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Abreviaturas

LOx: L-lactato Oxidasa

ESM: Egg Shell Membrane (membrana de huevo)

pO,: presidn parcial de oxigeno

troges: tiempo de respuesta del 90%

Papp: Coeficiente de Permeabilidad aparente

A[O3]: consumo de oxigeno

LDH: Lactato Deshidrogenasa

Solucion BGP-CS: solucion de preservacion en base a BES-Gluconato-Polietilenglicol
Solucion HTK: Solucion de preservacion en base a Histidina-Triptofano-Cetoglutarato
Buffer KH: Buffer Krebs-Henseleit

Buffer KH-D: Buffer Krebs-Henseleit- Dextran



Resumen

Los biosensores han sido desarrollados como métodos analiticos, cuantitativos o
semicuantitativos para detectar determinados analitos o compuestos especificos. Estos
dispositivos utilizan un elemento de reconocimiento biolégico que se mantiene en contacto
espacial directo con un elemento de transduccion. La extensa posibilidad de combinaciones
de ambos elementos, ha dado lugar a una gran variedad de alternativas para resolver
numerosos problemas analiticos en diversos campos como: salud, industria alimentaria y
control ambiental.

En el presente trabajo nos propusimos desarrollar un minibiosensor que permita la
determinacion de lactato en muestras biologias, utilizando la enzima L-lactato oxidasa (LOXx),
inmovilizada sobre una biomembrana de huevo aviar y montada sobre un electrodo de
oxigeno como transductor.

Tradicionalmente, los niveles de lactato han servido para evaluar patologias tales como como
la hipoperfusion tisular. Su medicion puede ser de gran ayuda en el diagnostico y la
evaluacion de la gravedad de la sepsis, asi como para monitorizar su avance.

La preservacion hipotérmica es una técnica ampliamente utilizada para la preservacion de
6rganos para uso clinico. En el periodo de isquemia generado durante el almacenamiento en
frio se genera una acumulacién de lactato en las células, debido principalmente a la glucolisis
anaerobia, lo cual es perjudicial para las mismas. Por lo tanto determinar la produccion de
lactato por las células durante la preservacion hipotérmica es de mucha utilidad ya que ello
proporcionara un indice de calidad de la preservacion.

Nuestro biosensor permitio la medicion de lactato en muestras de soluciones de preservacion,
perfusatos, plasma humano y vino. Los valores obtenidos en soluciones de preservacion,
perfusatos y plasma se compararon con los obtenidos mediante una técnica
espectrofotométrica de referencia y se obtuvieron resultados comparativos.

A través de los dias de uso, se detectaron variaciones minimas en los parametros que
caracterizan la estabilidad de operacion del biosensor, sin embargo esto no afectd la precision
del método, ya que cuando se hicieron determinaciones de concentracion en un periodo de

varios dias, no se encontrd una variacion estadisticamente significativa.
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1 Introduccién
1.1 Lactato
El acido lactico es un intermediario del metabolismo anaerobico de los hidratos de carbono.
En sangre se encuentra casi en su totalidad disociado en forma de lactato e i6n hidrégeno®. A
través del proceso de glucolisis, animales como los mamiferos utilizan la glucosa para

producir energia. A partir de cada molécula de glucosa se generan dos moléculas de piruvato:

Glucosa + 2 ATP + 4 ADP + 2 Pi + 2 NAD* = 2 Piruvato + 2 ADP + 4 ATP + 2 NADH + 2
H" +2 H,O

En condiciones aerdbicas el piruvato es transformado en acetil coenzima A para dirigirse al
ciclo de Krebs y oxidarse totalmente a CO; y agua.

En condiciones anaerdbicas, el piruvato se reduce a lactato en una reaccién catalizada por la
enzima L-lactato Deshidrogenasa y de esta forma se regenera el NAD™ permitiendo que la

glucdlisis pueda continuar.
Piruvato + NADH + H" €= Lactato + NAD"

El lactato pasa a la sangre y es transportado hasta el higado donde puede transformarse
nuevamente en piruvato y utilizarse para la sintesis de glucosa (ciclo de Cori, el cual consiste
en la conversion de glucosa a lactato en la periferia y de lactato a glucosa en el higado) o
puede permanecer en la célula hasta que se restablezcan las condiciones aerébicas, momento
en que se transformara en piruvato. La concentracion de lactato se encuentra directamente
relacionada con la disponibilidad de oxigeno. En condiciones normales, el valor de referencia
para el lactato en sangre es inferior a 2,2 mmol/I'Y). Durante el ejercicio, la concentracién del
mismo puede incrementarse desde un nivel medio de 0,9 mmol/l hasta 12 mmol/l. Sin
embargo, la concentracidn de piruvato en esos casos se eleva de forma paralela a la de lactato,
por lo que la relacién lactato/piruvato permanece dentro de la normalidad (6/1 6 7/1)®. La
concentracion de lactato aumenta cuando la tasa de produccién supera la tasa de eliminacion.
Su acumulacion puede provocar una importante disfuncion celular y organica de todos los

sistemas del organismo dando lugar a un cuadro metabolico denominado acidosis lactica.



1.1.1 Lactato y Acidosis Lactica

Si el aporte de oxigeno que reciben las células es inadecuado para satisfacer las necesidades
energéticas de la misma, se produce una acumulacion de lactato que conduce a la acidosis
lactica, con un pH sanguineo inferior a 7,32%). Tradicionalmente, la acidosis lactica se ha
clasificado en dos categorias: tipo A y tipo B. La tipo A es la resultante del metabolismo
anaerobico por hipoxia tisular y la tipo B incluye causas no anaerdbicas ya que puede
producirse en condiciones de oxigenacion tisular global adecuada®.

La disminucién de la disponibilidad de oxigeno por los tejidos debida a un shock de cualquier
etiologia (séptico, hipovolémico, etc.), es la principal causas de acidosis lactica tipo A. De
esta forma, la hipoxia se convierte en un factor influyente en las vias enzimaticas del
metabolismo del piruvato y del lactato al estimular la glucolisis anaerdbica y alterar la funcion
mitocondrial, disminuyendo la utilizacién del lactato. Cuando la cadena oxidativa
mitocondrial no regenera NAD", se estimula la reduccién de piruvato a lactato como una
fuente de NAD". La hipoxia compromete las dos vias de utilizacion del lactato. Se inhibe la
oxidacion del lactato en el ciclo del &cido citrico, que ocurre principalmente en cerebro,
musculo y tejido adiposo, ya que la primera etapa de esta reaccion, la oxidacion del lactato,
esta deteriorada por la falta de NAD" disponible y la funcion mitocondrial se altera por la
falta de oxigeno. Por otro lado, la glucogénesis que ocurre principalmente en el higado y en el
riidn, también se verd inhibida, la piruvato carboxilasa, que cataliza la conversién del
piruvato en oxaloacetato, requiere valores intracelulares adecuados de ATP, los cuales se
encuentran en bajo nivel en los estados de hipoxia. Todos estos fendmenos citados pueden
originar muy rapidamente acidosis lactica®.

La acidosis lactica tipo B se produce por trastornos no asociados a la hipoxia tisular. Estos
incluyen enfermedades sistémicas subyacentes, tales como insuficiencia renal o hepaética,

utilizacion de diversos farmacos y errores innatos del metabolismo.

1.1.1 1.Utilidad clinica de la medicion de lactato

Como se explicd anteriormente, el valor de referencia para el lactato en sangre es inferior a
2,2 mmol/l. En plasma arterial los valores oscilan desde 0,5-1,6 mmol/l y en plasma venoso
desde 0,5-2,2®). Un aumento, ligero o moderado (inferior a 5 mmol/l) de su concentracion,
suele cursar sin signos ni sintomas especificos. Cuando se eleva por encima de ese nivel,
aumenta el riesgo de aparicién de las manifestaciones clinicas de la acidosis lactica:
taquicardia, taquipnea y alteracion del estado mental, que puede manifestar desde un estado

confusional leve hasta el coma®.



Por lo mencionado en el apartado anterior, la medicion de los niveles de lactato en sangre es
importante para valorar la oxigenacion tisular, resultando en un buen indicador de
hipoperfusion tisular. Otra de las aplicaciones de dicha medicion es la deteccion de
alteraciones del metabolismo mitocondrial energético.

El diagnostico de acidosis l4ctica en situacion basal en algunas ocasiones puede resultar
dificil, debido a que es una magnitud que debe medirse en el momento metabolico adecuado,
por lo que su interpretacion debe realizarse en conjunto con otras magnitudes como el
piruvato y/o amonio tras pruebas funcionales como la sobrecarga de glucosa intravenosa, de
glucagdn o de galactosa. Las pruebas de ejercicio o de ayuno pueden ser de gran utilidad para
el correcto diagnéstico del paciente ).

1.1.2 Lactato y preservacion de 6rganos

En los ultimos 10 afios se ha producido un crecimiento sostenido del empleo de células y
tejidos para el tratamiento clinico de enfermedades, para trasplantes, etc® . Esto ha generado
la necesidad de poder mantener dicho material bioldgico en condiciones viables durante el
tiempo que permanezcan fuera de los organismos de los que provienen. Con este fin se ha
desarrollado la ciencia de la preservacion de tejidos denominada “biopreservacion”, basada en
las aplicaciones de los principios de la Criobiologia. Al enfocarnos en la preservacion de
organos y células, el objetivo principal de la criobiologia es mantener dicho material
bioldgico, en condiciones tales que retrasen la disminucion de la viabilidad y funcionalidad
del mismo tanto como sea posible.

Actualmente, y en base a las condiciones de temperatura empleadas, existen distintas técnicas
de preservacion. Una de ellas es la preservacion hipotérmica, con un rango de temperaturas
que van de 0 a 4°C®?, la cual ha sido ampliamente utilizada para preservar 6rganos para su
uso clinico. La otra técnica es la preservacion a temperaturas subcero sin congelamiento, que
cubre un rango de temperaturas subcero desde -4 a -10°C*Y. Por dltimo podemos citar a la

perfusion hipotérmica de 6rganos para trasplante®.

1.1.2 1. Preservacion hipotérmica

La hipotermia es una de las claves para lograr una preservacion exitosa, ya que disminuye la
velocidad de las reacciones enzimaticas intracelulares y por ende el metabolismo,
disminuyendo la senescencia de las células en situaciones de isquemia.

La isquemia, condicion en la cual el flujo sanguineo que recibe un determinado tejido es

insuficiente para satisfacer las demandas metabolicas, se encuentra fuertemente asociada a la



preservacion de 6rganos y a la ablacién (isquemia quirdrgica) ya que durante la preservacion,
dichos 6rganos se someten a isquemia en frio. Durante la isquemia fria se producen ciertos
cambios bioquimicos que condicionan el funcionamiento posterior del tejido, y los efectos
deletéreos de la misma dependeran directamente del tiempo de almacenamiento del tejido en
frio2 13,
En nuestro grupo de trabajo se ha obtenido considerable experiencia en la preservacion
hipotérmica de hepatocitos aislados y de higados de rata***®.
El principal problema derivado de la preservacion es el fendmeno de injurias por isquemia
fria-reoxigenacion, que incluye una serie de eventos que atentan contra la viabilidad y
posterior funcionalidad de los tejidos, ellos son*®:

e Alteraciones de la fluidez de membranas.

e Alteraciones de la homeostasis ionica de las células.

e Alteraciones metabolicas debido a las diferentes sensibilidades de las enzimas tisulares

a la temperatura.

e Produccion de especies reactivas del oxigeno.

e Desintegracion del citoesqueleto.
Dentro de este espectro de posibilidades, en nuestro grupo de trabajo, especificamente nos
interesa conocer aquellos eventos relacionados al contenido energético de la célula y su
impacto en la reoxigenacion y viabilidad posterior del 6rgano a ser trasplantado.
En el periodo de isquemia generado durante el almacenamiento en frio, el metabolismo
aerobico se ve fuertemente disminuido, mientras que el metabolismo anaerébico se mantiene
activo. De esta manera, la hipotermia genera una acumulacion de lactato en las células, debido
principalmente a la degradacién de glucégeno, lo cual es perjudicial para las mismas®™”.
Ademas, la fuerte disminucion de los niveles de ATP ocasionada por el cese del metabolismo
aerébico compromete la funcién y viabilidad del tejido durante la reoxigenacion .
Por lo tanto, es de suma importancia determinar la produccién de lactato por las células
hepaticas durante la preservacion hipotérmica, ya que ello proporcionara un indice de calidad

de la preservacion.

