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RESUMEN

La infeccién por el Virus de Inmunodeficiencia Humano (VIH) y el Sindrome de Inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) afecta a millones de personas en todo el mundo, y constituye una amenaza a la salud
y la vida de muchas otras més, sobre todo en paises en vias de desarrollo.

Existe un gran interés en el desarrollo de nuevas metodologias analiticas para el diagnéstico de
dicha enfermedad de forma rapida, econdmica y fuera del ambito del laboratorio por personal no
especializado. Los biosensores son dispositivos ideales para cubrir esta demanda analitica facilitando
la toma de decisiones y permitiendo un uso racional de técnicas analiticas confirmatorias mas
costosas.

Se plantea el disefio de una estrategia magneto-ELISA con deteccién Optica asi como un dispositivo
magneto biosensor electroquimico para el diagndstico de SIDA a través del recuento de células
marcadoras de la enfermedad presentes en la sangre. Ambas estrategias se basan en la captura
inmunomagnética de linfocitos T CD4" con particulas magnéticas modificadas con anticuerpos
monoclonales especificos (anti-CD3). La deteccion de las células capturadas se realiza con un
anticuerpo primario anti-CD4 marcado con biotina (antiCD4-biotina) y con un conjugado de
estreptavidina y de la enzima HRP (peroxidasa de rabano picante). La union de esta enzima al
anticuerpo primario se realiza a través del complejo biotina/estreptavidina. Se proponen dos tipos de
sistemas de deteccion: dptico y electroguimico. Esto se logra mediante la eleccion adecuada del
sustrato para cada sistema planteado. El dispositivo biosensor basados en un transductor
electroquimico renovable y magnético acoplado a particulas magnéticas especificas para las células
marcadoras de la enfermedad, consigue la simplificacién metodoldgica y facilita la transferencia de la
tecnologia hacia la fabricacion de un biokit diagnéstico en el &mbito clinico. La potencial aplicacion de
los dispositivos analiticos propuestos en este trabajo tienen un interés social elevado por su idoneidad

para realizar analisis, rapidos, econémicos y en el &mbito de la propia consulta médica.
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1. INTRODUCCION

1.1. Situacion actual del virus de inmunodeficiencia humana

La infeccién por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA) afecta a millones de personas en todo el mundo, y constituye una amenaza a la salud
y la vida de muchas otras mas, sobre todo en paises en vias de desarrollo. La Organizacion de
Naciones Unidas contra el SIDA (ONUSIDA) y la Organizacion Mundial para la Salud (OMS) estiman
que en el 2007, cerca de 140.000 personas, entre adultos y nifios, han sido identificadas como
positivas para el VIH en Espafia, 2.300 han muerto debido al SIDA y poco mas de 1.000 nuevos casos
de VIH se han registrado ese mismo afio ™.

Sin embargo, los principales efectos de esta enfermedad se potencian en paises de mediano y bajo
desarrollo. Las regiones mas afectadas son Africa, el este y sur de Asia, y en menor medida el Caribe.

Segun el reporte global presentado por la OMS, el nUmero de personas que viven con VIH en el
2009 es de 33.3 millones, de los cuales, 2.5 millones son nifios menores de 15 afios. En este mismo
afio, se han registrado 2.6 millones de nuevos casos y 1.8 millones de muertes debido al SIDA.
Alrededor de 5.2 millones de personas infectadas por el VIH tuvieron acceso al tratamiento con terapia
antirretrovirica en paises de medianos y bajos ingresos. Aun asi, unos 10 millones de pacientes
carecen de acceso a este tratamiento .

En este contexto, se esta llevando a cabo un esfuerzo global enorme entre distintos paises y
organizaciones, para ayudar a ampliar y prestar servicios integrales con la finalidad de reducir la
propagacion de la infeccion y mitigar sus efectos.

Es importante remarcar que mientras el precio de los medicamentos desciende
considerablementel®, el costo y la complejidad técnica de las pruebas de laboratorio esenciales para el
seguimiento de la enfermedad del SIDA, tal como la carga viral y el recuento de linfocitos T CD4", se

mantiene a unos costes muy elevados.

1.2. La enfermedad de inmunodeficiencia adquirida

El VIH, identificado en 1983, es un retrovirus que afecta a las células del organismo que expresan el
receptor CD4 en su superficie (linfocitos T colaboradores, macréfagos, monocitos, y células
dendriticas) uniéndose mediante la glicoproteina gp120 de su membrana para luego penetrar en las
células.

Una vez en el interior de las células, la transcriptasa reversa del VIH transcribe el ARN viral a ADN,
gue se integra en el ADN celular. EI ADN viral integrado recibe el nombre de provirus. Cuando la célula

es activada, el provirus inicia la sintesis de proteinas virales que formaran nuevos viriones. Finalmente
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las células infectadas son destruidas como consecuencia de la accion patogena del VIH y los viriones
son liberados al medio externo donde infectaran nuevas células .

Las células CD4" forman parte del sistema inmunitario y estan implicadas en la defensa contra
enfermedades. En consecuencia, una infeccion por VIH deja a la persona vulnerable ante otras
enfermedades.

Existen dos tipos de virus VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 es mas frecuente en Africa central, Europa y
Australia, y el VIH-2 se encuentra en Africa occidental y algunas partes de Europa © °.

El virus del VIH puede transmitirse mediante contacto sexual, transmision vertical de madre a hijo
(embarazo, parto o lactancia), o via parenteral (a través de sangre infectada o hemoderivados, por

trasplantes de 6rganos, o maniobras con instrumentos punzocortantes) .

1.3. Etapas y Clasificacion de la infeccion por virus de inmunodeficiencia humana

La progresién de la enfermedad presenta tres etapas claramente diferenciables ®, como se
muestran en la figura 1, y que se describen a continuacion:

Infeccién Primaria (Sindrome retroviral agudo). En general se presenta como un cuadro agudo que
dura entre 1-6 semanas. En esta etapa ocurre la infecciéon de linfocitos T CD4" y la migracion a
ganglios linfaticos, hay elevada replicacion y carga viral en sangre. Las pruebas de anticuerpos
resultan negativas.

Infeccion asintomética (latencia clinica). Esta etapa dura entre 2-15 afios aproximadamente. Se
observa un descenso de la viremia hasta el estado basal (nivel metabdlico bajo), los linfocitos T CD4"
son destruidos de forma continua y lenta.

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Constituye el estadio mas avanzado de la
enfermedad y se diagnostica cuando el recuento de linfocitos T CD4" es inferior a 500 linfocitos T
CD4* uL™. En esta etapa aumenta la replicacion viral y aparecen algunas neoplasias e infecciones

oportunistas.

El recuento de linfocitos T CD4" en la sangre guarda relacion con la etapa evolutiva de la infeccion.
En funcién de este parametro, existen tres categorias inmunolédgicas: grupo 1 (500 linfocitos T CD4"
uL™ o superior), grupo 2 (200-499 linfocitos T CD4* uL™ o superior), y grupo 3 (menos de 200 linfocitos
T CD4" uL™). Por otro lado, se definen las categorias clinicas en donde los grupos se dividen en A
(pacientes asintomaticos, con infeccibn aguda por VIH, y con linfoadenopatia persistente
generalizada), B (pacientes con enfermedad por VIH sintomatica, que no indican SIDA) y C (pacientes

con enfermedades que indican SIDA). Un paciente tiene SIDA, segun el Centro de Control de
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Enfermedades y Prevencion, cuando esté clasificado dentro de la categoria clinica del grupo C o, bien,
en la categoria inmunoldgica del grupo 3 .,

Infeccidn
Pr-imaria Muel‘te
1200 - Infeccidn aguda por VIH ¢
Extensa diseminacidn del virus
Asentamiento del virus en drganos linféticos

8
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Figura 1. Curso tipico de la infeccion por VIH. Los plazos varian en
diferentes pacientes. En negro, evolucién del recuento de linfocitos T
CD4". En rojo, evolucion de la carga viral.
1.4. Tratamiento contra el virus de inmunodeficiencia humana
El objetivo principal del tratamiento contra el VIH es lograr el mayor tiempo de sobrevida libre de
enfermedad a través de la supresién de la replicacion viral y la preservacién de la funcién inmune. Los
farmacos usados actualmente no erradican el virus por lo que se requiere un tratamiento de por vida.
Dentro del tratamiento contra el virus se incluye el tratamiento y profilaxis de la patologia asociada al
SIDA.
En la actualidad se tiende a iniciar la medicacion de forma mas temprana considerandose que un
paciente debe recibir tratamiento antiviral cuando presenta enfermedades marcadoras de SIDA o un
recuento de linfocitos T CD4" menor de 350 pL™ de sangre ?. Hasta el 2006 segun las guias y

recomendaciones de la OMS, el valor correspondiente era de 200 linfocitos T CD4" uL'l.

