto de 90% agua y 10% de otros componentes. Dentro de este 10%
encontramos productos de desecho, proteinas plasmaticas y componentes inorganicos.
Dentro de estos existe la posibilidad que se encuentren metales que puedan estar
actuando como catalizador de la reaccién quimioluminiscente y generen la reaccion
antes de la adicién de hierro. Ademas, otro posible causante de interferencias por la
matriz de la muestra es que en el proceso de separacion del plasma se hayan roto
glébulos rojos, liberando hemoglobina, que contiene hierro que cataliza la reaccién. Por
lo tanto, al adicionar el catalizador Gnicamente reacciona una pequefia parte que quizas
quedo sin reaccionar previamente y por esta razén finalmente se genera una muy baja
intensidad que no es la que se corresponde con la cantidad de glucosa presente en la

muestra.

Esto se puede atribuir a este hecho, ya que en el trabajo realizado por Lee y
colaboradores ¥, en el cual determinan glucosa por el método quimioluminiscente en
muestras de sangre humana con un sistema de inyeccion a flujo disefiado por ellos,
afiaden previo a la realizacion de la medida, una solucion que contiene EDTA, un
agente acomplejante de metales que en este caso sirve para enmascarar los metales
contenidos en el suero. Este tratamiento impide entonces la reaccion de los metales
presentes en el plasma sanguineo con el luminol. Por consiguiente, puede ser
conveniente realizar a la muestra un tratamiento con un agente quelante, como el

EDTA, para corroborar este hecho.
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8.- Conclusiones.

» Se logré inmovilizar la enzima, glucosa oxidasa, en la matriz sdlida de sol-gel,
manteniendo esta su actividad catalitica. Sin embargo, problemas en la velocidad de
difusion de los reactivos a través de los poros del gel impidieron realizar medidas sobre

el mismo.

» Se llevaron a cabo analisis con la enzima en solucién y para el procesamiento
fueron disefiados y evaluados dos software en los cuales se encontré que la respuesta
es mas reproducible si se toma la sefial emitida como la suma de todos los pixel
ubicados en la regién de interés y se integra el area bajo la curva limitada entre 0,1 y
1,0 Seg.

» Con la enzima en solucion y las condiciones 6ptimas tanto para el sistema
desarrollado como para el procesamiento de la data se encontr6 una respuesta lineal

en un intervalo de 500 a 2000 mg/L con un coeficiente de correlacion de 0,9457.

» Se desarrollo un sistema quimioluminiscente que emplea una camara CCD como
detector y un software de facil manejo, que puede ser empleado en analisis clinicos ya
gue provee una solucion de bajo costo y no requiere de personal especializado para su

uso.

» El sistema fue aplicado en la determinacion de glucosa en plasma sanguineo
encontrando que interferencias producidas por la matriz de la muestra impiden obtener

resultados optimos y por ende no se logro validar el método propuesto.
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9.- Recomendaciones.

» Utilizar celdas ELISA de color blanco ya que estas son ideales para andlisis
luminiscentes porque en las placas negras puede existir una disminucion significativa
de la sefal por absorcion de la luz. Sin embargo, dado que todos los pozos se ven
afectados en forma proporcional, independientemente de la intensidad, la cuantificacion
no estd comprometida al emplear celdas negras. Sin embargo, es posible aumentar la

sefal con el uso de las placas blancas.

» Utilizar una micropipeta de 96 puntas que permita realizar simultdneamente la
calibracién y un mayor nimero de muestras, de modo de ahorrar tiempo en los andlisis
y asegurar que tanto la calibracibn como las muestras son tomadas bajo las mismas

condiciones de trabajo.

» Adaptar el software generado en Matlab, para que este realice las curvas de
calibracion y determine los parametros de coeficiente de correlacion, errores de la
pendiente, punto de corte y el error de la estimacion. De esta manera, se evita transferir
los datos a Excel y se disminuye el tiempo empleado en el procesamiento de la data.

» Realizar medidas con plasma sanguineo empleando EDTA para acomplejar a los
metales presentes y de esta forma asegurar que la reaccion se dé con el hierro que se

afiade y no antes.
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Tabla 1. Métodos para el andlisis de glucosa

[21]

Método Tipo de andlisis Principio Usos Comentarios
Reduccion de cobre . Calnr
1. Fosfomolibdato Cuantitativo Cu™ + Glucosa T Cu0 (coloreado) Reacciones 1y 2 poco Gran tendencia positiva
(Folin-Wu) usadas; interés histérico debido a interferencias
quimicas por otros azu-
2. Arsenomolibdato Cuantitativo ¢ + Molibdato (M02+) complejos de molibdeno azules cares, creatinina, acido
(Somogyl-Nelson) ascorbico y otros com-
puestos.
Otra reduccion Galor. OH-

3. Ferricianuro alcalino Cuantitativo Fe(CN)GB_ Glucosa Fe(CN)BA_ Poco usado, a veces se 1 mg de creatinina =1

Enzimatico

4. Hexoquinasa (HK)

5. Glucosa oxidasa,
(GOD) reaccion

acoplada (“trinder")

6. Glucosa oxidasa
(GO); Consumo de O

Cuantitativo espec-
trofotométrico,

C o PF.

Cuantitativo, usa varios
tipos de colorantes
como aceptor final;

C oPF.