1.1.3 Lactato y vinos
El vino es la bebida que se obtiene de la fermentacion alcoholica total o parcial, del zumo de
uvas maduras. Esta formado por diferentes componentes, de los cuales el principal es el agua,

gue esta en valores que oscilan entre un82% y un 88%. El segundo componente mas



importante es el alcohol, que surge gracias a la fermentacion, y le da cuerpo y aroma al vino.
El resto de componentes, tales como azucares, sustancias volatiles, y &cidos, aparecen en
menor cantidad. Los azucares, influyen en el sabor del vino, las sustancias volatiles
constituyen parte del aroma, y los acidos participan en el sabor del vino.

Uno de los principales atributos y cualidades del vino, es la acidez. En algunos ejemplares se
le otorga més importancia que en otros, pero siempre forma parte de los pilares fundamentales
de la bebida.

Los acidos organicos mejoran considerablemente la composicién, la estabilidad y las
caracteristicas organolépticas de todos los vinos™® 9.

Dentro de ellos, el &cido lactico es fundamental para la calidad de esta bebida. Esta presente
en un rango que oscila ente 1y 4gr/l (11 mM -44 mM). EI mismo proviene de la fermentacion
malolactica, proceso por el cual el &cido malico se transforma quimicamente en &cido lactico,

mediante la decarboxilacion del &cido malico con desprendimiento de COx.

1.2 Métodos usados para medir lactato en muestras bioldgicas

En la actualidad, el anéalisis de lactato se realiza utilizando técnicas fotométricas estandar y
biosensores.

Las técnicas fotométricas se aplican tipicamente en el laboratorio clinico y por lo tanto
proporcionan una alta precision y fiabilidad®. Sin embargo, el tiempo necesario para el
transporte y la preparacion de las muestras a menudo se contradice con las demandas clinicas,
especialmente cuando se necesitan medidas repetidas de lactato en un corto periodo de
tiempo.

Los biosensores son generalmente parte integral de los llamados “analizadores sanguineos de
gases” los cuales pueden proporcionar no sélo datos acerca del lactato, sino también de una
variedad de otros parametros (gases en sangre, pH, electrolitos, hemoglobina, etc.) sin demora
24 h/dia. Ademas, estos dispositivos, no requieren una preparacion previa de las muestras y
pueden ser operados facilmente en el punto de atencién por personal no especializado. Sin
embargo, se dice que esta operacion no profesional incorpora mas fuentes de errores e
inexactitudes en comparacion con las determinaciones de laboratorio clinico®. En el caso del
lactato varios autores abordaron el estudio de la performance analitica de los biosensores
comparando sus resultados con los obtenidos por métodos ya establecidos “*?¥. Biedler y
col® realizaron una investigacion con el fin de obtener informacion sistematica sobre la
exactitud, precision y comparabilidad de la medicién de lactato obtenida con el biosensor y

los métodos fotométricos estandares. Los datos obtenidos sugieren que la exactitud de la



determinacion utilizando biosensores es aceptable para fines clinicos pero al mismo tiempo
muy variable, lo cual limita la precision del valor a una sola determinacion y la
comparabilidad de los resultados obtenidos, con diferentes procedimientos.

La ventaja del uso de biosensores estd basada en que no es necesario preparar y diluir la
muestra. Esto minimiza el riesgo de fuentes preanaliticas de errores, lo que parecia ser el

mayor inconveniente de los métodos fotométricos®®.

1.2.1 Métodos amperometricos

La voltamperometria es un método mediante el cual se puede obtener informacion sobre un
determinado analito, midiendo las intensidades de corriente generadas en funcion de la
diferencia de potencial aplicado, en ciertas condiciones, que favorecen la polarizacion en el
electrodo de trabajo. Cuando la corriente proporcional a la concentracién del analito se
controla a un potencial fijo, la técnica se denomina amperometria®. Estos métodos se basan
en la utilizacién de un electrodo compuesto por un cétodo de plata y un anodo de platino®®”.
Por lo general el electrodo esta protegido por una funda con una solucion electrolitica y tiene
una membrana de capa multiple en su extremo. La membrana se compone de tres capas: capa
exterior (permeable al lactato), capa media (enzimética) y capa interior (permeable al
peroxido de hidrogeno).

La enzima Lactato Oxidasa (EC 1.13.12.4), inmovilizada entre las capas interna y externa de

la membrana cataliza la siguiente reaccion:
Lactato + O, - Piruvato + H,0,

El peroxido de hidrdgeno producido por la reaccion enzimatica atraviesa la capa interior de la

membrana y llega al &nodo de platino.
H,0, S2H" + O, + 2¢

Cuando se aplica un potencial al electrodo, se produce una intensidad de corriente eléctrica
directamente proporcional a la concentracion de lactato.

Estos métodos permiten la medida de lactato en sangre y, como se dijo anteriormente, suelen
estar incorporados a gasometros que miden de forma simultanea el pH y los gases sanguineos.
Asi la concentracion de lactato complementa la evaluacion del equilibrio acido-base y el

estado de oxigenacion del paciente. Esta metodologia también se puede utilizar para medir el



lactato en otras muestras bioldgicas como plasma, liquido cefalorraquideo y otros liquidos
biologicos. Otra ventaja que presentan estos dispositivos es la rapidez con la que es posible

obtener resultados (minutos).

1.2.2 Métodos espectrofotométricos

Estos métodos utilizan la reaccion de la enzima Lactato Deshidrogenasa, la cual cataliza la
oxidacion del lactato a piruvato con la reduccion simultanea del NAD* a NADH®". Un mol
de NAD" se transforma en un mol de NADH por cada mol de lactato presente en la muestra.

La absorbancia del NADH es directamente proporcional a la concentracién de lactato.
Lactato + NAD"* = piruvato + NADH

Estos métodos se utilizan principalmente para medir la concentracion de lactato en plasma y
en liquido cefalorraquideo.

1.2.3 Métodos de oxidacion quimica

Utilizan permanganato o diéxido de manganeso para degradar el lactato a acetaldehido,
monéxido o diéxido de carbono®”. El acetaldehido puede medirse espectrofotométricamente
o por cromatografia de gases®®). Estos métodos son laboriosos y lentos y ademés es necesario
controlar cuidadosamente las condiciones de reaccion para evitar inexactitudes. Por estos
motivos, actualmente no son utilizados con frecuencia en el laboratorio clinico y se

encuentran en desuso.

1.3 Biosensores

Un biosensor es un dispositivo integrado autbnomo capaz de proporcionar informacién
analitica cuantitativa o semicuantitativa especifica utilizando un elemento de reconocimiento
biologico (receptor bioquimico) el cual se mantiene en contacto espacial directo con un
elemento de transduccion electroquimico®. El receptor es una unidad de reconocimiento que
proporciona la unién selectiva o la conversion bioquimica/metabdlica del analito lo cual da
lugar a un cambio fisicoquimico que va a ser detectado por el transductor. Dicho cambio es
una sefial, la cual luego es adquirida por el detector y acondicionada por el mismo para su
lectura (Figura 1-1).

El receptor puede ser tomado de la naturaleza o ser un producto de la biologia sintética. Los

bioreceptores mas utilizados son tejidos, un cultivo de microorganismos, enzimas,



anticuerpos, cadenas de acidos nucleicos, etc. Un paso crucial en la construccién de un
biosensor es inmovilizar al bioreceptor sobre un soporte, esto asegura el maximo contacto con

la muestra y la estabilizacion del mismo para poder utilizarlo en forma repetida.

o . o
° Analito
3N) °

Transductor

Detector
Figura 1-1. Representacion esquematica de un biosensor.

Normalmente el bioreceptor se inmoviliza fijandolo sobre un soporte y, a menudo se cubre
con una membrana externa (0 se coloca entre dos membranas a modo de sandwich), que
impide la penetracion de sustancias interferentes en la capa sensible bioselectiva y la
superficie del transductor, o crea una barrera de difusion para el analito. Tales estrategias
aumentan la estabilidad del elemento de bioreconocimiento, aumentan su selectividad y
proporcionan las limitaciones de difusion para las reacciones bioquimicas.

El transductor provee la evidencia de que ha ocurrido una reaccion en el bioreceptor. La
eleccion del transductor depende del tipo de reaccién y de las sustancias liberadas o
consumidas. Dicho transductor puede ser electroquimico, termométrico, fotométrico o
piezoeléctrico y de acuerdo al tipo de bioreceptor con el que se combina pueden formarse
maultiples tipos de biosensores. Los dispositivos electroquimicos (amperométricos,
potenciométricos, conductometricos) y oOpticos (resonancia de plasmén superficial) son los
transductores mas utilizados en biosensores disponibles comercialmente®?.

Las ventajas esenciales de los biosensores, son su excelente selectividad quimica y alta
sensibilidad, su posibilidad de miniaturizacion y compatibilidad con computadoras. Ademas
la fijacion del bioreceptor permite que el biosensor pueda ser utilizado en forma repetida. Sus
desventajas son la estabilidad limitada y requerir un procedimiento bastante complicado para

la preparacion del material biolégicamente activo®V.



1.3.1 Clasificacion de los Biosensores
Los biosensores pueden clasificarse de acuerdo al tipo de bioreceptor o del transductor usado
(Tabla I).

Segun el elemento Segun el tipo de respuesta
de reconocimiento fisico-quimica
del transductor
Enzimaéticos Electroquimicos (amperomeétricos,
Anticuerpos potenciométricos, conductimétricos)
Células Térmicos
Acidos nucleicos Opticos

Piezoeléctricos

Tabla I. Clasificacion de los biosensores.

1.4 Minibiosensor de L-lactato

Se ha desarrollado un biosensor para cuantificar L-lactato usando la enzima L-lactato oxidasa
(LOx) inmovilizada sobre membrana de huevo aviar, y un electrodo de oxigeno®. El
electrodo actia como transductor midiendo el consumo de oxigeno que se genera durante la

reaccion enzimatica:

L-lactato + O, - Piruvato + H,0,
Lox

La sefial analitica del biosensor es la disminucién del contenido de O, disuelto luego de la
exposicion a una solucion de L-lactato.
En el presente trabajo de tesina se desarrollara un minibiosensor de lactato (biosensor
miniaturizado) con las mismas caracteristicas del recientemente descripto y se realizaran
estudios complementarios no desarrollados en el trabajo original.
La medicion de lactato con este minibiosensor se clasifica como método voltamperometrico
de medicion, debido a que el electrodo mide la corriente generada debido a la reduccion del

oxigeno en presencia de lactato.
1.4.1 Conformacion del bioreceptor
1.4.1.1 Enzima

En este minibiosensor, la enzima LOx es el bioreceptor. Este ultimo elemento es el que

usualmente limita la vida Util y estabilidad del biosensor. Es por eso que la inmovilizacion del



mismo es de suma importancia. Se han intentado varios métodos convencionales para la
inmovilizacion de enzimas (bioreceptores), incluyendo absorcion fisica, union covalente y
microencapsulacion en polimeros o matrices de gel. Sin embargo, a pesar de inmovilizar
enzimas purificada sobre dichas matrices, a menudo las mismas no son estables luego de
haber sido inmovilizadas. Una de las formas posibles y mas eficaces de mejorar la estabilidad
y actividad de una enzima inmovilizada es incorporarla en un biomaterial, debido a que son
biocompatibles entre si.

En trabajos anteriores se ha determinado que el tiempo de vida de las enzimas fue mucho mas
prolongado cuando las mismas fueron inmovilizadas sobre membranas de cascara de huevo.
Dichas membranas estan constituidas de proteinas fibrosas, lo cual las convierte en un
polimero natural biocompatible y altamente permeable y flexible en agua. Asi las enzimas

pueden atraparse en esta red tridimensional y ser insolubles en solucién acuosa®?.