1.5. Diagnéstico del virus de inmunodeficiencia humana

El diagnéstico de la infeccion por el VIH puede realizarse de modo directo o indirecto ™. Los
métodos directos detectan al virus o alguno de sus componentes, mientras que los indirectos
reconocen anticuerpos especificos producidos como respuesta al virus.
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Los métodos directos estan limitados a recién nacidos y a individuos cursando la primoinfeccion
viral. Dentro de estos podemos citar al cultivo celular, las técnicas inmunoenzimaticas (EIA) para la
deteccion del antigeno p24, y las técnicas moleculares como la PCR y RT-PCR para la cuantificacion
de DNA o RNA viral, respectivamente %,

Por otro lado, los métodos indirectos se dividen en pruebas de screening, que son mas sensibles, y
pruebas confirmatorias, que se caracterizan por su alta especificidad. Dentro de las pruebas de
screening encontramos las técnicas inmunoezimaticas tales como los ensayos ELISA, aglutinacion,
Dot blot e inmunocromatografia. Dentro de los ensayos confirmatorios, el mas empleado es el Western
Blot. Otras metodologias de confirmacion son la inmunofluorescencia indirecta (IFl), el analisis por
radioinmunoprecipitaciéon (RIPA) y el inmunoensayo lineal (LIA). Estos métodos presentan alta

subjetividad o complejidad, que dificultan su utilizacion rutinaria como pruebas de confirmacién ™.

1.6. Recuento de linfocitos T CD4"

El recuento de linfocitos T CD4" es actualmente uno de los marcadores bioldgicos mas importantes
en la determinacion del estado clinico de una infeccién por VIH. Este valor es usado en diagndstico de
SIDA, para decidir cuando iniciar una terapia antirretroviral y se mantiene, luego de la iniciacion del
tratamiento, como el marcador mas relevante para seguir la progresiéon de la enfermedad ™. El
recuento de linfocitos T CD4" se expresa como el niimero de linfocitos T CD4" por microlitro de sangre
en adultos, y generalmente como porcentaje de linfocitos T CD4" entre todos los linfocitos T en nifios.

En paises desarrollados se recomienda realizar el recuento de linfocitos T CD4" de 2 a 4 veces al

13 La técnica

afio durante todas las etapas de infeccién y durante el tiempo de vida del tratamiento !
analitica mas utilizada para el recuento en sangre es la citometria de flujo, considerada como el
método de referencia debido a su rapidez, precision y reproducibilidad.

El citometro de flujo emplea laseres que estimulan anticuerpos con marcas fluorescentes
(normalmente FITC, ioduro de propidio, PE, Cy3 y Cy5) especifico para el receptor CD4 y otros
marcadores de superficie celular, para distinguir los tipos de linfocitos. Varios factores —incluido el
costo del citobmetro de flujo (entre 50.000 y 250.000 euros) y su mantenimiento, la complejidad técnica
y operacional y el alto costo de los reactivos — hacen a estos instrumentos impracticos y/o dificultosos
para llevarse a cabo en regiones de escasos recursos. Otra técnica utilizada es el recuento
microscopico manual que resulta muy laborioso y se realiza luego de varios pasos que incluyen la
separacion celular, liberaciéon nuclear y la tincion diferencial. Esta estrategia resulta inviable para el
analisis descentralizado y fuera del ambito del laboratorio, como puede ser en la propia consulta
médica, por lo que existe la necesidad del desarrollo de nuevas metodologias analiticas para el

diagnéstico y evaluacion de la evolucién de inmunodeficiencias de forma rapida y econémica ™.
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La citometria de flujo es un método analitico por el que se mide la emision de mdultiples
fluorescencias y la dispersion de luz (light scatter) de células o particulas microscopicas, alineadas
secuencialmente mediante una corriente liquida laminar, cuando son presentadas de una en unay a
gran velocidad frente a un haz de luz laser de longitud de onda adecuada. La interaccién de una célula
con la luz del laser puede producir dos tipos de dispersion: a) Dispersion frontal de la luz o FSC
(foward scatter), cuyo grado de dispersién es proporcional al tamafio de la célula/particula; y b)
dispersion lateral de la luz o SSC (side scatter), cuyo grado de dispersion es proporcional al contenido
de organulos membranosos (granularidad). La citometria proporciona datos sobre el tamafio relativo
de la célula, granularidad o complejidad interna, e intensidad relativa de fluorescencia. Presenta como
ventajas la habilidad de hacer mediciones cuantitativas y multiparamétricas en un nudmero
estadisticamente adecuado de células para definir las propiedades de una poblaciéon celular o de las
subpoblaciones que la componen. Sin embargo, la citometria no aporta informacién sobre la
distribucion espacial de las células estudiadas.

En los ultimos afios, los esfuerzos en investigaciéon estuvieron dirigidos a desarrollar métodos
alternativos para el recuento de linfocitos T CD4". Asi aparecieron en el mercado nuevas tecnologias

[16] y

Point-of-Care Technologies 8%, Aunque estas nuevas versiones hacen la citometria de flujo mas

como ser el FACSCount de Becton Dickinson **, the Partec CyFlow [l

, ¥ los instrumentos Guava
accesible, el costo de los reactivos se mantiene elevado, y en la mayoria de los casos, son estrategias

técnicamente complejas.

La separacién de bajo costo por Cito-esferas @ o microparticulas de linfocitos T CD4"* de otras
células de la sangre, seguida por una técnica de recuento manual estandar usando microscopio éptico,
ofrece costos significativamente méas bajos **. Estos métodos, sin embargo, son de bajo rendimiento,
requieren una labor intensiva, y son menos precisos que la citometria de flujo tradicional y, por tanto,
no han sido ampliamente incorporados en recuentos de rutina.

Es por esto, la necesidad urgente de disefiar métodos nuevos, simples y accesibles para la
determinacién de linfocitos T CD4" que puedan ser implementados en lugares de escasos recursos
brindandole asi la posibilidad de deteccion precoz de la infeccion en zonas de bajo recursos,
coincidentes con las zonas de mas alta prevalencia.

Se han documentado unos pocos ejemplos de sistemas de recuento de linfocitos T CD4", basados

en microfluidica ?* o biosensores #224

. Mishra y col. ! desarrollaron un chip con captura de linfocitos
T CD4" de sangre lisada sobre la superficie modificada de electrodos. La cuantificacion fue realizada
mediante técnicas de impedancia. La principal desventaja de este sistema fue la gran cantidad de
pasos necesarios para la fabricacién del electrodo y el costo elevado en funcién de la demanda. Por

[26

otro lado, Rodriguez y col. * han presentado un prototipo prometedor para el recuento de linfocitos T

5
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CD4", mostrando resultados concordantes con los obtenidos por citometria de flujo. En este trabajo,
los leucocitos fueron tefiidos con anticuerpos, capturados sobre una membrana dentro de una celda de

flujo, y detectados mediante microscopia.

1.7. Los biosensores. Una alternativa prometedora para el diagnéstico de inmunodeficiencia
adquirida

Un sensor quimico puede definirse como un pequefio dispositivo capaz de cuantificar
concentraciones de constituyentes quimicos y convertir esta informacion, en tiempo real, en una sefial
medible 1. Segun la IUPAC, un biosensor se define como un tipo especifico de sensor quimico
constituido por dos partes integradas: un elemento de reconocimiento bioldégico o biorreceptor y un
transductor fisicoquimico *®. La interaccién entre el biorreceptor y el analito ocasiona cambios fisicos o
guimicos (de tipo eléctrico, 6ptico, térmico 0 masico) que son detectados y transformados en una sefial
eléctrica por el transductor .

La utilizaciéon del biorreceptor aporta selectividad y pueden emplearse proteinas, acidos nucleicos,
microorganismos, organelas, o tejidos. La eleccion del material biol6gico depende de las caracteristicas
del analito.

En los ultimos afios, los sensores electroquimicos han cobrado notable importancia dentro del
campo de las determinaciones analiticas gracias a las ventajas que presentan. El uso de éstos permite
obtener sefales sensibles, de sencilla interpretacién y en tiempo real. Ofrece la posibilidad de trabajar
con volimenes pequefios y sin la necesidad de realizar un pretratamiento de la muestra, y de ser
integrados a kits portatiles que permitan realizar medidas in situ. Estos dispositivos son robustos, de
facil manejo y mantenimiento y presentan tiempos de respuesta muy cortos. Combinan el bajo costo de
instrumentacion con la versatilidad en el desarrollo de nuevas superficies electrédicas destinadas a la

resolucion de distintas muestras.

En el presente trabajo se han desarrollado magneto biosensores electroquimicos para la deteccion
de linfocitos T CD4" de transduccion electroquimica, por tratarse del tipo de instrumentacion idénea
para aplicaciones en zonas de escasos recursos. A continuacion se detallan las técnicas

electroquimicas utilizadas para la caracterizacion de los electrodos.