Cuantitativa; medicion
polarogréfica con elec-

trodos de Oy; C

(Ferricianuro (Ferricianuro

amarillo) incoloro)
Disminuye la absorbancia a 420nm debido al

consumo de ferricianuro.

Glucosa + ATPe—— Glucosa-6-fosfato + ADP
G6DP

Glucosa-6-fosfato + NADP p 6-Fosfogluconato + NADPH + H

Aumenta la absorbancia a 340nm en relacién con la concentracion
de Glucosa.

GOD
Glucosa + O, —® 4cido glucénico + H,05

H,0, + Colorante reducido —»
H,O/PO

colorante oxidado

(coloreado)

GOD

Glucosa + 0 — > 4cido glucénico + H,0,

H,0, es consumido en reacciones secundarias.

El consumo de O, se mide por polarigrafia con electrodo de O».

encuentra en los sistemas
technicon; de interés

histérico.

Suero, LCR, orina;
automatizado el método

mas usado.

Suero, orina, LCR; adap-
tado facil y usualmente al

andlisis automatizado.

Suero; LCR; semiautomati-

zado y automatizado.

mg de glucosa; 0,5 mg
de acido urico =1 mg
de glucosa; muy poca

especificidad.

Ha sido propuesto como
base para método de
referencia; muy buena

exactitud y precision.

Segunda reaccion indicadora
susceptible de interferencias
positivas falsas por diversos
compuestos; buena exactitud

y precision.

Se correlaciona bien con el

método de referencia; buena

exactitud y precision.




PF, Modo de andlisis por punto final; GO, glucosa oxidasa; C, analisis cinético.

Tabla 3. Métodos para andlisis de colesterol [25]
Método Clasificacion Preparacion Uso Comentarios
1. Libermann-Burchard De una, dos, tres Extraccién del colesterol que se hace reaccionar con un &cido fuerte Muy comun La reaccién de colesterol total
(L-B) 0 cuatro etapas. (sulfurico) y anhidrido acético formando acido colestahexan-sulfénico sobreestima la concentracion
coloreado (Amax, 410nm); El colesterol no esterificado es precipitado de colesterol esterificado.
Cuantitativo con digitonina y se mide el restante; El colesterol libre se calcula: Color inestable.
Total - Esterificado = Libre
2. Abell y col. Tres etapas Extraccién de colesterol con zeolita, hidrdlisis quimica de los esteres Considerado el método de Laborioso
(saponificacion) y medicién del colesterol total por la reaccion de referencia actualmente.
Libermann-Burchard.
3. Sal de hierro-acido Dos etapas Condiciones de reaccién similares al método 2 Excepto que se agregan No muy usado Sensibilidad 7 veces mayor
iones Fe+3 para obtener un cation tetraenilico (Améax, 563nm) que la del método L-B.
El colesterol libre y el esteri-
ficado dan el mismo color,
Se requiere la hidrélisis de
los esteres.
4. Acido p-toluensulfénico Tres etapas Similar al método 3, p-TSA reacciona con el derivado del colesterol Muy poco usado El colesterol libre y el esterifi-
(p-TSA) formando un croméforo (Amax, 550nm) cado dan el mismo color.

La bilirrubina causa un gran

error positivo.
Colesterol estereasa.

a. Esteres del colesterol =™ Colesterol + acidos grasos

5. Enzimatico de punto Una etapa Colesterol oxidasa Muy usado Exacto y facilmente
b. * Colesterol+ O, ____  Colest-4-en-ona + HyO
final. . automatizado.
Peroxidasa.
c. Hy,O, + Aminofenazona ——————p Colorante oxidado + H,O» Futuro método de referencia.
(u otro colorante) Coloreado (Amax, 500nm)

* Se puede medir la reaccion siguiendo el consumo de O, con un electrodo de oxigeno.



Tabla 5. Métodos para analisis de acido Urico [27]

Método Tipo de andlisis

Preparacion
1. Acido fosfotlingstico Espectrofotométrico

Uso

Oxidacién de &cido urico a alantoina y CO», reduccion de acido

fosfotlingstico a azul de tungsteno (Amax, 700nm)
2. Uricasa Enzimatico Oxidacién de acido urico a alantoina, CO» y H>0»

a. Absorcién diferencial Acido (rico absorbe a 290 a 293nm (a pH > 7) y 283nm

(pH < 7) del ultravioleta, pero no la alantoina.

b. Colorimétrico Cuantificaciéon de H,05 producido, especialmente cuando se

acopla a una reaccién indicadora NAD/NADH.

c. Polarogréfico Velocidad de consumo de oxigeno

d. Coulométrico Titulacion con yodo

3. Cromatografia liquida Cromatogréfico

Cromatografia de fase inversa
de alta presion. a. Espectrofotométrico

b. Electroquimico. Separacion por intercambio i6nico

Suero, orina

Suero, orina

Suero, orina

Suero, orina

Comentarios
Inespecifico, pero

ampliamente usado.

Base para método de referencia

propuesto, mayor especificidad.

Especificidad variable de uno a
otro método; reaccion de NADH

ampliamente usada.

Poco usado; algunas

interferencias.

Instrumental, no facilmente

disponible.

Mayor especificidad y

sensibilidad.

Propuesto como método de

eleccion.
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