1.4.1.2 Membrana de huevo (ESM)

El huevo de las aves es un sistema vital y autosuficiente para el embrion en desarrollo. Todos
los nutrientes, minerales, fuentes de energia y agua utilizados por el embrion durante su
incubacidn, ya se encuentran presentes en el huevo recién puesto. No obstante, el mismo
carece de un requisito crucial: el oxigeno, que alimenta la maquinaria metabdlica de las
células embrionarias de modo que estas puedan ejecutar las complejas maniobras del
desarrollo. El huevo respira por difusion a través de millares de poros microscopicos de la
cascara. El gas pasa a través de los mismos mediante dicho proceso pasivo de transporte®?.
La membrana de huevo (ESM, por sus siglas en inglés Egg Shell Membrane) es un tejido que

se encuentra entre la cascara y la clara (Figura 1-2).

Figura 1-2. Membrana de huevo. La misma se sitGa entre el cascaron y la clara.
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La misma estd constituida por una red bidimensional de fibras que forman una estructura

porosa interconectada (Figura 1-3).

Figura 1-3. Imagen obtenida por microscopia de barrido electrénico de una membrana de huevo. Se
puede apreciar que la membrana esta formada por une(l r;ad bidimensional de fibras. (Extraido de Yiy col.
2004%9)

Se ha reportado que dicha membrana estd compuesta principalmente por colageno tipo I, V' y
X. Ademads, se encuentran presentes proteinas como osteopontina, sialoproteina y queratina
(35.38) | L.a ESM esta constituida por dos membranas, una interna (en contacto con la clara) y
otra externa (en contacto con la cascara). La Tabla Il lista los aminoacidos encontrados en las

membranas interna y externa de la ESM, junto con los presentes en la cascara.

Cascaron  de
Aminoadde | huevo _ :m externs
Mol %

Asn BaZ0.1 g4i04 ESi0l
Thr FETE FEET ES202
Ser 87204 52402 5312 0.0
Glx 115102 111+04 11910.3
Gly 130103 1i1toz 10610.2
Al 59204 45102 41202
wal 73204 72102 EEETED
Mat 20202 23t10 23210
I 25201 33104 3401
L=u B.1%0.2 35103 45202
Tyr 15201 22104 17203
[ FEET-E] 165104 15304
Hiz 43204 41104 43204
Ly=z 35201 35102 34202
arg 393201 37103 35i02
Prov B320.3 116E07 120109
Hyp 03204 13103 14204

Tabla Il. Aminoacidos presentes en el cascarén descalcificado de huevo, membrana externa e interna de huevo.
(Adaptada de Nakano y col. 2003¢9).
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La ESM posibilita numerosas aplicaciones. Se ha reportado su utilizacion en terapias de la
regeneracién de huesos y como parche para el tratamiento de heridas®” *®). Tavassoli y
colaboradores® han utilizado la membrana de huevo como un sustrato para el crecimiento
celular debido a que su red bidimensional favoreceria la adherencia de las células. Otras
aplicaciones publicadas incluyen su utilizacion como material para la inmovilizaciéon de
enzimas en biosensores de glucosa®®, como una plantilla para la fabricacién de redes de
tubos de ZrO,“Y, como materia prima para la preparacion de peliculas bioactivas, y para la

adsorcion de iones metalicos?.

1.4.1.3 Quitosano

Uno de los problemas que presentan los biosensores de L-lactato es que la LOx tiene una
estabilidad limitada. Aunque hasta la fecha se han desarrollado muchos de estos dispositivos,
algunos de ellos todavia implican procedimientos complicados Yy la estabilidad a largo plazo
de los mismos no es satisfactoria.

Choi y colaboradores utilizaron glutaraldehido para reticular diferentes enzimas sobre
membranas de cascara de huevo durante la fabricacion de biosensores de glucosa y H,0,“*
*)_ Desafortunadamente cuando se utilizo esta misma técnica para inmovilizar LOx sobre la
membrana de céscara de huevo, dicha enzima presentd una sensibilidad muy baja a las
soluciones L-lactato. Se cree que el glutaraldehido podria desactivarla®®.

Recientemente, se ha encontrado que el quitosano es un biomaterial eficiente para inmovilizar
LOx a través de la formacion de complejos polielectroliticos entre sus cadenas de
polisacaridos y las moléculas de LOx “. El quitosano posee propiedades favorables de
excelente capacidad de conformado, alta permeabilidad al agua, buena adherencia y
biocompatibilidad. Ademas, tiene propiedades antifungicas“®. Debido a todas estas
propiedades se decidié utilizar quitosano como agente para inmovilizar la LOx sobre la

membrana aviar.

1.4.2 Transductor

Como se dijo anteriormente, los dispositivos electroquimicos son los transductores mas
utilizados en biosensores disponibles comercialmente. En el presente trabajo se utilizara un
electrodo de oxigeno miniClarck como transductor.

El electrodo de oxigeno de Clark estd conformado por un electrodo activo de platino (Pt) y

uno de referencia de Plata-Cloruro de plata (Ag-AgCl), inmersos en una solucion saturada de
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KCl y separados de la muestra por una membrana de teflén, permeable al oxigeno, pero
impermeable a los demas constituyentes de la solucion externa (Figura 1-4).

E.;\_.;.;.;_‘N NNNNNNNNNNNNNN
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1
A
Z

7

e ey

A

Figura 1-4. Seccidn transversal de una Celda de Clark. (1) Membrana, (2) Reservorio de
electrolito; (3) Pelicula de electrolito sobre la superficie del catodo; (4) Catodo; (5) Anodo (6)
“O”-ring; (7) Cuerpo del detector de material aislante; (8) Conexion al catodo (9) Conexion
al anodo; (10) Espacio relleno con material aislante. (Figura tomada de Hitchman®").

El método amperométrico de medicion de oxigeno se basa en la reduccion de la molécula de
oxigeno en el catodo de platino, que es el electrodo de trabajo. Dicha reaccidn genera iones
OH- que al combinarse con el KCI generan iones Cl-. Estos difunden y reaccionan con el
anodo (electrodo de referencia) de Ag-AgCl generando los electrones necesarios para la

reduccion del oxigeno®?.

Reaccién en el catodo:

O,+2H,0+4e-> 40H
Reaccién en el &nodo
4Ag + 4 CI'>AgCl + 4e-

Si los electrodos estan conectados a una fuente de tensién y bajo condiciones de polarizacion
del electrodo de trabajo, la magnitud de la corriente serd directamente proporcional a la
actividad del 0,“% o, en forma equivalente, a su presién parcial (pO,) en la fase gaseosa en

contacto con la solucion®?.
1.4.2.1 Diferencia de potencial de polarizacién. Curva caracteristica

La intensidad de la corriente generada por la reduccion del O, en el catodo de platino depende

de la diferencia de potencial aplicada entre los electrodos. La grafica de la intensidad
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generada en funcion de la diferencia de potencial de polarizacion se denomina curva
caracteristica del sensor de O, (Figura 1-5) ®V.

En la region comprendida por debajo de —0.5 volts, la relacion diferencia de potencial
corriente es aproximadamente lineal. A medida que se aumenta el potencial aplicado por
encima de —0.5 volts, la corriente tiende a alcanzar el plateau. A medida que la diferencia de
potencial se aumenta por encima de -1.0 volts, la magnitud de la corriente nuevamente
aumenta debido a la reduccidon de otras especies ademas del O,. El electrodo se opera
normalmente eligiendo como diferencia de potencial de polarizacion al valor correspondiente
al punto medio de la regién plateau®”. Este potencial es lo suficientemente negativo como
para reducir rapidamente todo el O, que llega a la superficie. De esta manera, la corriente que
circula esta limitada por la velocidad de difusién del O, y es proporcional a la presién parcial

de O, disuelto en la solucién.

)

Corriente (10"°A)

0 0.5

Potencial de Polarizacién (Volts)

Figura 1-5. Curva caracteristica para un sensor de O,. (Adaptada de: “Chemical Microsensor, Product No 1201,
Operating and Mainteneance Manual”, Diamond General Development Corp). El eje horizontal del gréfico

muestra los valores absolutos de potencial ya que los mismos son negativos

1.4.2.2 Caracteristicas del sensor de Clark

Tiempo de respuesta

Cuando se sumerge una superficie solida, como un electrodo metalico, en una solucion
agitada se establece un perfil de diferentes capas de solucion cerca de la superficie del mismo,
con caracteristicas que permiten diferenciarlas ente si (Figura 1-6).

La sefial del sensor se origina por reduccion del O, del medio, que debe difundir desde el
seno de la solucion través de la capa estacionaria de difusion y de la membrana, hasta llegar a

la superficie del electrodo. En el estado estacionario, se establece un gradiente de
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concentracion aproximadamente lineal tanto en la capa estacionaria como en la membrana. Si
la pO, en la superficie del electrodo se mantiene constante e igual a cero, pero la pO; en el
seno de la solucion cambia, se produciran alteraciones en los gradientes de concentracion

existentes, hasta alcanzar un nuevo estado estacionario.

Electrodo
.
Capa estacionaria
Regidn de flujo laminar <
( \
( 2 v % v 3
Seno de la solucién ro v
< Regién de flujo turbulento 1 “ Distancia desde la
4 - # superficie
- del electrodo
A »
\ . 3 v

Figura 1-6. Flujo de la solucion y perfiles de concentracidn en la region cercana a la superficie del electrodo.
(Adaptada de Zufiiga et al.,®?)

La velocidad con que responde el sensor a un cambio en la pO, del medio, es decir el tiempo
de repuesta del mismo, depende del tiempo requerido para modificar estos gradientes “®.

Por razones de conveniencia, la respuesta del electrodo se describe con el tiempo de respuesta
del 90% ( trooe) definido como el tiempo necesario para que la sefial alcance el 90% de su
valor final ante un cambio instantaneo en la presion de O en la solucién. Esto se debe a que el
sistema nunca llega a una situacion cero de corriente ya que existe una circulacién minima de
la misma incluso a 0% de pO.,. Esta es conocida como corriente residual y resulta de pérdidas
eléctricas a través de materiales aislantes en el sistema y de la reduccion de oxigeno adsorbido
en los materiales que componen el electrodo®. Por ello, la sefial nunca alcanza el 100% de
su valor final ante un cambio instantaneo en la presion de O; en la solucion. Ademas, el
tiempo de respuesta del sensor es altamente dependiente de la temperatura, debido al efecto de
la misma sobre el coeficiente de difusion del O, en la membrana. Para disminuir el tiempo de
respuesta del sensor conveniente utilizar una membrana fina con una alta constante de
difusion del O, y trabajar homogeneizando vigorosamente la solucién “9.

Para los electrodos de membrana modernos, este valor se encuentra en el orden de los 10

segundos, a 37 °C®?.
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Efecto de la temperatura

La corriente generada en el sensor es altamente dependiente de la temperatura. Tanto la
solubilidad del O, en el medio como la permeabilidad de la membrana y la velocidad de
difusion del O, son sensibles a la temperatura® 3. La sefial del sensor puede aumentar hasta

un 6 % para un aumento de 1 °C de la temperatura®®

. Este coeficiente de temperatura
relativamente alto hace necesario mantener siempre un estricto control de la misma ya que si
no es constante, se observaran fluctuaciones de la sefial como consecuencia de los cambios

de temperatura del sensor y de la muestra®®.

Debido a que las caracteristicas descriptas son muy variables entre sensores, incluso de un
mismo tipo, es recomendable caracterizar el sistema antes de comenzar las determinaciones y

posteriormente controlar estas caracteristicas regularmente.

1.5 Estudio de la permeabilidad de la membrana de huevo al lactato

El estudio de transporte a través de segmentos intestinales de animales es un método
ampliamente utilizado para estudiar la permeabilidad de farmacos. Este método implica aislar
el tejido intestinal, cortarlo en fragmentos de tamafio apropiado y colocarlos en un dispositivo
adecuado (camara de Ussing) para medir la velocidad de transporte del farmaco a través de
este tejido. En este método, la permeabilidad se mide con la obtencion del farmaco en la cara
serosa, en lugar de la desaparicién de farmaco en la cara mucosa.