1.8. Técnicas electroquimicas en biosensores electroquimicos

a %31 Se pasa en la medida de la intensidad de corriente resultante de la oxidacién o

Amperometri
reducciéon de una especie electroactiva sobre la superficie electrédica a la cual se la ha sometido a un
potencial constante durante un tiempo determinado. La eleccion adecuada de este potencial aporta

cierta selectividad electroquimica, ya que produce descarga de una u otra especie quimica.
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La intensidad de corriente, |, es una medida directa de la velocidad de la reaccién electroguimica
(reduccién u oxidacion) descripta por la ley de Faraday, en su forma diferencial, como:

_o6C
1=nF 0%

Donde 5%t es la velocidad de oxidacién o de reduccién del analito, en mol s*, F es la constante

de Faraday y n es el numero de electrones por molécula implicados en la reaccion. Como se deriva de
la ecuacioén, la corriente, o salto de corriente, es directamente proporcional a la velocidad de
transformacién del analito en la superficie del electrodo.

La medida amperométrica se lleva a cabo utilizando un sistema de tres electrodos: electrodo de
trabajo, electrodo auxiliar y electrodo de referencia. El electrodo de trabajo es el electrodo sobre el cual
se mide el paso de corriente una vez fijada la diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo y el
auxiliar, actuando este ultimo como contraelectrodo para cerrar el circuito eléctrico. El tercer electrodo,
el electrodo de referencia, mantiene constante el potencial aplicado sobre el electrodo de trabajo. El
electrodo de referencia suele ser de Ag/AgCl, mientras que el electrodo de trabajo y auxiliar son de
materiales conductores e inertes, como metales nobles, modificaciones del carbono y polimeros

conductores.

Voltamperometria ciclica % 3%

Es una técnica muy utilizada ya que proporciona informacion
cualitativa sobre las propiedades redox del analito y permite estudiar los mecanismos de las reacciones
de 6xido-reduccion, asi como caracterizar los transductores electroquimicos. Ofrece una localizacion
rapida de potenciales redox de las especies electroactivas, y una evaluacion conveniente del efecto del
medio sobre el proceso redox.

La voltamperometria ciclica (VC) consiste en un escaneo lineal del potencial de un electrodo de
trabajo estacionario, con una forma de onda triangular, pudiendo utilizarse uno o varios ciclos. El
barrido lineal se realiza desde un valor inical E;, hacia un limite predeterminado E,;, (potencial de
cambio), donde la direccién del barrido se invierte. Durante el escaneo reverso las moléculas reducidas
son reoxidadas. El barrido de potencial mide la corriente resultante y la grafica de estos dos parametros

recibe el nombre de voltamperograma ciclico.

1.9. Materiales transductores en biosensores electroquimicos. Los compdsitos

De entre los materiales conductores que se pueden utilizar como transductores electroquimicos
(platino, oro, grafito, u otros materiales conductores continuos), los compésitos son materiales
integrados por varios componentes mezclados que forman un compuesto con caracteristicas propias.

Los materiales compdsitos utilizados en este trabajo estan formados por la combinacién de un
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polimero aislante y una sustancia eléctricamente conductora. Ambos componentes conservan sus
propiedades originales, no obstante el nuevo material al cual dan origen, posee propiedades quimicas,
mecénicas y fisicas propias 3.

El grupo de Sensors i Biosensors de la UAB, donde se ha llevado a cabo este trabajo, tiene una
gran experiencia en la fabricacion de biosensores basados en transductores electroquimicos
compositos. En concreto, en materiales compdsitos rigidos de grafito-epoxi (GEC), que permiten un
disefio compacto, resistente y de facil manipulacion. Estos compdsitos presentan numerosas ventajas
frente los materiales tradicionales conductores: elevada sensibilidad, rigidez, robustez, superficie
renovable y son compatibles con solventes no acuosos %, El disefio de un electrodo con propiedades
magnéticas basado en un composito grafito-epoxi (m-GEC) combina la posibilidad de capturar, de
forma rapida y sencilla, particulas magnéticas modificadas con las excelentes propiedades
electroguimicas del transductor grafito-epoxi.

En el presente trabajo, se plantea la inmovilizacion del material biolégico sobre la superficie del
transductor mediante captura magnética, por tanto, al transductor GEC se le incorpora un iman,

consiguiendo asi un magneto electrodo basado en un compdsito de grafito-epoxi (m-GEC).

1.10. Las particulas magnéticas

Las particulas magnéticas representan un gran avance respecto a las técnicas de separacion en
bioanalitica, ofreciendo la ventaja de realizar la separacién de forma mas rapida y simple, a través de
la aplicacién de un campo magnético externo, sin necesidad de utilizar técnicas de centrifugacion ni
columnas cromatograficas. El uso de estas particulas magnéticas ofrece humerosas ventajas como la
facil manipulacién, escasa formacion de agregados y buena dispersién en solucidon acuosa, entre
otras. Pero sin duda, su caracteristica mas importante es la capacidad de concentrar biomoléculas y la
minimizacion del efecto matriz de la muestra %,

La particularidad de estas particulas es el paramagnetismo, es decir, el comportamiento magnético
solo en presencia de un campo magnético externo. Las particulas magnéticas estan constituidas de un
nucleo de material magnético (6xido de hierro) encapsulado en un polimero inerte (poliestireno) que le
proporciona una superficie definida. La superficie polimérica puede estar modificada por grupos
guimicos o por moléculas bioldgicas ofreciendo asi una alternativa a los soportes sélidos tradicionales

no magnéticos.
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2. OBJETIVOS

El objetivo central de este trabajo se dirige hacia la materializacion de un sistema biosensor para la
determinacién del nimero de linfocitos T CD4" presente en sangre periférica que resulte robusto,
economico, portatii y de uso simple para su aplicaciéon en el diagnostico y seguimiento de

inmunodeficiencias como el VIH y el SIDA en entornos de escasos recursos economicos.

Se pretende conseguir una metodologia analitica capaz de contar linfocitos T CD4" mediante una
reaccion de captura inmunolégica sobre particulas magnéticas. Se propone, para el mismo sistema,
dos tipos de deteccion basados en la reaccion con anticuerpos especificos para los linfocitos T CD4™:
uno Optico (magneto-ELISA) y uno electroquimico (magneto biosensor) empleando la enzima

peroxidasa (HRP) como marcador enzimatico y el sustrato adecuado en cada caso.
A continuacion se enumeran los objetivos generales que son abordados en este trabajo:

- Desarrollar una estrategia de inmunoseparacion y concentracion de linfocitos T CD4" basada en la
captura selectiva de linfocitos T en particulas magnéticas con anticuerpos especificos contra

marcadores de superficie CD3.

» Caracterizar y evaluar la efectividad de la captura inmunolégica en particulas magnéticas de

linfocitos T CD4" mediante técnicas microscépicas y citometria de flujo.

» Diseflar una estrategia magneto-ELISA tipo sandwich con deteccion éptica utilizando
microparticulas modificadas con anticuerpos especificos anti-CD3 y marcacion inmunolégica hacia

receptores especificos anti-CD4.
* Construir magneto electrodos basados en compgésitos grafito-epoxi (m-GEC).
* Caracterizar los electrodos construidos mediante voltamperometria ciclica.

+ Disefar un dispositivo magneto biosensor basado en un transductor electroquimico acoplado a

particulas magnéticas modificadas con anticuerpos especificos de linfocitos T CD4".



Biosensor para el diagnéstico y sequimiento de inmunodeficiencias

Soledad Carinelli

3. EXPERIMENTAL

3.1. Esquema del biorreconocimiento de linfocitos T CD4" en las estrategias desarrolladas en
el presente trabajo para el diagnéstico de sindrome de inmunodeficiencia

El desarrollo de herramientas analiticas para el recuento de linfocitos T CD4", simples de operar,
portatiles y econémicas es un objetivo fundamental para el diagndstico de SIDA en paises en vias de
desarrollo y, asi, para el control de la pandemia. Si bien en los Ultimos afios se esta realizando un gran
esfuerzo para desarrollar dichas tecnologias, aun no se han obtenido resultados Optimos. Asi, son
escasos los métodos propuestos para tal fin .. Es por esto, que en el presente trabajo se propone el
desarrollo de dos estrategias para la deteccion y cuantificacion rapida de linfocitos T CD4" en sangre
humana, siendo una de ellas un sistema magneto biosensor electroquimico y la otra un ensayo
magneto-ELISA con deteccién 6ptica.

Ambos métodos desarrollados se basan en el aislamiento de las células CD3", que es el marcador
molecular de linfocitos T totales mediante particulas magnéticas modificadas con anticuerpo anti-CD3
(antiCD3-MP), seguida de la marcacion de los linfocitos T CD4" mediante un anticuerpo anti-CD4
conjugado con biotina (antiCD4-biotina). La deteccion se realiza a través de la medida éptica o
electroquimica utilizando un conjugado de estreptavidina y de la enzima peroxidasa (estrepAv-HRP).
Dicho conjugado se une a aquellas células que se encuentren marcadas con el anticuerpo antiCD4-
biotina. Un aumento en la sefial indicaria, por tanto, un aumento en la concentracion de enzima HRP y
por lo tanto un mayor nimero de linfocitos T CD4" presentes en la muestra.