De forma anéloga puede estudiarse la permeabilidad de un compuesto de interés a través de
una determinada membrana. Para ello se utiliza un compartimento dador con una
concentracion y volumen inicial definidos de un compuesto, una barrera estructural con un
area de seccion transversal y grosor definidos, y un compartimento receptor con una
concentracion y volumen inicial definidos (Figura 1-7).

El compartimento dador debe mantenerse en homogenizacion constante para asegurar que no
haya gradiente de concentracion dentro de los dos compartimentos, y asi, el Unico gradiente
presente sea a través de la barrera estructural que separa los dos compartimentos.
Seguidamente los flujos son estimados de forma simple, midiendo la cantidad de compuesto
de interés en el compartimento receptor a determinados tiempos luego de la adicion del

mismo al compartimento dador.
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Figura 1-7. Representacién esquematica de la camara de Ussing

En la situacion méas simple, donde el flujo solo mueve una cantidad insignificante de soluto
ensayado a la camara donante, el gradiente de concentracion a través de la barrera es
esencialmente constante y el flujo deberia por lo tanto ser del orden de cero, es decir, ser
constante ya que el flujo ocurre como una funcion del gradiente de concentracion. En tal caso,
puede usarse la version simple de la ley de Fick para relacionar flujo y gradientes de

concentracion

(1) J =P (Cdqador —Creceptor)

Donde P es el coeficiente de permeabilidad, Cgagor Y Creceptor SON las concentraciones del
compuesto en los compartimentos donores y receptores respetivamente y J es el flujo desde el
compartimento dador al receptor de la sustancia en cuestion.

Asumiendo que el gradiente de concentracion (Cegagor —Creceptor), @ través de la barrera es lineal
y constante, independiente del tiempo, la ley de Fick puede simplificarse a 1 mas adn si se
asume que la concentracion de la sustancia en el compartimento receptor es virtualmente cero
comparada con la concentracion del compartimento dador. Asi, el gradiente de concentracion

es igual a la concentracién de la sustancia en el compartimento dador a tiempo cero.

(Cdador)
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De las ecuaciones 1 y 2 se deduce que el flujo es proporcional al gradiente de concentracion
y que la permeabilidad es simplemente la constante que relaciona flujo y gradiente de
concentracion.

De esta manera, la permeabilidad de una sustancia en una determinada barrera puede ser
estimada por un simple experimento de flujo a un dado gradiente de concentracion.

Para que la permeabilidad estimada mediante este método sea valida debe hacerse la
consideracién experimental de que el gradiente de concentracion se mantiene constante o casi
constante a través del experimento. Normalmente, la concentracion del compartimento
receptor es inicialmente cero y se asume que aumenta insignificantemente durante el tiempo
que curse el experimento. El aumento aceptable en Cieceptor depende de la precision requerida,
pero se sugiere que el gradiente de concentracion no debe cambiar méas del 10% durante el
experimento®®,

En este proyecto de tesina hemos planteado este estudio debido a que en ninguno de los
trabajos reportados en la bibliografia sobre biosensores construidos sobre membrana de huevo

se ha estudiado la permeabilidad del lactato en las diferentes caras de la misma.
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2 Objetivos
2.0 Objetivo general

Desarrollar un minibiosensor que permita la determinacion de L-lactato en muestras

biologicas.

2.1 Objetivos particulares

2.1.1 Caracterizar el funcionamiento del biosensor en base a estudios del tiempo de respuesta,
y parametros de su respuesta analitica (rango de concentraciones medibles, sensibilidad,

limite de deteccion) para determinar su configuracion 6ptima.

2.1.2 Analizar la estabilidad y precision del método de medicion a través del tiempo y

caracterizar las posibles interferencias.
2.1.3 Determinar la concentracion de lactato en soluciones de preservacion y buffers
provenientes de procedimientos de preservacion hipotérmica estatica y reperfusion

normotérmica de higados de rata, en muestras de plasma humano y en vinos.

2.1.4 Comparar los resultados obtenidos con el minibiosensor desarrollado en nuestro

laboratorio con aquellos obtenidos por el método espectrofotométrico estandar.
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3 Materiales y métodos

La totalidad de los reactivos utilizados para la realizacion de esta tesina fueron de calidad pro-
analisis y provistos por empresas como Sigma, Fluka, Anedra, Ciccarelli y Merck. La enzima

Lactato Oxidasa (EC 1.13.12.4), extraida de Pediococcus sp., fue provista por Sigma

3.1 Construccién del biosensor

3.1.1 Preparacion del bioreceptor

3.1.1.1 Obtencion de la membrana aviar

La membrana se obtuvo de acuerdo a la técnica de Arias®”. Se realiz6 un orificio en el
extremo méas romo del huevo haciendo un corte circular con tijera. Se extrajo todo el
contenido del mismo y se llevd a cabo un lavado exhaustivo del mismo con agua destilada.
Posteriormente su interior fue llenado con una solucion de acido acético al 10% y se colocd
en un vaso de precipitado, conteniendo también acido acético. La boca del recipiente se
cubrié con papel film y se dejé reposar durante 24 h. Este procedimiento permitié que la
cascara se desintegre dejando expuesta la membrana. La misma se lavé varias veces con agua
destilada para eliminar los restos de acido acético y cascara.

Con la ayuda de un sacabocados se obtuvieron discos de membrana de 13 mm de didmetro.
En cada uno de ellos se identificaron perfectamente las caras interna (A) y externa (B). Estos
discos se dispusieron sobre Parafilm® (con la cara A o B, identificada hacia arriba), se

colocaron en placas de Petri, y se almacenaron a 4°C para posteriores usos.

P — \‘\
:
—_—
* — /
-
Desintegracion de Obtencién de la membrana Almacenamiento
la cdscara

Figura 3-1. Protocolo de obtencién y almacenamiento de la membrana aviar.
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3.1.1.2 Preparacion del buffer fosfato
Na,HPO,4 0,1 M- se disolvieron 6,7 g de Na,HPO,4 en 250 mL de agua destilada
NaH,PO, 0,1 M- se disolvieron 3,45 g de NaH,PO,4 en 250 mL de agua destilada.

Buffer fosfato- en un vaso de precipitado se colocaron 81 mL de soluciéon de Na,HPO, y se

agregd solucion de NaH,PO,4 (19 mL) hasta alcanzar un pH= 7,50 luego se llevé a 200 mL

con agua destilada.

3.1.1.3 Preparacion de la solucion de quitosano

Se prepard una solucion de quitosano 0,6 % p/v disolviendo 0,06 g de quitosano en 10 mL de
HCI 0,05 M caliente (80-90°C). Luego de enfriar la solucion hasta alcanzar la temperatura
ambiente, se ajusto el pH a 5,40 con 5 mL de NaOH 0,1 M. Posteriormente se enrazé a 20 mL

con agua destilada. Finalmente se filtré para obtener una solucion clara de quitosano®?.

3.1.1.4 Preparacion de la enzima LOx
Se prepar6 una solucién 1,2 % p/v de LOx disolviendo 3,1 mg de LOx (EC 1.13.12.4) 32,5
U/mg en 0,25 mL de buffer fosfato a pH = 7,50.

3.1.1.5 Fijacion de la enzima LOXx sobre la membrana

Las membranas interna y externa que componen la EMS no son iguales en cuanto a sus
ubicaciones en el huevo, ya que la cara A de la EMS esta en contacto con la clara y la cara B
se mantiene en contacto con la cascara. Por lo tanto fijar la LOx en una cara de la membrana
o0 en la otra podria no ser indistinto. Debido a esto, se decidio fijar la enzima en las distintas
caras de la membrana.

Para realizar la fijacion se coloc una alicuota de 10 uL de solucién de LOx sobre la
superficie de los discos de membrana (descriptos en la seccién 3.1.1.1), previamente
humedecidos con agua destilada. Luego se agregaron 100 uL de la solucion de quitosano,
como agente gelificante®. Se utilizd6 una espatula especialmente disefiada para mezclar
ambas soluciones y extender la mezcla uniformemente sobre toda la superficie de la
membrana. Se prepararon una serie de membranas con la LOx fijada sobre la cara A y otra
serie con LOx fijada sobre la cara B. Estos discos de membrana con la enzima inmovilizada
sobre ellos (bioreceptores) se dispusieron sobre Parafilm®, con la cara que contiene la enzima

dispuesta hacia arriba (de la misma forma que se muestra en la figura 3-1) y se dejaron secar a
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temperatura ambiente durante 12 h. Luego del secado, se colocaron en placas de Petri, y se
almacenaron a 4 °C.
Antes de su uso, el bioreceptor fue sumergido en buffer fosfato durante 10 min y lavado con

el mismo para remover cualquier resto de enzima no unida.

3.1.2 Ensamble del biosensor

3.1.2.1 Cloridizacion del electrodo
La capa de CI" (Ag-AgCl) que rodea al electrodo es de primordial importancia para la
estabilidad del mismo. Dicha capa se va perdiendo con el tiempo y el uso. Por este motivo es

(48)

muy importante recloridizar el electrodo peridédicamente™. A tal fin, se utiliz6 un

cloridizador fabricado en nuestro laboratorio (Figura 3-2).

Contenedor
/ de bateria
Conexmn
Deposito ____/ @ < aI electrodo
Contenedor
de KCI = 5.

/

Figura 3-2. Dispositivo usado para la cloridizacion.

Dicho dispositivo consta de un deposito contenedor de KCI 4M y una fuente de poder (bateria
2A 1.5 volts).

Previo a la cloridizacién, y para eliminar residuos acumulados de usos anteriores, se limpid el
extremo del electrodo utilizando una lija fina (grano n = 1000) himeda y un pafio. Luego se
enjuago con agua destilada y se procedio a la cloridizacion.

El depdsito del cloridizador se llend con solucion de KCI 4 M. La masa del electrodo de
oxigeno se conectd a la terminal positiva de la bateria. La terminal negativa se conectd a un
contraelectrodo de acero inmerso en la solucion. El extremo del electrodo se sumergiéo 10 mm
en la solucién de KCI durante 30 s hasta que la misma tomo color gris oscuro. Luego se retird

y se enjuago con agua destilada.
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3.1.2.2 Montaje del bioreceptor

En todos los experimentos, antes del montaje, el biorreceptor se sumergié en buffer fosfato
durante 15 minutos para su hidratacion. Posteriormente se posiciond sobre la superficie del
electrodo de oxigeno y se inmovilizd con un anillo de goma. Se utilizé un electrodo de tipo
miniClark (diametro 5 mm). Para colocar el bioreceptor se utilizd la solucion de KCI

disponible en el kit del electrodo. El &rea del bioreceptor dispuesta en el electrodo fue de 6,25

Transductor A

mm? (Figura 3-3)

® «— Bioreceptor

‘\ 6

Figura 3-3. Biosensor. Compuesto por el bioreceptor montado sobre el elemento transductor.
3.1.2.3 Configuraciones del biosensor

Considerando las distintas posibilidades de ensamble del bioreceptor sobre el transductor, el

biosensor puede presentar cuatro configuraciones diferentes (Figura 3-4).

.

Electrodo de Clark B Electrodo de Clark
X
L]

A-E. LOx fijada en la cara interna de la A-l. LOx fijada en la cara interna de la
membrana y expuesta al medio de reaccion membrana y expuesta electrodo
.
s .
Electrodo de Clark . Electrodo de Clark 4
: i
.
B-E. LOx fijada en la cara externa de la B-1. LOXx fijada en la cara externa de la
membrana y expuesta al medio de reaccion. membrana y expuesta al electrodo.
Membrana interna ¢ Lox
Membrana externa m— quitosano

Figura 3-4. Representacion esquematica de las configuraciones del biosensor: A-E, A-1, B-E y B-I.
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3.1.3 Descripcidn del sistema de deteccion

El sistema de deteccion consiste de tres elementos conectados entre si: a, b y c. El biosensor
(a) se conectd a la unidad polarografica Chemical Microsensor 1201 (Diamond General Dev.
Corp. Ann Arbor. Michigan USA) (b). Dicha unidad es un instrumento para la medicion
amperométrica de la presion parcial de gases moleculares disueltos. Para obtener el registro
gréafico del sensor se conect6 el registrador (Gilson) (c) a la unidad polarografica. Se usaron
dos camaras: la camara de reaccion y una camara secundaria. La cAmara de reaccion consta de
un vial de vidrio de 2.5 mL. Como camara secundaria se utilizé un erlermeyer de 10 mL.
(Figura 3-5). Esta camara fue utilizada durante la calibracion del electrodo y en las

determinaciones de tiempo de respuesta del mismo.

Oxigrafo
(unidad
polarogréfica) (b)

Registrador (c)

. Biosensor (a)
Camara de

reaccion

Agitador magnético

Figura 3-5. Sistema de deteccién.

3.2 Caracterizacion del biosensor

3.2.1 Determinacion del potencial de polarizacion del electrodo

Se determiné el potencial de polarizacion del electrodo de oxigeno tal como se indica en el
manual de uso y mantenimiento del mismo™“®. Para dicho procedimiento se utilizé una
membrana de polietileno permeable al O,. Como celda de ensayo se utilizd un vaso de
precipitado de 80 mL. EI mismo se llen6 con solucion de NaCl 0,9% y se equilibré con aire
atmosférico (aproximadamente 20.5 % O, dependiendo de P y T) provisto por un aireador de
pecera a un flujo de 600 mL/min. La determinacion fue llevada a cabo a temperatura
ambiente. Posteriormente se coloco el electrodo en la solucién de NaCl y se ajusto el voltaje
de polarizacion a un valor inicial de -1 V. Se permitié que la corriente se estabilice durante
algunos minutos. Una vez que la corriente se encontrd estable en -1 V, la misma se registré y

se procedi6 a disminuir el voltaje de polarizacion hasta -0,9 V. El procedimiento fue repetido
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a intervalos de 0,1 V, permitiendo que la corriente se estabilice en cada nivel. En algin valor
por debajo de -0,5 V la corriente fue inversa y en este punto se interrumpié el procedimiento.

Luego los datos se registraron en un grafico de corriente vs potencial de polarizacion.

3.2.2 Calibracion del electrodo
Se calcul6 la pO; en el buffer fosfato considerando la temperatura y presion barométrica del

dia. Para el calculo se utilizé la siguiente ecuacion “®:

(3) pO,(corr) = %0,(seco) (B-pv)/100

pO,(corr): pO, real en la fase gaseosa en equilibrio con la solucién
%0,: porcentaje de O, en la mezcla de gases seca

B: presion total de la fase gaseosa en equilibrio con la solucion

pv: presion de vapor de H,O a la temperatura de trabajo

Con el dato de la pO, se calcul la [O,] presente en el buffer fosfato®®:
(4) [Oz] =30.. pOg
sO,: solubilidad de oxigeno

El procedimiento de calibracion se realizé a 20°C y los gases utilizados fueron: N, (100 %) y
aire atmosférico (aproximadamente 20.5 % O,, dependiendo de P y T) provisto por un
aireador de pecera a un flujo de 600 mL/min. En la cdmara de reaccion se coloc6 una alicuota
de 2 mL de buffer fosfato saturado con aire y se mantuvo con homogenizacion constante (480
rpm) utilizando una minibarra de teflon y un agitador (Hellma Cuv o Stir modelo 333). En
dicha camara se colocé el biosensor. Inicialmente el mismo fue dejado durante 30 minutos
hasta que la sefial se equilibr6 con la pO,. Una vez estabilizada la sefial, la misma se registrd
(velocidad del registrador = 2 mm/s) y se determind asi la concentracion de O, presente en el
buffer saturado. Luego se retird el biosensor y el mismo se colocé en la camara secundaria
que contenia el buffer fosfato, burbujeada con N, (desplaza completamente el O,) y se
permitio que la sefial alcance el 0% de O,. El procedimiento descripto se repitid varias veces
(a partir de la segunda repeticién del procedimiento, el biosensor solamente se dejé unos

minutos en la cdmara de reaccion antes de ser trasladado a la cdmara secundaria) hasta que el
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sistema se estabilizo entre los dos puntos de calibracion: 0% y el % O, correspondiente a la
[O] presente en el buffer saturado.

3.2.3 Determinacion del tiempo de respuesta del electrodo

En la camara de reaccion se colocé una alicuota de 2 mL de buffer fosfato saturado con aire y
se mantuvo con agitacion constante mediante una minibarra de teflon. Luego se colocé en la
camara de reaccion el biosensor y se dejo unos minutos hasta que la sefial se equilibre con la
pO,. Una vez estabilizada, la sefial se registrd (velocidad del registrador = 2mm/s) y se
determind asi la concentracion de O, presente en el buffer saturado. Posteriormente se retird
el biosensor y el mismo se colocd en la cdmara secundaria conteniendo buffer fosfato,
burbujeada con N, (desplaza completamente al O;) y se permitio que la sefial alcance el 0%
de O,. Se calcul6 el tiempo de respuesta del 90% (tr g094) Utilizando el registro grafico de la
sefial (Figura 3-6). Se midio la distancia en mm entre el 0% y el 90% del desplazamiento de la
sefial y utilizando la velocidad de la carta del registrador, en mm/s, se determind el tiempo
requerido para que la sefal alcance el 90% de su valor final ante un cambio instantaneo en la

presion de O,. El procedimiento se realizé a 20°C.

Vi B
AN %4

Distancia
o recorrida (mm)
) 10 20 0 40 Eﬁ

| 0 10 100 |

~— i

90% del valor final ante un
cambio instantaneo en la pO»

Figura 3-6. Célculo grafico del tr 0 respuesta del electrodo.

3.2.3.1 Efecto del tiempo de utilizacién del bioreceptor sobre la determinacion del
tiempo de respuesta del electrodo.

Se propuso estudiar el posible efecto generado por la utilizacion repetida del bioreceptor sobre
la determinacién de los valores de tr o90,. Para ello, se hicieron determinaciones de troge, a 10s

0, 2 y 4 dias posteriores al ensamblado, a 20°C, para todas las configuraciones.
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3.2.3.2 Efecto del quitosano sobre tiempo de respuesta del electrodo

Este experimento fue disefiado con el propésito de determinar el posible efecto del quitosano
sobre la difusion del oxigeno a través de la membrana. Debido a que este proceso puede
caracterizarse estimando el tiempo de respuesta del electrodo, se propuso estudiar dicho
parametro utilizando membranas con y sin quitosano (sin la enzima fijada) tanto en la cara A
como en la cara B. El volumen y el método de colocacion de quitosano son los mismos que
los descriptos en la secciéon 3.1.1.5. Antes de iniciar los experimentos, cada membrana a
utilizar se sumergio en buffer fosfato durante 15 minutos para su hidratacion. Luego se
colocaron en distintas configuraciones sobre el electrodo (Figura 3-7) y se determino el trogo,
para cada una de ellas.

(A"9)-E cara interna sin quitosano (A*9)-E >cara interna con quitosano
expuesta al medio de reaccion. expuesta al medio de reaccion.
Electrodo de Clark Electrodo de Clark
(A®)-1> cara interna sin quitosano (A*)-1 > cara interna con quitosano
exntiesta al electrodn exniiesta al electrodn
(B"?)-E->cara externa sin quitosano (B*9)-E->cara externa con quitosano
expuesta al medio de reaccion. expuesta al medio de reaccion.
Electrodo de Clark Electrodo de Clark
(B™9)-1 >cara externa sin quitosano (B*9)-1 >cara externa con quitosano
expuesta al electrodo. expuesta al electrodo.
Membrana interna m— 1 Uit0SaN0 Membrana externa

Figura 3-7. Representacion esquematica de las configuraciones del biosensor para el estudio del tiempo de
respuesta.
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3.2.4 Determinacion de la constante de permeabilidad de la membrana al lactato

3.2.4.1 Experimentos con la camara de Ussing

Para complementar los datos obtenidos en los experimentos descriptos en la seccion 3.2.3.2 se
decidio hacer el andlisis de permeabilidad de la membrana al lactato mediante el estudio del
coeficiente de permeabilidad aparente (P4,p) de cada cara de la misma en presencia y ausencia
de quitosano. Se utilizé la misma serie de membranas que se describen en dicha seccion.
Cada membrana se coloco en el soporte que comunica los dos compartimentos de la cdmara
de Ussing, en distintas posiciones (Figura 3-8). Seguidamente, se colocé un volumen de 1,5
mL de buffer fosfato saturado con aire tanto en el compartimento dador (Ci), como en el
compartimento receptor (Ce). Se agreg6 una solucion de lactato en Ci a concentraciones de
13, 26 y 40 mM. Se efectud un experimento por cada concentracion y se realizaron tres
repeticiones de la misma. Se colocd el biosensor en Ce para sensar la concentracion de lactato
alcanzada alli. Conociendo este dato y el dato de concentracién inicial de Ci se determiné el

Papp para cada cara de la membrana, en presencia y ausencia de quitosano.

==
., e®
8 - 10sensor

Ci Ce Ci Ce

Ce
1. Cara interna sin quitosano 2. Cara interna con quitosano

expuesta al compartimento que  expuesta al compartimento que
contiene la solucién de lactato.  contiene la solucidn de lactato.

Ci

Ci Ce Ci Ce
1 [ 1

3. Cara externa sin quitosano 4. Cara externa con quitosano
expuesta al compartimento que  expuesta al compartimento que
contiene la solucion de lactato. contiene la solucion de lactato.

(@) (b)
Membrana interna Ci: compartimento dador
= (JUit0SaNo
Membrana externa Ce: compartimento receptor

Figura 3-8. (a) camara de Ussing y sistema de deteccion de lactato. (b) Posiciones de la membrana en la
camara de Ussing.
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3.2.4.2 Célculo del coeficiente de permeabilidad aparente
Los coeficientes de permeabilidad aparente (Pap,) fueron calculados utilizando la siguiente

ecuacion®:

(5) Papp = (dC/dt) (VCe/A.Co)

dC/dt= flujo (uM/s)
VCe= volumen del compartimento aceptor
A= area de la membrana (cm?)

Co= concentracion inicial de lactato en el compartimento dador (uM)

3.2.5 Respuesta analitica del biosensor al lactato

El biosensor mide la disminucién del contenido de oxigeno, es decir, el consumo de oxigeno
(A[O5]) disuelto en el medio de reaccién, luego del agregado de una solucién de lactato®?. La
disminucion en los niveles de oxigeno serd proporcional a la concentracion de L-lactato

presente en la muestra.

3.2.5.1 Determinacion del consumo de oxigeno por la enzima LOXx

Para determinar el A[O] luego del agregado de una muestra, en la cAmara de reaccion se
colocé una alicuota de 2 mL de buffer fosfato saturado con aire (medio de reaccion) y se
mantuvo con homogenizacion constante mediante una minibarra de teflon. Se coloco el
biosensor y se dejé equilibrar la sefial la sefial con la pO,. Una vez estabilizada, la sefial se
registré por unos minutos y se determind la concentracion inicial de O, presente en el medio
de reaccion. Posteriormente se agreg6 un volumen de la muestra, hasta la estabilizacion de la
sefial y se determind la concentracion final de O,. El procedimiento se realiz6 a 20°C.El A[O5]
se determino graficamente (Figura 3-9) teniendo en cuenta la concentracion de oxigeno

presente en la camara de reaccion, antes y después del agregado de lactato.

3.2.5.2 Concentracidn de lactato y consumo de oxigeno

Para verificar que la disminucion en los niveles de oxigeno resulta proporcional a la
concentracion de L-lactato, se agregaron alicuotas de distintos volimenes de una solucion
estandar de L-lactato de litio 0,096 M a la cdmara de reaccion. De esta manera se obtuvo el

A[O,] para cada agregado. El procedimiento se realiz6 a 20°C.
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[O:] [O:]i [O2]

- /)
'

A[OAZ]: [O]; - [O2]

[O,]i= concentracion de oxigeno presente en la cdmara de reaccion antes del agregado de lactato.
[O,]+= concentracidn de oxigeno presente en la cAmara de reaccion después del agregado de lactato.

Figura 3-9. Célculo gréafico del consumo de oxigeno.

3.2.5.3 Efecto de la temperatura sobre el consumo de oxigeno
El consumo de oxigeno fue determinado agregando 50 uL de un estandar de L-lactato de litio
a la cdmara de reaccion. A diferentes temperaturas (15, 20, 25, 30 y 35 °C) y para todas las

configuraciones del biosensor.