En la figura 2 se muestra esquematicamente, los fundamentos de la técnica explicadas

=™
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Figura 2. Esquema simplificado del sistema de deteccién de linfocitos T CD4" presentes
en sangre, basada en la separacion inmunomagnética con particulas magnéticas
antiCD3-MP, y en la deteccién basada en el anticuerpo antiCD4-biotina y el conjugado
enzimético estrepAv-HRP.

anteriormente.
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3.2. Equipamiento

La caracterizacion de los electrodos magnéticos m-GEC se realizd por voltamperogramas ciclicos
con el equipo Autolab PGSTAT (Eco Chemie, Holanda). Las medidas amperométricas se realizaron
con un amperimetro LC-4C de la casa comercial BAS (Bionalytical Systems Inc, USA). Todas las
medidas electroquimicas se realizaron utilizando un sistema de tres electrodos: uno de referencia
Ag/AgCl con solucién interna de KNO; saturada con AgCl y solucién externa 0.1 mol L™ de KCI (Orion
900200), uno auxiliar de Pt (Crison 52-67 1) y el electrodo magnético de trabajo m-GEC basado en un
compésito rigido grafito-epoxi.

El recuento de células con camara de Neubauer se realizd con el microscopio 6ptico Nikon Eclipse
TS100 (Nikon Instrument, USA).

Para la captura inmunomagnética, las incubaciones de linfocitos T se realizaron mediante el
agitador de microplacas Minishaker MS3 basic (IKA, USA) en el caso de los ensayos magneto-ELISA 'y
el agitador con control de temperatura Thermomixer 5436 (Eppendorf, Alemania) en el caso de los
magneto biosensores electroquimicos.

La separacion de las particulas magnéticas en magneto biosensores electroquimicos se realiz6 con
un separador magnético (Dynal MPC) suministrado por Dynal Biotech (Oslo, Noruega). La lectura
Optica en los ensayos magneto-ELISA se realizé con el lector de ELISA Tipo Sunrise Remote (Tecan,
Austria).

El estudio de la efectividad de la captura inmunomagnética fue realizado con el citbmetro de flujo
Modelo FACSCanto (BD Bioscience, USA) y el microscopio 6ptico Telaval 31 (Zeiss, Alemania).

Para la obtencién de imagenes SEM se utilizé el microscopio electrénico de barrido Hitachi LTD S-
570 (Tokyo, Japbn), y para el tratamiento previo de las muestras el metalizador E5000 Sputter Coater
Polaron Equipment Limited (Watford, UK) y el desecador para punto critico K850 Critical Point Drier
Emitech (Ashford, UK).

3.3. Reactivos y soluciones

Para la construccién de los magneto electrodos de grafito-epoxi (m-GEC) se utilizé polvo de grafito
de un tamafo de particula de 50 um (Merck, Alemania), resina epoxi (Epo-Tek, Epoxy Technology,
USA), tubos de PVC (diametro;,, 6 mm y 22 mm de longitud), discos de cobre; discos de neodimio de
didmetro;, = 3 mm (N35D315, Halde Gac); papeles abrasivos de diferente granulometria (180, 600 y
1000) y papel de alimina de 3 um (polishing strips 948201, Orion). Para la citometria se uso ioduro de
propidio (Producto N° P4864, Sigma).

Para la determinacion de linfocitos T CD4" mediante ensayos magneto-ELISA y biosensores

electroquimicos basados en los magneto electrodos se utilizaron anticuerpo anti-CD4 modificado con
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biotina (antiCD4-biotina, producto N° 347321,BD Bioscience), y el conjugado de estreptavidina de
Streptomyces avidinii marcado con la enzima peroxidasa (estrepAv-HRP Producto N° S5512, Sigma).
Para la deteccidn optica en los ensayos magneto ELISA se us6 el kit de sustrato para ELISA (Producto
N° 34021, Thermo Scientific). La captacion de los linfocitos se realizé con particulas magnéticas
Dynabeads® CD3 (Producto N° 111-51D, Invitrogen). Reactivos como el Tween-20, caseina y la
albumina de suero bovina (BSA) se adquirieron en Sigma.

Todas las células utilizadas en los ensayos fueron suministradas por el laboratorio de Immunologia
Cel-lular (Institut de Biotecnologia i de Biomedicina, IBB) y provienen de cultivo fresco de linfocitos T
CD4" de pancreas, infectadas con EBV (virus de Epstein-Barr) pertenecientes al clon PB 100.29. Otros
reactivos utilizados en este trabajo fueron de grado analitico.

Las composiciones de las soluciones utilizadas, preparadas en todos los casos con agua
bidestilada, fueron las siguientes: Solucién tampon fosfato (PBS): 0.01 mol L™ Na HPO,, 0.15 mol L™t

NaCl, pH 7.4; Soluciéon tamp6n fosfato (PBS1): 0.01 mol L™ Na HPO,, 0.15 mol L™ NaCl, 0.5% BSA, 2
mmol L™ EDTA, pH 7.4; Solucién de lavado: 0.1% p/v BSA en tamp6n fosfato 0.01 mol L™ (NazHPO4),
0.15 mol L™ NaCl, pH: 7.4; Solucién de tampén fosfato (PBS2): 0.1 mol L™ fosfato (NazHPO4), 0.1 mol

L™ KCI, pH 7.4, Solucién de la celda electroquimica: 1.8 mmol L™ de hidroquinona, 4.9 mmol L™ de
peréxido de hidrégeno (H202), en tampon fosfato (PBS2), a pH 7.4.

3.4. Construccion y caracterizacion de los electrodos magnéticos basados en compadsitos de
grafito-epoxi (m-GEC)

3.4.1. Disefio y construccidn del cuerpo del magneto electrodo m-GEC

La construccion del cuerpo del magneto electrodo m-GEC consistié en la incorporacién de una
conexién metalica en el interior de un tubo de PVC de 22 mm de longitud (diametro;,; 6 mm, diAmetroey
8 mm), dejando una cavidad virtual de 3 mm de profundidad en la cual se introducira la pasta de
grafito-epoxi junto con el disco de neodimio. Los pasos para lograr dicho objetivo consistieron en la
soldadura en el extremo de un conector hembra de 2 mm de didmetro una lamina de cobre circular.
Posteriormente, las laminas de cobre fueron pulidas para eliminar la capa de 6xido que pudiese tener.
Dicha capa, de no ser eliminada, podria aumentar la resistencia al paso de corriente y, por lo tanto,
disminuir la sensibilidad del electrodo. Finalmente, se introdujo la conexion anterior dentro de un tubo
cilindrico de PVC, dejando una cavidad virtual de 3 mm de profundidad en la parte superior donde se
introduce la pasta de carbono-epoxi y el iman.

En la figura 3 se muestran los materiales utilizados y el proceso de fabricacion de los mismos.

12
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Figura 3. Etapas de construccion de los electrodos magnéticos. A) Materiales empleados: tubo cilindrico de
PVC, conector tipo hembra de 2 mm de diametro, y disco de cobre, B) Soldadura del conector hembra y pulido
de la lamina de cobre, C) Introduccion de la conexion dentro del tubo de PVC, y D) Incorporacion del iman y la
pasta de carbono-epoxi en la cavidad virtual.

D

3.4.2. Preparacion de electrodos magnéticos basados en un compadsito de grafito-epoxi (m-
GEC)

La pasta de compdsito utilizada para la construccion de los electrodos consistié en una mezcla de
polvo de grafito (fase conductora) con resina epoxi (fase aglutinante). Para ello, se mezclo
manualmente una resina epoxi ho-conductora con polvo de grafito (diametro de particula < 50 um), en
una relacion 1:4 partes en peso (20% grafito, 80% resina). La resina epoxi esta constituida por la
resina propiamente dicha y el endurecedor, en una proporcién de 20:3 partes en peso (87% de resina,
13% de endurecedor). Estos componentes fueron adecuadamente homogeneizados y, el material
resultante junto con el disco de neodimio se incorporé en el cuerpo del transductor, con la ayuda de
una espatula. Es importante depositar una fina capa de compa@sito sobre la placa de cobre para evitar
gue el iman entre en contacto con ésta. De producirse contacto, la conduccion eléctrica podria verse
perjudicada. Una vez cubierta todo el espacio virtual, los electrodos fueron curados durante 7 dias a
una temperatura de 80 °C, obteniéndose un material rigido. Una vez cumplido este plazo, fueron
pulidos siguiendo la secuencia: a) Papel de vidrio N° 180; b) Papel de vidrio N° 600; c) Papel de vidrio
N° 1000; d) Papel de alumina de 3 um. De este modo, se obtienen unos electrodos con una superficie

homogénea, reproducible y renovable repitiendo el mismo proceso de pulido B¢

3.4.3. Caracterizacién de los transductores electroquimicos basados en grafito-epoxi (m-
GEC)

La operatividad y funcionalidad de los transductores desarrollados se caracterizé
eletroquimicamente, mediante voltamperometria ciclica, utilizando el sistema redox hidroquinona
1,4dihidroxibenceno/benzoquinona. Este sistema fue seleccionado, ya que en los analisis

[37]

amperométricos posteriores se utilizard hidroquinona como mediador electroquimico Las

propiedades redox de esta sustancia son perfectamente conocidas sobre electrodos convencionales,
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lo que permite su utilizacion como patrones electroquimicos al compararlas con las registradas con
transductores disefiados en nuestro laboratorio.

La voltamperomeria ciclica fue ensayada por la adicién de una solucién de hidroquinona 1.8 mmol
L™ a 20 mL de tampo6n PBS2. Los parametros instrumentales de la técnica fueron los siguientes Einicia=
-600 MV; Ege cambio = 1000 MV; Efing= 0 mV; v=100 mV s™

Mediante esta técnica se determind el potencial a aplicar en los ensayos amperométricos y la
reproducibilidad de construccion de los magneto electrodos.

3.5. Captura inmunomagnética de linfocitos T CD4"

La captura de los linfocitos T CD4" de una muestra con particulas magnéticas fue realizada en la
solucién tamp6n fosfato PBS1. El protocolo B consiste en los siguientes pasos:

1) Se colocan 100 uL de una solucién de particulas magnéticas modificadas con un anticuerpo
anti-CD3 (antiCD3-MP) en un vial de plastico con fondo en U.

2) Se introducen los viales en el separador magnético de modo que las particulas magnéticas
gueden retenidas en la pared del tubo, y se elimina la solucion.

3) Se agrega 100 pL una solucién de linfocitos T CD4" de la concentracion deseada.

4) Se incuba el vial durante 30 minutos a 4-8 °C en agitacion constante.

5) Se procede a realizar dos lavados. Para ello se afiade 100 uL de solucion de lavado, se
mantiene la solucién en agitacion suave durante 2 minutos a temperatura ambiente y se elimina el
sobrenadante mediante separacion magnética.

6) Se resuspenden las particulas magnéticas modificadas con los linfocitos en 100 uL de solucién

tampon de trabajo.

3.6. Estudio de la efectividad de la captura inmunomagnética por microscopia electrénica de
barrido y microscopia 6ptica

Con el objetivo de optimizar de captaciéon de las células linfaticas sobre las particulas magnéticas,
se estudié en primer lugar mediante microscopia éptica el efecto la relacién de concentracion de las
particulas magnéticas (antiCD3-MP) y de linfocitos T CD4" sobre la eficiencia de captacion. Se
obtuvieron imagenes por microscopia O6ptica de la captacion de las células en funcién de
concentraciones crecientes de particulas magnéticas, evaluada como la relacién linfocitos T CD4"/
particulas magnéticas (LT/MP).

En un vial de plastico con fondo en U se realiz6 la separacién inmunomagnética siguiendo los
pasos detallados en el punto 3.5. Las relaciones LT/MP estudiadas fueron 1/40, 1/8; 1/4 y 1/2,
correspondiente a 10° linfocitos T CD4* y 4.10° 8.10°, 4.10° ,2.10° de particulas magnéticas (antiCD3-
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MP), respectivamente. Una vez realizada la captacion, se coloco un iman en la base de los viales para
concentrar la muestra y se observo el concentrado mediante microscopia éptica a 40X.

Las imégenes por microscopia electrénica de barrido fueron realizadas en el Servei de Microscopia
de la Universitat Autonoma de Barcelona para verificar la captura inmunomagnética de linfocitos T
CD4" sobre las particulas magnéticas.

Las muestras fueron preparadas por duplicado empleando 10° células totales por filtro y 8.10°
particulas magnéticas, siendo la relacion LT/PM de 1/8. En el ANEXO 1 se detalla el protocolo

completo utilizado para la preparacion de las muestras 9.

3.7. Estudio de la efectividad de la capturainmunomagnética por citometria de flujo

Para el estudio de la efectividad de la captura inmunomagnética por citometria de flujo, se realizé la
captacion de los linfocitos T en particulas magnéticas segun el procedimiento descripto en el punto 3.5
para la relacién LT/MP de 1/2, 1/4 y 1/8 (10° MP totales con 2.10° 4.10° y 8.10° linfocitos T CD4",
respectivamente). Se analizaron los complejos formados entre los linfocitos T y las particulas
magnéticas antes y después de los lavados. Todas las muestras fueron llevadas a un volumen final de
400 pL y este volumen fue analizado mediante citometria de flujo. El tiempo de analisis de la muestra
fue de 1 minuto, y los resultados se evaluaron mediante el andlisis de las graficas de SSC vs FSC.

Ademas, se estudio la viabilidad de las células. Para ello se realizd una tincion con ioduro de
propidio sobre las muestras de LT/MP antes y después de los lavados. El ioduro de propidio se usé
para tefiir las células muertas. Este colorante tiene la capacidad de entrar libremente a células que
presentan la membrana celular comprometida e intercalarse entre las dobles hebras de DNA, pero no

pueden atravesar la membrana de células intactas (células viables).

3.8. Ensayo magneto-ELISA para la determinacion de linfocitos T CD4"

Los ensayos magneto-ELISA fueron realizados en placas de microtitulacion de poliestireno de fondo
plano. A continuacién se describen todos los pasos “? realizados para la deteccién de linfocitos T
CD4" mediante esta técnica y que se muestran en detalle en la figura 4:

e Captura inmunomagnética. Se ha realizado tal como se describe en el punto 3.5. El rango de
linfocitos T CD4" evaluado estuvo comprendido entre 0 y 900 LT CD4* uL™ y todas las pruebas se
realizaron por triplicado.

e Marcacion primaria. Se adiciona 100 uL de una solucion de anticuerpo, antiCD4-biotina y se lo
incuba durante 30 minutos en agitacion continua a temperatura ambiente.

e Lavados. Se realizan tres lavados de 2 minutos con la solucion de lavado.
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e Marcacion secundaria. Se adiciona 100 uL de una solucion de conjugado enzimatico, estrepAv-
HRP y se lo incuba durante 30 minutos en agitacion continua a temperatura ambiente.

e Lavados. Se realizan tres lavados de 2 minutos con la solucién de lavado.

e Desarrollo del color para la deteccién Optica. Se adiciona 100 uL de una mezcla de sustratos
enzimaticos para la HRP formada por peréxido de hidrégeno (H,0,) y de 3, 3°, 5, 5'-tetrametilbenzidina
(TMB) en proporcion 1/1. La incubacion se realiza en la oscuridad, durante 30 minutos en agitacion
continua a temperatura ambiente.

e Detencién de la reaccién enziméatica. Se adiciona 100 pL de una solucién de H,SO, 2 mol L™
sobre la mezcla de reaccion.

e Los conjugados de particulas magnéticas y los linfocitos T son separadas mediante el uso del
iman, y se transfieren 140 uL de la solucién a una placa de lectura.

e Deteccion optica. Se realiza la medicion de la absorbancia a 450 nm en un lector de de placa.

En todos los casos, entre los procesos de incubacién y los de lavado se procede a la separacién de

las particulas magnéticas mediante un iman posicionado debajo de la placa, durante 2 minutos.

/”f/’\ . ‘2 2
4 Separacion Separacion Separacion
) magnética magnética magnética Adicion de sustratos
Lavados Lavados Lavados
— — ) para HRP
TMB + H,0,
@ 4 & l
CH C’" CN\, ;H
Incubacion de LTy Incubacion Incubacién el LS i SRR L N o
antiCD3-MP antiCD4-biotina estrepAv-HRP c:‘ ¥ C D i
2,2°,5,5 tetrametil-
benzidina (TMB) Producto azul
AT AT T AT AT AT A Ve v Adicion de
| | | | l | | | | | | } H,50, 2M
| | | | | | | | | | | ] ‘
| | | \(TTA | | ! \ | | J J
e T ) [ . T () S i ’ Lectura de absorbancia
yu__Ju_Ju_Ju_Ju_Ju_Ju_Jut_Ju_Ju_Ju_7J a450 nm

Figura 4. Esquema del procedimiento de deteccion de linfocitos T CD4" mediante magneto-ELISA con deteccién 6ptica.

Se han optimizado parametros de los ensayo magneto-ELISA para la determinacion de linfocitos T
CD4" tales como la concentracion de los marcadores y el bloqueo de las microplacas, tal como se

explica a continuacion.
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3.8.1. Optimizacion de la concentraciéon de anticuerpo antiCD4-biotina y del conjugado
estrepAv-HRP

Se ensayaron diferentes concentraciones de anticuerpo antiCD4-biotina (9, 18, 27, 36, 45, 54 ng
mL™), asi como de estrepAv-HRP (0.25, 0.5, 1, 2 ng mL™), manteniendo constante la concentracion de
particulas magnéticas antiCD3-MP en 8.10° MP mL™, asi como la cantidad de linfocitos T CD4" en 10°
linfocitos T CD4* mL™. En el mismo ensayo, se realizaron los siguientes controles negativos: sin
particulas magnéticas, sin linfocitos, y sin anticuerpo primario antiCD4-biotina. El objetivo de estos
controles es evaluar la absorcion inespecifica y la funcionalidad de los reactivos. Las concentraciones
de ambos reactivos fueron optimizadas de manera de obtener una absorbancia lo suficientemente alta
para garantizar la deteccion de niveles de células mas bajos que los ensayados, pero no muy elevada
como para caer en errores fotométricos. En todos los casos, se procesaron triplicados de cada uno de

los ensayos.