3.2.5.4 Ajuste lineal de la repuesta analitica
La curva de respuesta del biosensor fue construida ingresando los datos: A[O5] vs [L-lactato]

en un grafica y ajustandolos con regresion lineal. Se obtuvo asi una curva de calibracién:

(6) A[O;]= a[L-lactato] + h

Los datos de A[O;] y [L-lactato] se obtuvieron determinando el consumo de oxigeno
producido cuando el biosensor se expuso a un rango de concentraciones de lactato de 50-500
MM. Para variar la molaridad del mismo, se agregaron distintos volimenes de la solucién
estandar 0,096 M en la camara de reaccion y se calculd el A[O,] después de cada agregado. Se
hicieron tres determinaciones para cada concentracion estudiada. EI procedimiento se realiz6
a 20°C. Se construyeron curvas de calibracion para cada una de las configuraciones del
biosensor. La pendiente representa la sensibilidad de respuesta y el limite de deteccion se
calcula a partir de la curva de calibracion como la concentracion de lactato que produce una

sefial analitica igual a tres veces la desviacion estandar de la sefial al punto cero.
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3.2.5.5 Efecto del tiempo de utilizacion del bioreceptor sobre la determinacion de los
parametros del ajuste lineal

Se propuso estudiar el posible efecto de la utilizacion repetida del bioreceptor sobre la
determinacion de los pardmetros de la curva de calibracion. Para ello, se ensamblo el
biosensor y se construyeron curvas de calibracion a los 0, 2 y 4 dias posteriores al
ensamblado, a 20°C, para todas las configuraciones.

3.2.5.6 Célculo de concentracién de lactato en muestras
La curva de calibracion del biosensor se utiliz6 para relacionar el consumo de oxigeno

presente en el medio de reaccidn con el contenido de lactato luego del agregado de la muestra:

A[Oz]: a +h

pmoles lactato/1000 mL
La concentracion de lactato en la muestra se calculd teniendo en cuenta las diluciones que

sufre la misma, cuando se coloca en el medio de reaccién.

3.2.5.7 Efecto de la configuracion sobre la determinacion de la concentracion

Para determinar el efecto producido por la disposicion del bioreceptor empleada, sobre el AO,
censado, se hicieron determinaciones de concentracion de una solucion estandar 0,096 M de
L-lactato de litio utilizando las distintas configuraciones del biosensor. Las determinaciones

se realizaron a 20°C.

3.2.6 Precision del método

Se hicieron cinco determinaciones diarias de la concentracion de una solucion estandar 0,096
M de L-lactato de litio durante cinco dias consecutivos®. Con los datos obtenidos se calculd
el cv% para cada dia. ElI procedimiento se realizd a 20°C .El biosensor se ensamblo en
configuracion B-E ya que la misma presenta la mayor sensibilidad segun los datos obtenidos a

partir de las graficas de linealidad.

3.2.7 Analisis de interferencias

Se estudio el potencial efecto interferente de 17 compuestos, que suelen estar presentes en
muestras bioldgicas, sobre la modificacién de la sefial del biosensor. Para ello, el biosensor se
expuso a concentraciones de 0,1mM y 3 mM de los mismos y se monitored la sefial a través

del registro gréafico.
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3.3 Método espectrofotométrico para la determinacion de lactato
Se puso a punto el método espectrofotométrico de Gutmann y Wahlefeld®®, método estandar

para la determinacion de lactato.

3.3.1 Fundamento del método

La Lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la oxidacién de lactato a piruvato reduciendo NAD
a NADH. Un mol de NAD se transforma en un mol de NADH por cada mol de lactato
presente en la muestra.

El NADH tiene un maximo de absorcion a 340 nm y su aparicion, que puede medirse
espectrofotométricamente es directamente proporcional a la concentraciéon de lactato en la

muestra.

L-Lactato + NAD €= Piruvato + NADH + H*
LDH

El equilibrio de esta reaccién esta desplazado hacia la formacién de L-Lactato y NAD.
Presenta una constante de equilibrio k = 2,9.102mol/L a 25°C.

Para poder cuantificar la oxidacion de Lactato se debe lograr que la reaccion sea desplazada
hacia la derecha. Esto puede lograrse removiendo los productos de reaccion.

Asi, los protones son atrapados usando un medio alcalino y el piruvato es eliminado como
hidrazona. EI NAD se utiliza en exceso.

La ecuacion para la determinacién espectrofotométrica de lactato es:

LDH
L-Lactato + NAD + Hidrazina - Piruvato de Hidrazona + NADH + H;0"
pH=9

La constante de equilibrio para esta reaccion es k = 7.10? mol/L a 25°C.
Se necesita una concentracion relativamente alta de LDH para que la reaccion curse lo

suficientemente réapido.
3.3.2 Determinacion del rango de linealidad

Se realizaron diluciones seriadas de una solucion estandar de lactato y se midio el AAbs para

cada dilucion. Los datos obtenidos se ingresaron en una grafica AAbs vs [L-lactato] y se
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ajustaron con regresion lineal. Esto permitié visualizar el rango en el cual las mediciones

resultan confiables

3.3.3 Ensayo
NAD = 3 mg/ ensayo -- Enzima= 25 U/ ensayo -- Viensayo = 1,46 mL

Ensayo

Reactivo Blanco Muestra
Buffer Hidrazina 0,4 M/Glicina 0,5M 1,25 mL 1,25 mL
NAD 0,1 mL 0,1 mL
Muestra 0,1 mL

Blanco 0,1 mL

Leer Abs 1
LDH 0,01 mL 0,01 mL
37 °C- 70 min Leer Abs 2

3.3.4 Calculo de concentracion de lactato en muestras

La concentracion de lactato en muestra puede calcularse por la ley de Lambert-Beer ©2:
AADS pianco = ADBS 2 planco - ABS 1 pianco

AADS standard = ADBS 2 standard - ABS 1 standard

AAbs’= A ADS standard = A AbS planco

(6) [lactato] = AAbs’ V (en muestra)

v.e.d

V= volumen del ensayo (cm®)
v = volumen de muestra agregado al ensayo (cm®)
& = coeficiente de extincion molar (cm?/ pmol)

d = paso éptico (cm)

3.4 Determinacion de Lactato en muestras bioldgicas
Como se plantea en los objetivos, luego de desarrollar y poner a punto el biosensor (método
voltamperométrico), el mismo se utilizé para realizar mediciones de concentracion de lactato

en muestras bioldgicas. Las mismas fueron realizadas en: soluciones de preservacion,
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perfusatos obtenidos al reperfundir 6rganos preservados, plasma y vino. Los resultados que se

obtuvieron fueron comparados con los obtenidos por el método espectrofotométrico.

3.4.1 Soluciones de preservacion y perfusatos

3.4.1.1 Obtencion de muestra

El protocolo experimental de cirugias consistio en la ablacién de higados de ratas y su
posterior preservacion hipotérmica a 4°C en una solucion de preservacion. Luego de 24 h de
preservacion, los érganos fueron retirados de la hipotermia y se los reperfundié en
normotérmia ex vivo. Como control se realizd una reperfusion normotérmica ex vivo de
higados sin previa preservacion hipotérmica. Se tomaron muestras de las soluciones de
preservacion a las 0, 4 y 24 h del inicio de la preservacion y muestras de perfusato a los 0, 30,
60 y 90 min del inicio de la reperfusion (Figura 3-10). Las muestras fueron almacenadas en

nitrégeno liquido hasta el momento de su utilizacion.

Grupo PH ggp.cs: Muestras de solucion de Grupo RN ggp.cs: Muestras de perfusato
.| preservacion BGP-CS tomada a las 0, 4 y 24 ). | tomadas a los 0, 30, 60 y 90 min del inicio de
hs del inicio de la preservacion hipotérmica la reperfusion normotérmica del higado
U ) del higado U T preservado previamente con BGP-CS

24 h de preservacion hipotérmica en BGP-CS |_>| 90 min de reperfusion normotérmica ex vivo.

Grupo control: Muestras de perfusato tomadas a

Extraccion del 90 min reperfusion los 0, 30, 60 y 90 min del inicio de la reperfusion
higado de rata »| normotérmica ex vivo :> normotérmica de higados sin preservacion
previa

24 hs preservacion hipotérmica en HTK

A\ 4

90 min reperfusion normotérmica ex vivo

l§> Grupo PHyrx: Muestras de solucion de l§> Grupo RNytk: Muestras de perfusato

preservacion HTK tomada a las 0, 4 y 24 hs del tomadas a los 0, 30, 60 y 90 min del inicio de
inicio de la preservacion hipotérmica del higado la reperfusion normotérmica del higado
preservado previamente con HTK

Figura 3-10. Toma de muestras para cada grupo experimental.

Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley hembras de 250-300 g de peso corporal, obtenidas del
Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Médicas dependiente de la Universidad Nacional
de Rosario. Las ratas fueron mantenidas en una sala especialmente acondicionada en las

instalaciones del Centro Binacional (Argentina-talia) de Investigaciones en Criobiologia
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Clinica y Aplicada hasta el momento de Ilevar a cabo las cirugias, en un ambiente climatizado
(25°C), con ciclos controlados de luz/oscuridad de 12 h. Los experimentos se realizaron de
acuerdo a las reglamentaciones internacionales para el cuidado y manejo de animales de

laboratorio.

Procedimiento quirdrgico

Se realizé la ablacion como se describe en Balaban y col®. Cada animal fue previamente
anestesiado mediante una inyeccion de hidrato de cloral (50 mg/100g de peso corporal). En la
sala de cirugia, fue inmovilizado sobre el area de trabajo, se le realizé una apertura de la
cavidad abdominal y el animal fue heparinizado por via femoral (0,1mL de heparina 1000
U/mL). Se aisld, ligo y cateterizd el conducto biliar con un catéter PE-50 (Intramedic USA).
Luego de haber aislado, ligado y cortado el eséfago, se cateterizd la vena porta con un catéter
14 G. Se perfundio el higado con una solucion Krebs- Henseleit oxigenada para remover la
sangre del 6rgano. La vena cava inferior abdominal fue seccionada para liberar la presion
dentro del 6rgano y luego se realizd una ligadura firme. Por Gltimo, se cateterizd la vena
suprahepatica con un tubo de acero (3 mm de diametro interno) y se extrajo el higado sin

interrumpir la perfusion.

3.4.1.2 Preservacion hipotérmica estatica

La técnica de preservacion hipotérmica consistié en almacenar cada 6rgano en una solucion
de preservacién sin ningtn tipo de intervencion hasta su reoxigenacion ®. Luego de la cirugfa
de ablacion, los higados se lavaron con 20 mL de solucion de preservacion refrigerada a
través del catéter en vena porta. Finalmente, los 6rganos fueron sumergidos en un recipiente
con 80 mL (frasco de vidrio con tapa plastica a rosca de 100 mL) de la misma solucion de
preservacion y se almacenaron en una conservadora con hielo dentro de una heladera (0-4°C)
durante 24 h.

Soluciones de preservacion utilizadas

Para los experimentos de preservacion estatica se utilizaron las soluciones BGP-CS y la
solucion comercial Histidina-Triptofano-Cetoglutarato (HTK). La Tabla Il muestra la

composicion de cada una de ellas.
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3.4.1.3 Perfusion normotérmica ex vivo de higado

La técnica de perfusién normotérmica ex vivo de higado de rata® permite mantener la
estructura celular y lobular, la microcirculacion y la produccion biliar hepatica, sin los efectos
de sefializacion hormonal y nerviosas propias del organismo animal. Ademas esta técnica
permite monitorear el dafio celular y la funcion hepética durante todo el experimento,

evitando procedimientos invasivos en otro animal de laboratorio

Etapa de adaptacion

Una vez ubicado el higado en un soporte (acomodado de forma tal que adopte una posicién
anatémica similar a la que presenta en el cuerpo del animal), se inicia la perfusion con 300
mL de buffer Krebs- Henseleit en un sistema no recirculante. Esta etapa tiene el fin de
estabilizar los parametros de pH, presion, temperatura del bafio y del higado, etc., periodo que

usualmente demanda entre 15 a 20 min hasta lograr la estabilizacion de los parametros.