3.8.2. Optimizacion del bloqueo de la superficie de las microplacas de poliestireno

Los inmunoensayos ELISA implican la inmovilizaciéon de biomoléculas, principalmente proteinas, al
soporte sdlido (microplaca de poliestireno) de forma pasiva o mediante interacciones covalentes. Una
caracteristica esencial de la superficie es su capacidad de interactuar con proteinas y otras
biomoléculas. Sin embargo, la unién no especifica de otras proteinas o biomoléculas a espacios no
ocupados de la superficie durante el ensayo pueden perjudicar la especificidad y sensibilidad del
ensayo Y. Las uniones no especificas a la superficie puede ser minimizadas por la saturacién de los
sitios de unién no ocupados con un agente bloqueante. El agente bloqueante fue elegido de forma
empirica, ya que no existe un procedimiento estandarizado adecuado para todas las aplicaciones. Se
analizaron cuatro de ellos: BSA al 3%, Caseina al 2%, Tween-20 al 0.02% y una combinacién de
caseina al 2% con Tween-20 al 0.02%. Todos los bloqueantes fueron disueltos en buffer PBS.

El procedimiento de bloqueo consistié en colocar 200 uL del agente bloqueante en el pocillo e
incubar overnight a 4 °C. Antes de comenzar con los ensayos, el agente bloqueante fue retirado por

inversion de la placa.

3.9. Magneto biosensor electroquimico para la determinacién de linfocitos T CD4"

La determinacién de linfocitos T CD4" mediante el magneto biosensor electroguimico, se
esquematiza en la figura 5. Cada uno de los ensayos fue realizado en un tubo de poliestireno con
fondo en U y las reacciones de captura, marcacién primaria y secundaria se realizaron de la misma
manera que en punto 3.5. Las concentraciones utilizadas fueron las siguientes: [antiCD3-MP] = 8.10°

mL™, [antiCD4-biotina] = 60 ng mL™, y [estrepAv-HRP] = 50 ug mL™. Una vez realizados los lavados de
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la marcacién secundaria, las células unidas a las particulas, son resuspendidas en un volumen de 140
uL y son capturadas por el magneto electrodo m-GEC. Para ello se introduce el magneto electrodo m-
GEC en posicién invertida dentro de los tubos, de modo que las particulas magnéticas son atraidas por
el iman que forma el electrodo. De este modo quedan retenidas sobre la superficie del electrodo (figura
5).

Una vez que la muestra se encontr6 inmovilizada sobre la superficie del magneto electrodo, se
realiz6 la medida amperométrica a través de la determinacién de la respuesta enziméatica de la HRP
aplicando un potencial de trabajo de -0.150 V. La sefial se obtiene trabajando en agitacion a una
concentracién de 4.9 mmol L™ de sustrato enzimatico (H,O,) y 1.8 mmol L de hidroquinona
(mediador), en la soluciéon tampén PBS2 (figura 5). Esta sefial analitica es proporcional a la actividad
de la enzima ya que se trabaja en saturacién de sustrato, y por tanto, se obtienen valores de

intensidad maxima ¥244,

i\ Separacion

magnética
Lavados

 —

¢ 4

Incubacidon de LTy
antiCD3-MP

Separacion
magnética

Lavados I

Incubacion

antiCD4-biotina

Incubacion

Separacion
magnética

Lavados I

estrepAv-HRP

D —

Adicion de HQ
y H,0,

Figura 5. Esquema del procedimiento de deteccion de linfocitos T CD4" mediante magneto electrodo con
deteccién amperométrica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Construccion y caracterizacion de los electrodos magnéticos basados en compdsitos
grafito-epoxi (m-GEC)

La caracterizacion electroquimica de los transductores se realiz6 mediante el analisis de los
voltamperogramas ciclicos obtenidos utilizando el sistema redox hidroquinona/benzoquinona (figura 6).

Con la informacion obtenida mediante los voltamperogramas se determiné el potencial de reduccion
de la benzoquinona que fue posteriormente utilizado para los biosensores electroquimicos en la
determinacién de los linfocitos T basados en el magneto electrodo m-GEC. El potencial de reduccion
medio de la benzoquinona fue de -0.14 V y el de oxidacion de +0.3. El potencial elegido para las
medidas amperométricas fue, por tanto, de -0.15 V.

250

200 +

150 +

100 +

50 +

-100 +

-150 +

-200 +

-250

Gréfica 6. Voltamperogramas ciclicos utilizando como electrodo de trabajo
los electrodos magnéticos m-GEC, empleando una solucién de hidroquinona
1.8 mmolL™ en tamp6n PBS2.

Los resultados obtenidos mediante los voltamperogramas muestran una buena reproducibilidad en
la construccién, de modo que es posible utilizar indistintamente cualquiera de estos electrodos m-GEC
para hacer replicados.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion demuestran que los magneto electrodos de grafito-
epoxi presentan caracteristicas electroquimicas apropiadas, constituyendo de tal manera magneto
electrodos robustos para su posterior aplicacién a técnicas amperométricas para la determinacion, en

este caso, del nimero de linfocitos T CD4" en muestras de sangre.
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4.2. Estudio de la efectividad de la captura inmunomagnética por microscopia electronica de
barrido y 6ptica

La microscopia Optica fue utilizada para evaluar y caracterizar los complejos celulares de linfocitos T
formados con las particulas magnéticas a diferentes relaciones de cantidades, mediante la captacion
inmunomagnética de linfocitos T CD4") por las particulas magnéticas modificadas con anticuerpos
especificos anti-CD3 (antiCD3-MP). La figura 7 muestra la efectividad de la captacion de linfocitos T de
las distintas relaciones LT/MP. En concreto las relaciones estudiadas fueron de 1/2, 1/4, 1/8 y 1/40, y
las imagenes fueron tomadas a una resolucién de 40X.

En las imagenes se puede observar que a concentraciones bajas de particulas magnéticas, las
células tienden a unirse, en su mayoria, en una relacion LT/MP de 1/1, 1/2 y 1/3, mientras que a
concentraciones mas altas de particulas magnéticas, se favorece la formacion de agregados, en dénde
las células son rodeadas casi completamente por las particulas magnéticas.

La captacion de células es mayor a medida que se trabaja a concentraciones mas elevadas de
particulas magnéticas, observandose que algunas células no llegan a ser captadas cuando la relacion
LT/MP se acerca a 1/1.

En conclusion, cuanto mayor es la relacion LT/MP, mayores seran los niveles de captacion de

linfocitos T.

Figura 7. Imagenes de la inmunoseparacion de linfocitos T mediante particulas magnéticas
anti-CD3 a diferentes relaciones LT/MP, obtenidas por microscopia optica a 40X.
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La microscopia electronica de barrido (SEM) fue utilizada para caracterizar los complejos formados
entre los linfocitos T y las particulas magnéticas durante la inmunoseparacién magnética basada en la
interaccion inmunoldgica de los receptores CD3 de linfocitos T con anticuerpos especificos anti-CD3
de las particulas magnéticas, a una relacion de LT/MP de 1/8, es decir, en presencia de exceso de
particulas magnéticas.

La figura 8 muestra la efectividad de la captacién en imagenes tomadas a resoluciones de 5, 10 y
15 um. De las imagenes de las microfotografias electronicas puede concluirse los tipos de agregados
gue se forman entre las particulas magnéticas, de un tamafio medio de 4.5 um, y los linfocitos T, de un
tamafo de 7-15 um. Como puede observarse, los linfocitos T son captados por la interaccion de al
menos una particula magnética a través de distintos puntos unién con la membrana celular, usandose

por tanto mas de un determinante antigénico de la superficie celular del linfocito.

168, 8um

Figura 8. Imé&genes de las particulas magnéticas unidas a células de linfocitos T CD4" obtenidas por
microscopia electronica de barrido. Potencial de aceleracién de 15KV y resolucion de 5 ym, 10 ym, y
15 um.

4.3. Estudio de la efectividad de la captura inmunomagnética por citometria de flujo

Los ensayos de citometria de flujo permitieron evaluar distintos parametros de captacion de
linfocitos T en funcién de las diferentes relaciones de concentracion LT/MP, en concreto de 1/8, 1/4 y
de 1/2.

La citometria permite diferenciar las distintas entidades formadas durante la inmunocaptura de las

células con las particulas magnéticas. Las entidades que se pueden estudiar son las particulas
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magnéticas y los linfocitos T no unidos, asi como los complejos LT-MP. Cuando se utiliza el colorante
adecuado se puede diferenciar, ademas, las células viables de las muertas. En la figura 9 se muestra
un diagrama tipico obtenido en los analisis por citometria. Para diferenciar las distintas entidades, al
mismo tiempo se uso el marcador fluorescente ioduro de propidio para diferenciar células muertas de

vivas.

SSC-A (x 1000)
100 150 200 250

50

FSC-A (x 1000)

Figura 9. Grafico de FSC (dispersion frontal de la luz) vs SSC (dispersion lateral de
la luz) de un ensayo de inmunocaptacion de 8.10° MP y 10° LT. En la figura se
pueden identificar los distintos grupos de entidades que se sitan en diferentes
areas debido a diferencias en tamafio. En este grafico se sefialan las siguientes
entidades: particulas magnéticas, linfocitos T viables y muertos, y complejos LT-MP,
discriminados segun su tamafio y complejidad.

4.3.1. Eficiencia de captacién de los linfocitos T

Este parametro fue estimado mediante el calculo del porcentaje de union. Para ello se comparoé la
cantidad de células contadas por minuto de una solucién estandar de 10° células de LT respecto al
numero de células individuales que aparecen en la solucién una vez realizada la captacion. Este valor

representa el porcentaje (%) de células que no fueron captadas, por tanto,

% de captacion = 100 - % células no captadas
=100% - (nimero de LT libres) x 100%
NuUmero de LT totales

En la figura 10 se presentan los resultados obtenidos para cada una de las relaciones LT/MP. Como
puede observarse, a medida que se incrementa el exceso de particulas magnéticas respecto al

numero de linfocitos T, el porcentaje de captacion aumenta.
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Figura 10. Porcentaje de captacién de linfocitos T en funcién de tres proporciones
distintas de LT/MP: 1/8, 1/4y 1/2.

Cabe aclarar que el objetivo de este trabajo es la deteccion de linfocitos T a niveles de
concentracion bajos debido a la inmunodeficiencia. Por lo tanto, la elecciéon de una relacion de LT/MP
gue produzca un % de captacion elevado garantiza que la variacion en el porcentaje de captacion en
funcién de la concentracion de células sea el menor posible. Por esto, la relacién LT/MP utilizada en
los ensayos magneto-ELISA y en los biosensores electroquimicos basados en magneto electrodos fue
de 1/8 o superior.

Debido a que el porcentaje de captacion de linfocitos logrado con la relacion 1/2 de LT/MP es

inadecuado, esta proporcion fue desestimada para los ensayos posteriores.

4.3.2. Estudio de la viabilidad de los linfocitos T

Para caracterizar si los linfocitos captados o libres son células viables o muertas, se adicion6 luego
del proceso de inmunocaptacién magnética ioduro de propidio, el cual se incorpora en las células
muertas emitiendo fluorescencia. El porcentaje de mortandad fue calculado como,

% de mortandad = Nidmero de LT muertos x 100%
NUmero de LT totales

El calculo de la mortandad se realizdé sobre dos tipos de soluciones, la primera consistia en una
solucion de linfocitos T CD4" incubados con particulas magnéticas, mientras que la segunda consistia
en una solucion de linfocitos T CD4" incubados con particulas magnéticas a la que se le realizaron tres
lavados con tampén de lavado para eliminar los linfocitos no captados de forma efectiva. La figura 11

muestras los resultados obtenidos para cada una de las proporciones LT/MP.

23



Biosensor para el diagnéstico y sequimiento de inmunodeficiencias

Soledad Carinelli

30k Sin Lavados
I Con Lavados
o5 | 25
= 21
s 20
§e)
[
o
o 15}
=
S
< 10 +
7
5 - | 5 R
0 l
1/8 1/4

Relacién LT/MP

Figura 11. Porcentaje de mortandad de linfocitos T durante el proceso de
captacion para las proporciones LT/MP de 1/8 'y 1/4.

Los resultados muestran que entre un 20 y un 30% de los linfocitos T utilizados en la captura
inmunomagnética mueren durante el proceso de captacion. Sin embargo, la mayor parte de estas
células no viables son removidas durante el proceso de lavado. En conclusion, se podria suponer que
las células muertas son eliminadas a través de los distintos pasos de lavados y que el método

desarrollado principalmente detecta células viables.

4.3.3. Estudio de la liberacion de linfocitos del complejo LT-MP durante el procedimiento de
lavado

Teniendo en cuenta la consideracion que los lavados son eficientes y suficientes (esto es, que con
ellos se logra eliminar todas aquellas células que no interaccionaron con las particulas), las células
libres que aparecen en los analisis de citometria luego de los lavados, corresponden a células que se

desprendieron de las particulas que las habian captado. Por lo tanto, se puede estimar el % de

liberacion de la siguiente manera:

% Liberacion = Niumero de LT libres x 100 %

NUmero de LT totales
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Los linfocitos que se separan de las particulas magnéticas son eliminados en los lavados
posteriores, lo cual implica una merma de los mismos. Sin embargo, como puede observarse en la
tabla anterior, el porcentaje de liberacion ronda el 1% y por lo tanto, puede considerarse que la
liberacién de linfocitos durante los lavados tienen un efecto insignificante sobre el ensayo.

4.4. Ensayo magneto-ELISA para la determinacion de linfocitos T CD4"

4.4.1. Optimizacién de la concentraciéon de anticuerpo antiCD4-biotina y del conjugado
estrepAv-HRP

La figura 12 muestra la optimizacion de las concentraciones de anticuerpo antiCD4-biotina y del
conjugado enzimatico estrepAv-HRP a ser utilizadas en el ensayo magneto-ELISA con deteccién
Optica. Como puede observarse, todas las curvas presentan una forma hiperbdlica, tipica de un
sistema de saturacion. A concentraciones mayores de 36 ng/mL de anticuerpo antiCD4-biotina, los
receptores de CD4 presentes en los linfocitos se encuentran saturados. La cantidad de este reactivo
es tan elevada que es suficiente para interaccionar con todos los receptores de membrana presentes.
Este valor de concentracion fue elegido como el éptimo para dicho reactivo.

En el caso de la marcacién secundaria con el conjugado enzimatico estrepAv-HRP, se observa un
aumento de la sefal dptica a medida que aumenta la concentracion del reactivo. Como se mencioné
anteriormente, el valor 6ptimo es aquel que permite obtener una absorbancia lo suficientemente alta
para garantizar la deteccion de niveles de células mas bajos que los ensayados, pero no muy elevada
como para producir errores fotométricos. Cumpliendo con el requisito anterior, el valor 6ptimo elegido

fue de 1 pg mL™ de conjugado enzimatico estrepAv-HRP.

2,7 4
m 0,25ugmL

24F+ = 05ugmL*
1pug mL?
2 pg mL™?

2,1

1,8
1,5

1,2

Absorbancia
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0,6

0,3 F

0’0 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

antiCD4-biotina (ng mL™)

Figura 12. Optimizacién de la marcacién primaria (antiCD4-biotina) y
secundaria (estrepAv-HRP). [antiCD3-MP] = 8 10° MP mL?, [LT CcD4" = 10°
mL™, n=3.
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4.4.2. Optimizacion del blogueo de la superficie de las microplacas de poliestireno
La eleccion del agente bloqueante de la microplaca de poliestireno se evalu6 de dos maneras. En
un primer lugar se realizaron ensayos con controles negativos, es decir, ensayos en los cuales no se
adicionaron los linfocitos T. En la figura 13 se presentan los resultados obtenidos con los diferentes
agentes bloqueantes ensayados, en concreto BSA 3%, caseina 2%, Tween-20 0.02%, y caseina 2% +
Tween-20 0.02%, y se puede observar que todos ellos son efectivos en la disminucion de la adsorcion
no especifica sobre la microplaca. Si bien la media no es igual en todos los casos, no existen

diferencias significativas en la adsorcion no especifica para justificar la eleccion de un agente sobre

otro.
0,18 | BSA 3%
Caseina 2%
0.16 | M Tween 0.02%
' I Tween + Caseina
014 | I Sin bloqueante
o1z | i1
0
g 010}
3]
o
5]
Q 0,08
<
0,06
0,04
0,02
0,00

Tipo de bloqueantes

Figura 13.Comparacion de diferentes agentes bloqueantes: BSA al 3%,
caseina al 2%, Tween-20 al 0.02%, y caseina al 2% + Tween-20 al 0.02%.
[antiCD3-MP] = 8 10° MP mL™, [LT CD4"] = 10° mL™, [antiCD4-biotina] = 36
ng mL™, [estrepAv-HRP] = 1 ug mL™, n= 3.

Ademas de los controles negativos, se realizd una curva con distintas concentraciones de linfocitos
T CD4" para elegir aquel que otorgue mayor sensibilidad. En la figura 14 se muestran la respuesta
obtenida con cada uno de ellos. Asi, la solucién tampdén con 2% de caseina y 0.02% de Tween-20

resultan la mas adecuada.
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Figura 14. Efecto de diferentes agentes bloqueantes sobre la sensibilidad del
sistema de deteccién: BSA al 3%, caseina al 2%, Tween-20 al 0.02%, y

caseina al 2% + Tween-20 al 0.02%. [antiCD3-MP] = 8 10° MP mL™, [ LT CD4]
=10° mL?, [antiCD4-biotina] = 36 ng mL™, [estrepAv-HRP] = 1 pg mL™, n=3.