Etapa de perfusién circulatoria

Al cabo del tiempo requerido para la estabilizacion y alcanzados los 37°C de temperatura, se
procede a cambiar el buffer Krebs- Henseleit por 150 mL de buffer Krebs- Henseleit
suplementado con Dextran al 2% para perfundir al higado en un sistema recirculante durante
90 min, a una presion portal de 90 mm H,O. Durante esta etapa, el perfusato se oxigena
constantemente a través de un oxigenador de tipo Hamilton el cual consiste en una tuberia de
silicona permeable al oxigeno ovillada dentro de un frasco alimentado con carbdgeno a una
presion de 90 mmHg. Una solucién 300 uM de taurocolato de sodio se inyecta al medio de
perfusion a una velocidad de 0,2 mL/min con el fin de sostener la produccion de bilis®®. El
pH se monitorea de forma constante para mantenerlo a 7,40 y las fluctuaciones se corrigen
con HCI 1 N. La temperatura del rgano se mantiene con una lampara infrarroja, controlada
por un termémetro electronico que censa la temperatura del higado mediante una sonda
colocada debajo del mismo. La temperatura del perfusato se mantiene mediante un bafio de
recirculacion de agua a través de una camisa de intercambio de calor. Se tomaron muestras de

perfusato a los 0, 30, 60 y 90 min de reperfusion, para determinar la produccién de lactato.

Buffers utilizados

El buffer Krebs-Henseleit (KH) es de uso estandar para la perfusion del higado aislado®. En
los experimentos realizados, se utilizé durante la perfusion en la cirugia y en la primera etapa

de reperfusién normotérmica en un sistema no recirculante.
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El Buffer Krebs-Henseleit- Dextran (KH-D) tiene los mismos componentes que el buffer

Krebs-Henseleit pero con el agregado de 2% de Dextran, lo que proporciona las propiedades

osmoticas coloidales adecuadas. La Tabla 111 muestra la composicion de cada uno

de ellos.
Composicion Solucidn de preservacion Buffer
BGP-CS HTK KH KH-D
K™ Gluconato 7 mM
Na" Gluconato 100 mM
Sucrosa 20 mM
H,KPO, 2,5 mM 1,20 mM 1,20 mM
BES. 30 mM
PEG 35 KDa 11 gr/L
MgSO, 5mM 1,20 mM 1,20 mM
Glutation. 3mM
Adenosina. 5mM
Glicina. 15 mM
Estreptomicina 0,25 mg/mL
Penicilina G 10 UlI/mL
NaCl 15 mM 118 mM 118 mM
KCI 9 mM 4,80 mnM 4,80 mM
CaCl, 1,50 mM 1.50 mM
NaHCO; 25 mM 25 mM
Glucosa 5mM 5mM
Heparina 2Ul/mL 2Ul/mL
2 cetoglutarato 1mM
potasio
hidrogenado
MgCl 6. H,O 4 mM
Histidina. 18 mM
HCI. H,O
Histidina 180 mM
Triptofano 2 mM
Manitol 30 mM
CaCl6. H20. 0,015 mM 2%
Dextran
Saturacion con Saturacion con
carbdgeno carbdgeno
Osmolalidad=303 | Osmolalidad=300 (é)g.COg, 95:5%) | (02:COy, 95:5%)
mOsm/kg HyO mOsm/kg HyO urante_ 20 r_nm. durante_ 20 r_nm.
DH=7.40 OH=7.40 Osmolaidad=300 | Osmolaidad=300
' ’ mOsm/kg H,O mOsm/kg H,O
pH=7,40 pH=7,40
Filtracion previa | Filtracion previa
utilizacion utilizacion

Tabla I11. Composicion de las soluciones y buffers utilizados en preservacion hipotérmica y reperfusion

normotérmica.
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3.4.1.4 Determinacion de lactato

Para determinar la concentracion de lactato en las muestras de los grupos PHgep.cs, RNsgp-cs
y control (ver Figura 3-10) se tomaron dos alicuotas de cada una de ellas. A una de las
alicuotas se le realiz6 la determinacion utilizando el método voltamperomeétrico y a la otra
utilizando el método espectrofotométrico. A las muestras del grupo PHutk, RNyTK Solamente
se le hizo la determinacion por el método voltamperométrico. El dato de concentracion se
utiliz6 para determinar los pmoles de lactato producidos por g de tejido en cada grupo
experimental. Para la medicién con el método voltamperométrico se utilizaron volimenes de
muestra entre 0,2 y 0,3 mL. En el ensayo espectrofotométrico se utilizaron volimenes de

muestra de 0,1 ml diluidas %2, 1/3 y ¥4, dependiendo del caso.

3.4.2 Plasma Humano

3.4.2.1 Obtencion de muestras

Se obtuvieron muestras de plasma de origen humano de pacientes de distinto sexo y edad, las
que fueron cedidas por el Laboratorio de Analisis Clinicos de los Dres. Galeazzi - Minisini.
Dichas muestras fueron almacenadas en tubos heparinizados y mantenidas a -20 °C hasta el

momento de su utilizacion.

3.4.2.2 Determinacion de lactato

Se determind la concentracion de lactato en las muestras de plasma, mediante los métodos
voltamperométrico y espectrofotométrico y se compararon los resultados obtenidos por ambos
métodos de medicion. Para la determinacion con el método voltamperométrico se utilizaron
volimenes de muestra entre 0,2 y 0,3 mL. En el ensayo espectrofotométrico se utilizaron 0,1

mL de muestra a las que se le realizaron diluciones 1/3 y %.

3.4.2.3 Precision del método voltamperométrico aplicado en plasma
Se determinod la precision del método voltamperométrico evaluando la repetitividad de la
medicion de la concentracion de lactato de un pool de plasma de origen humano. Se hicieron

cinco determinaciones diarias durante cinco dias seguidos.
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3.4.3Vinos

3.4.3.1 Obtencion de muestras
Se recolectaron muestras de vinos de distintas variedades y bodegas. Las mismas fueron
almacenadas en tubos plasticos de 2 mL y mantenidas a temperatura ambiente hasta el

momento de su utilizacion.

3.4.3.2 Determinacion de lactato
Se determind la concentracion de lactato en las muestras de vino por el método

voltamperométrico. Se utilizaron volimenes de muestra entre 0,01 y 0,015 mL.

3.5 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados aplicando analisis de la variancia (ANOVA). Los supuestos de
normalidad e igualdad de variancias fueron comprobados a partir del analisis de residuos. En
caso de encontrar diferencia significativa, se aplicaron comparaciones multiples segun Tukey.
Se considero significativo si p<0.05.

Los analisis fueron realizador por la Bioquimica Hebe Bottai, docente del Area de Estadistica
y Procesamiento de Datos de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la
Universidad Nacional de Rosario.
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4 Resultados

4.1 Caracterizacion del biosensor

4.1.1 Determinacion del potencial de polarizacion del electrodo
La figura 4-1 muestra la curva caracteristica del sensor de oxigeno. Se observa una region
plateau en el rango de potencial que va de -0,6 a-0,8 V. Para operar el electrodo se eligio el

valor de potencial correspondiente al punto medio de dicho rango, es decir -0,75 V.
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Corriente (mA)
=
o
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0 02 04 06 038 1 1,2

Potencial de polarizacion (Volts)

Figura 4-1. Curva de polarizacién caracteristica obtenida para el electrodo miniClark. El eje horizontal del
grafico muestra los valores absolutos de potencial ya que los mismos son negativos

4.1.2 Determinacion del tiempo de respuesta del electrodo

Para determinar la velocidad con que el electrodo (transductor) responde a un cambio en la
pO, del medio se determind el tiempo de respuesta para todas las configuraciones del
biosensor. Se hicieron determinaciones de trgpy por triplicado para cada una de las
configuraciones: A-E, A-1, B-E y B-1 (ver Figura 3-4). Los resultados se muestran en la figura
4-2.

*p<0,05

#p<0,05
30 - !

25 -
20 -

15 -

troox% (seg)

10 -

A-E Al B-E B-l
Configuracion

Figura 4-2. Valores de tr g4, del electrodo para todas configuraciones del biosensor. T=20°C, pH=7,5. Resultados
mostrados: media + SD, n=3. *p < 0,05:A-E diferente respecto de A-1 y de B-I. # p < 0,05: B-E diferente respecto
de A-1y de B-1.
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Los resultados obtenidos muestran que los valores de trgg, para la configuraciones A-E y B-E
no presentan diferencias estadisticamente significativas y a su vez son menores que para las
configuraciones B-1 y A-l. Estas ultimas no difieren significativamente.

Estos resultados indicarian que en las configuraciones del biosensor en las cuales la enzima
esta dispuesta hacia el medio de reaccion, el electrodo responde con mayor rapidez ante un
cambio instantaneo de la pO, en la solucion, respecto de las configuraciones donde se dispone

hacia el interior del electrodo.

4.1.2.1 Efecto del tiempo de utilizacion del bioreceptor sobre la determinacion del
tiempo de respuesta del electrodo

La figura 4-3 muestra los valores de trooy, del electrodo, determinados a los 0, 2 y 4 dias
posteriores al ensamblado del biosensor en cada una de sus configuraciones. Las

determinaciones de trggo, Se hicieron por triplicado para cada una de ellas.

* p<0,05

30

HAE

A

troov (seg)

B-E
u Bl

0 2 4
Dias

Figura 4-3. Valores de tr o9y del electrodo para todas las configuraciones del biosensor a los 0, 2 y 4 dias
posteriores al ensamblado. Resultados mostrados: media + SD, n=3. * p < 0,05: dia 0 diferente respecto del dia 4.

Los resultados muestran que los valores de trggy, Obtenidos utilizando, un mismo bioreceptor
durante cuatro dias seguidos, ensamblado en una determinada configuracion, no varian
significativamente para las configuraciones A-E, A-1 y B-I. Sin embargo se observa una

variacion muy leve para la configuracion B-E.

4.1.2.2 Efecto del quitosano sobre el tiempo de respuesta del electrodo
Con el objetivo de evaluar la influencia del quitosano sobre la difusidn del oxigeno a través de
la membrana se midid el trgoy, del electrodo, utilizando membranas con y sin quitosano (sin la

enzima fijada), tanto en la cara A como en la cara B. Nétese que las configuraciones (A9)-E y
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la (B9)-1 son las mismas en relacién a la disposicién del quitosano y de la cara (A o B)
respecto al electrodo (ver figura 3-7). Lo mismo ocurre con las configuraciones (A™9)-1y la
(B9)-E.

Por ello, los valores obtenidos para la configuracion (A©)-E también fueron adjudicados a la
configuracién (B©)-1. Lo mismo se aplicé para las configuraciones (A®)-1 y (B9)-E. La
Tabla IV muestra los valores del trggy del electrodo, obtenidos para cada configuracion en

estudio. Se hicieron cinco determinaciones de trgoe para cada una de ellas.

Configuracion Descripcion trogy, (S€Q)
(A9)-E cara interna sin quitosano expuesta al medio de reaccion 21,124
(A™)-E cara interna con quitosano expuesta al medio de reaccion 19,7+ 49
(A Q- cara interna sin quitosano expuesta al electrodo 20,8+ 2,7
(A"9)-I cara interna con quitosano expuesta al electrodo 185+18#
(B9)-E cara externa sin quitosano expuesta al medio de reaccion 20,8+ 2,7
(BY9)-E cara externa con quitosano expuesta al medio de reaccion 239+13#
(B9)-1 cara externa sin quitosano expuesta al electrodo 21,124
(B*¥9)-1 cara externa con quitosano expuesta al electrodo 329+12*

Tabla V. Valores de tr g4 del electrodo para todas las configuraciones del biosensor en estudio. Resultados
mostrados: media + SD, n=3. * p < 0,05: (B*?)-I mayor que en resto de las configuraciones.
#p < 0,05: (B*)-E mayor que en (A™9)-I.

El anélisis estadistico indica que el valor medio de trogy, para la configuracion (B*9)-1 es
significativamente mayor que para el resto de las configuraciones. El valor medio de trgge

para la configuracion (B*9)-E es significativamente mayor que en (A*9)-I.