4.4.3 Deteccion de linfocitos T CD4" mediante un ensayo magneto-ELISA
Se realizaron ensayos magneto-ELISA con deteccién Optica a diferentes concentraciones de
linfocitos T, manteniendo constante la concentracion de particulas magnéticas antiCD3-MP, de

anticuerpo antiCD4-biotina y conjugado enzimético estrepAv-HRP, y los resultados se muestran en la

figura 15.

Absorbancia
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Figura 15. Detecci6n de linfocitos T CD4" empleando un ensayo magneto
ELISA. [antiCD3-MP] = 8 10° MP mL™, [LT CD4"] = 10° mL™, [antiCD4-
biotina] = 36 ng mL™, [estrepAv-HRP] = 1 ug mL™*, n=3.
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Tal como puede observarse, el método es capaz de discriminar diferentes concentraciones de
linfocitos T CD4" (dentro del rango de interés médico) presentes en una muestra y por lo tanto, resulta
adecuado para el diagnéstico y seguimiento de infecciones por VIH e inmunodeficiencias.

Los resultados demuestran que existe una correlacion lineal (R?= 0.9867) para el rango de linfocitos

T CD4" relevantes utilizadas en el diagnéstico de VIH (en el intervalo de 0 a 500 LT CD4* uL™ sangre).

4.5. Magneto biosensor electroquimico para la determinacion de linfocitos T CD4"

El sistema biosensor electroquimico que se muestra esquematicamente en la figura 5, se basa en la
captura inmunomagnética de linfocitos T CD3" y en la deteccién amperométrica de linfocitos T CD4"
mediante el uso de magneto electrodos, y fue evaluada en el valor umbral para recibir o no tratamiento
antiviral de 200 LT CD4" uL™ sangre.

La figura 16 muestra la potencial capacidad de discriminacién que presenta el método desarrollado
para determinar cuando una persona infectada con el VIH deberia comenzar con tratamiento antiviral.
Ambos ensayos fueron realizados por triplicado.

Si bien no se ha llegado a evaluar la respuesta del magneto biosensor electroquimico frente a
muestras que contienen diferentes concentraciones de células, estos resultados resultan muy

prometedores para los objetivos planteados.
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Figura 16. Magneto biosensor electroquimico para el recuento de linfocitos
T CD4" basados en magneto electrodos m-GEC. [antiCD3-MP] = 8.10°
mL™?, [antiCD4-biotina] = 60 ng mL™, y [estrepAv-HRP] = 50 ug mL™, n=3.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos del presente trabajo de investigacion, que consta del disefio de una
nueva estrategia de deteccion de linfocitos T CD4" basado en la captura inmunomagnética de estas
células mediante particulas magnéticas modificadas con anticuerpos especificos y la posterior
determinacion éptica u electroquimica, permiten llegar a las siguientes conclusiones:

» El comportamiento electroquimico de los magneto electrodos m-GEC (basados en compdsitos
grafito-epoxi) muestra una buena reproducibilidad entre magneto electrodos de un mismo lote,
preparados en las mismas condiciones.

* El potencial de trabajo a utilizar en las medidas amperométricas cuando se utilice como mediador
el sistema hidroquinona/benzoquinona, determinado por voltamperometria ciclica, es -0.15 V.

« La captura inmumagnética de linfocitos T CD4" mediante particulas magnéticas modificadas con
anticuerpos especificos es efectiva (% de captacién superior al 96%) y ha sido demostrado mediante
imagenes de microscopia 6ptica, SEM y por citometria de flujo.

- La proporcién LT/MP debe ser igual o superior a 1/8 para conseguir una alta proporcion de
captura de linfocitos T

* El método magneto-ELISA desarrollado resulta Gtil para el diagnéstico y seguimiento de
infecciones por VIH ya que es capaz de discriminar diferentes concentraciones de linfocitos T CD4"
dentro del rango de interés médico.

* Resultados preliminares mediante el magneto biosensor electroquimico presenta una capacidad
potencial de deteccion de linfocitos T CD4" de forma descentralizada y utilizando instrumental sencillo
y portétil

« Se ha conseguido desarrollar un método de deteccion de linfocitos T CD4" que requiere un
tiempo de andlisis corto y considerablemente mas econdémico respeto a otros métodos clasicos de

recuento de linfocitos T CD4".

En términos generales, se puede concluir que la metodologia desarrollada con deteccién
electroquimica pueden considerarse herramienta ideal para formar parte de los programas de
prevencion y diagndstico, ya que pueden ser Utiles para el seguimiento de pacientes con SIDA vy el
diagnéstico de terapia antirretroviral de manera rapida, y econémica en entornos de escasos recursos

econdmicos.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

En el presente trabajo, se muestran resultados preliminares para el recuento rapido y econémico
de linfocitos T CD4" para su uso en el diagndstico de inmunodeficiencia y de SIDA.

En el caso de los ensayos magneto-ELISA, el trabajo futuro se dirigird a la optimizacion del método
y tendra como objetivo prioritario la realizacion de ensayos de deteccién sobre muestras reales (de
sangre) y la evaluacion del efecto matriz a través de estudios de recuperacion. El objetivo final es la
validacion del método magneto-ELISA mediante la confrontacion de datos obtenidos con citometria de
flujo (método estandar).

En el caso del magneto biosensor electroquimico, la linea de investigacion futura esta orientada a la
optimizacion de dicha estrategia, ya sea a través de la evaluacion de los reactivos empleados en la
captacion, en la marcacién primaria y en la secundaria, asi como también del transductor utilizado, la
determinacién de la capacidad de deteccién de linfocitos T CD4" en muestras reales, y su validacion
con citometria de flujo.

La utilizaciéon de otro tipo de electrodos como ser los serigrafiados, o la preparaciéon de materiales
transductores de caracteristicas electroquimicas mejoradas con la inclusion de nanomateriales, asi
como la explotacion de nuevos nanomarcadores metalicos para la deteccién electroquimica del evento
bioldégico son también perspectivas futuras interesantes para el &mbito de la deteccién de linfocitos T
en sangre mediante los magneto electrodos.

Se propone, ademas, la comparacién de los dos métodos desarrollados para seleccionar aquel que
presente las caracteristicas mas idéneas para ser utilizado como método screening en paises con alto
indice de pacientes VIH positivos y de bajos recursos econémicos. En ambos casos se propone la
determinacion de los valores de corte en muestras negativas, y la evaluaciébn de su potencial
aplicacion como método screening en pacientes VIH positivos a través de la determinacion de los
valores falsos positivos y negativos que arroja el método.

Por ultimo se propone el disefio de un kit diagndstico para la deteccion de linfocitos T que otorgue la
posibilidad de ser realizado en cualquier lugar, con un minimo requerimiento de equipo de laboratorio y

con personal técnico con poca experiencia.
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ANEXO 1

Tratamiento de muestras bioldgicas para obtencién de imagenes por SEM

Los pasos realizados sobre cada una de las muestras, luego de la captacion de las células, se

describen a continuacion:

1. Filtraciéon con jeringa en filtros Nucleopore (tamafio de poro 0.2 um). Las células captadas por las
particulas magnéticas son resuspendidas en 5 mL de agua milli-Q para que la distribucion sobre el
filtro sea homogénea.

2. Fijacion de la muestra. Los filtros son sumergidos en placas que contienen 3 mL de una solucién
de glutaraldehido al 1% en tamp6n cacodilato (0.1 M, pH 7.4) y se mantienen a la temperatura de 4 °C
durante 2 horas.

3. Lavados. Se realizan 4 lavados con tampon fosfato, con cambios de 10 minutos.

4. Post-fijacion con tetradxido de osmio (OsO,) al 1% en tampon fosfato sodico (0.1 M, pH 7.4). El
filtro con la muestra es sumergido en la solucién de OsO4 a 4°C durante 2 horas.

5. Lavados. Se realizan 4 lavados con tampon fosfato, con cambios de 10 minutos.

6. Deshidratacion con etanol. Las muestras son deshidratadas en gradiente de etanol segun las
siguientes condiciones:

- Etanol al 30 % durante 15 minutos.

- Etanol al 50 % durante 30 minutos.

- Acetato de uranilo al 2 % disuelto en etanol al 70 %, durante 12 horas a 4 °C. Para ello se disolvié
el acetato de uranilo en 30 mL de agua y a continuacion se afiadié a 70 mL de etanol.

- Etanol al 90 % durante 30 minutos.

- Etanol al 100 % durante 30 minutos, dos veces.

7. Eliminacién de restos de etanol mediante desecador para punto critico, con CO2 liquido.

8. Acoplamiento de las muestras al soporte circular donde se realiza la toma de imagenes.
9. Metalizado con oro para favorecer la conductividad eléctrica y la emision de electrones (actia

como “tinte” para la microscopia electronica).