4.1.3 Determinacion de la constante de permeabilidad de la membrana al lactato

La figura 4-4 muestra los valores de coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) obtenidos
mediante los estudios realizados con la camara de Ussing. Se determind el coeficiente de
permeabilidad aparente para las caras A y B de la membrana aviar en presencia y ausencia de
quitosano en las mismas (ver figura 3.8). El analisis estadistico indica que el valor medio del
Papp €s significativamente mayor en presencia de quitosano que en ausencia del mismo,

cualquiera sea la cara de la membrana y la concentracién de Ci.

42



Figura 4-4. Coeficiente de permeabilidad aparente al lactato de las caras A y B de la membrana en presencia y
ausencia de quitosano a tres concentraciones distintas de Ci. T=20°C, pH=7,5. Resultados mostrados: media + SD,
n=3. * p <0,05: cara A sin quitosano respecto de la cara A con quitosano para todas las concentraciones de Ci. # p <
0,05: cara B sin quitosano respecto de la cara B con quitosano para todas las concentraciones de Ci.

Papp (cm/seg)

0,0E+00

7,0E-04 -
6,0E-04 -
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4,0E-04 -
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1,0E-04 -

13

26
Ci (mM)
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Cara A sin quitosano
0O Cara A con quitosano
Cara B sin quitosano

0O Cara B con quitosano

4.1.4 Respuesta analitica del biosensor al lactato

4.1.4.1 Concentracion de lactato y consumo de oxigeno

Como se explicd anteriormente, la sefial analitica del biosensor corresponde a la disminucion
del contenido de oxigeno en el medio de reaccién, en presencia de lactato. La figura 4-5

muestra el registro grafico correspondiente a la sefial del biosensor ante el agregado de

distintos voliimenes de una solucion estandar de L-lactato de litio 0,096 M.

Figura 4-5. Registro gréafico del consumo de oxigeno (AO,) cuando se
hicieron agregados de 2, 3, 5, 7y 9 ul de un estandar de L-lactato de litio
0.096 M en la cAmara de reaccion contendido 2 mL de buffer fosfato
saturado con aire. T=20°C, pH=7,5. Los valores de concentracién de
lactato en la cAmara de reaccion, luego del agregado de cada volumen,
fueron de 96, 144, 239, 335 y 430 UM respectivamente. La linea azul
indica la posicién correspondiente al 0% de pO,.
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Se observa que el consumo de oxigeno presente en el medio de reaccion es proporcional a los
umoles de lactato agregados. El agregado de menores volimenes de estandar generd sefiales

que no pudieron ser cuantificadas.

4.1.4.2 Efecto de la temperatura sobre el consumo de oxigeno

Debido a que la solubilidad del O, en el medio es sensible a la temperatura, se determind el
consumo de oxigeno (A[O2]) agregando 50uL de una solucion estandar 0,096 M de L-lactato
de litio en la camara de reaccion a 15, 20, 25, 30 y 35 °C para todas las configuraciones del
biosensor.

Las determinaciones se hicieron por triplicado para cada configuracién y a cada temperatura
(figura 4-6).

#p <005
120 -

100 -

T
80 -

®AE
60 - T * mAl
a0 = B-E
20 - E Bl

- T T T T 1
15 20 25 30 35

Temperatura (2C)

A[02] (M)

Figura 4-6. Consumo de oxigeno (A[O,]) medido a distintas temperaturas, para todas las
configuraciones del biosensor. Resultados mostrados: media + SD, n=3. * p < 0,05: menor que el resto
de las configuraciones. # p < 0,05: B-E a 15 °C menor que B-E a 20 °C.

Se observa un aumento significativo del valor de A[O;] a 20°C para la configuracion B-E. La
unica configuracion para la cual se pudo determinar claramente el A[O-] en todo el rango de
temperaturas estudiadas fue la A-1. Sin embargo, los valores obtenidos por la misma fueron
significativamente menores que para el resto de las configuraciones. Cuando el A[O;] se
midié a temperaturas mayores que 20°C, para las configuraciones A-E, B-E y B-I, el electrodo
comenz6 a comportarse de forma anémala generando una sefial confusa en el registro, que no
pudo utilizarse para realizar la determinacion grafica. Por ello, con las mediciones de A[O;] a

temperaturas mayores que 20 °C no se pudieron obtener resultados reproducibles.
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4.1.4.3 Ajuste lineal de la repuesta analitica

La figura 4-7 muestra las curvas de respuesta para todas las configuraciones del biosensor.
Las mismas de construyeron ingresando los datos: A[O,] vs [L-lactato] en un grafica y
ajustandolos mediante regresion lineal.

La pendiente de cada curva representa la sensibilidad de respuesta. El limite de deteccion se
calcula a partir de la curva de calibracién como la concentracion de lactato que produce una
sefial analitica igual a tres veces la desviacion estandar de la sefial al punto cero. La Tabla V

muestra los pardmetros obtenidos de las curvas.
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Figura 4-7. Curvas de calibracién para todas las configuraciones del biosensor. T=20°C, pH=7,5.
Resultados mostrados: media + sd, =3 en cada punto de las curvas

Configuracion
Parametro
A-E A-l B-E B-I
Rango de linealidad 96-431 96-431 96-431 96-431
Sensibilidad 0,360 0,373 0,402 0,338
Limite de deteccién 80,6 41,8 36,2 12,4

Tabla V. Rango de linealidad, sensibilidad y limite de deteccidn para todas las configuraciones del
biosensor.

El anélisis estadistico indica que existen diferencias significativas entre los valores de las
pendientes (p = 0.0139).

4.1.4.4 Efecto de la configuracion sobre la determinacion de la concentracion
La figura 4-8 muestra los valores de concentracion de la solucion estandar 0,096 M de L-
lactato de litio obtenidos utilizando las distintas configuraciones del biosensor. Se realizaron

cinco mediciones para cada configuracion. Los resultados indican que para cualquier
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configuracién del biosensor se obtienen valores que estiman la concentracion real de lactato y

que no presentan diferencias significativas entre ellos.
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Figura 4-8. Determinacion de la concentracion de lactato en una solucion estandar 96 mM utilizando
las distintas configuraciones del biosensor. T=20°C. pH=7.5. Resultados mostrados: media + SD, n=5

4.1.4.5 Efecto del tiempo de utilizacion del bioreceptor sobre la determinacion de los
parametros del ajuste lineal
La figura 4-9 muestra las curvas de calibracion construidas a los 0, 2 y 4 dias posteriores al

ensamblado del biosensor (Yo, Y2 Y4 respectivamente), en cada una de sus configuraciones.

Configuracion A-E Configuracion A-l.
200 7\ -0,360x- 0,811  y,=0,406x- 5551 y ,=0,312x + 11,702 200 1y -0,373x-3,595  y,=0,352x+0,831 y,=0,372x+6,778
180 - 180 -
R?=0,996 R?=0,973 R?=0,964 R?=0,995 R?=0,993 R?=0,996
160 - 160 -
— 140 - — 140 -
E_ 120 ®Dja 0 %_ 120 = Dia 0
g 100 - ADia2 g 100 ADia2
80 - 80 -
T 6o e Dia4 T 60 *Dia4
40 - 40 -
20 - 20 -
0 T T T T | 1] T T T T |
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
[L-lactato] (pM) [L-lactato] (M)
Configuracion B-E Configuracion B-I.
200 7y -0,401x+1,519  y,=0,344x+5,319  y,=0,356x - 3,055 180 7 y.=0,338x+1,720  y,=0,337x-0.170  y,=0,362x - 1,089
180 - i
R?=0,993 R?=0,997 R =0,992 160 R?=0,993 R?=0,999 R =0,993
160 - 140 -
— 140 - — | v
2 120 - #Dia0 2 1;3 ®Dia0
— 100 - ADia2 = g0 ADia2
O s0- e Dia 4 2 eDia4
<] 60 - < 60 |
40 - 40 -
20 - 20 -
0 T T T T | 0 T T T T |
(V] 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
[L-lactato] (uM) [L-lactato] (uM)

Figura 4-9. Curvas de calibracion para todas las configuraciones del biosensor construidas a los 0, 2
y 4 dias posteriores al ensamblado. T=20°C. pH=7.5. Resultados mostrados: media + SD, n=3, en
cada punto de las curvas.
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Para cada configuracion, se analizaron las pendientes y las ordenadas al origen de las curvas
obtenidas a los 0, 2 y 4 dias posteriores al ensamblado del biosensor. Los resultados obtenidos
de los estudios estadisticos fueron los siguientes:

Configuracion A-E: no existen diferencias significativas en las ordenadas al origen (p = 0.09),
pero si en las pendientes (p = 0.004).

Configuracion A-l: existen diferencias significativas en las ordenadas al origen (p = 0.0000)
pero no en las pendientes (p=0.366).

Configuracion B-E: existen diferencias significativas en las ordenadas al origen (p=0.0000) y
en las pendientes (p = 0.004).

Configuracion B-I: no existen diferencias significativas en las ordenadas al origen (p=0.06)

tampoco en las pendientes (p = 0.315).

El pardmetro méas importante de la curva es la pendiente, como se menciond anteriormente, la
misma representa la sensibilidad del método. Se observa que si se construyen curvas de
respuesta durante cuatro dias seguidos utilizando el mismo bioreceptor, las configuraciones
gue presentan una mayor variacion en los parametros de dichas curvas fueron aquellas en las

cuales la enzima esta fijada sobre la cara B y dispuesta hacia el medio de reaccion.

4.1.5 Precision del método
La figura 4-10 muestra el gréafico obtenido para el ensayo de precisién. El biosensor se

ensambl6 en configuracion B-E debido a que la misma presenta mayor sensibilidad.
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Figura 4-10. Determinacion de la concentracion de lactato en una solucion estandar. T=20°C.
pH=7.5. Resultados mostrados: media + SD, n=5.

47



El ensayo de precision se hizo realizando cinco determinaciones diarias de concentracion de
la solucién estandar 0,096 M de L-lactato de litio, durante cinco dias consecutivos. La Tabla

VI muestra el coeficiente de variacion para cada dia de determinacion.

Dia 1 2 3 4 5
cv% 5 5,6 0,9 3,5 1,1

Tabla V1. Coeficientes de variacion calculados para cada dia de determinacién de concentracion.

Este ensayo permite observar que no existen diferencias significativas entre los valores de

concentracion determinados en los distintos dias (p > 0.05).

4.1.6 Analisis de interferencias

Se realizd un analisis para evaluar el posible efecto interferente de compuestos que estan
presentes habitualmente en muestras de origen biol6gico sobre las mediciones realizadas con
el biosensor. La Tabla VII muestra la lista de los compuestos analizados y el efecto de los

mismos sobre la sefial del biosensor. La figura 4-11 muestra el registro grafico de la sefial.

. Modificacion de la sefial
Compuesto Concentracion

Si no
Trealosa 0,1mM X
sucrosa 0,1mM X
Fructosa 0,1mM X
Glucosa 0,1mM X
Galactosa 0,1mM X
Ascorbato de sodio 0,1mM X
Citrato de sodio 0,1mM X

Cisteina 0,1mM X
Acido ascorbico 0,1mM X
Acido urico 0,1mM X
Salicilato de sodio 0,1mM X
Benzoato de sodio 0,1mM X

Glutation reducido 3mM X
Glutation oxidado 3mM X
Solucién BGP-CS 40%v/v X

Solucion HTK 40%v/v X
Buffer KH-D 40%v/v X

Tabla VII. Compuestos analizados en la respuesta del biosensor de lactato.
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Debido a la interferencia que presento la solucion HTK en la sefial del biosensor, se decidié
hacer un analisis compararando mediciones de concentracion de soluciones estandar de
lactato preparadas en agua y en HTK, para de esta manera, determinar si hay diferencia o no
en los valores obtenidos. Se midio la concentracion de dos soluciones estandar de lactato
1920 uM (una preparada en agua y otra en HTK). La figura 4-12 muestra los resultados

obtenidos.

IR R

(@) (b)

Figura 4-11. Registro grafico de la sefial en presencia (a) y ausencia (b) de interferencia.
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Figura 4-12. Comparacion entre los valores de concentracion para dos soluciones estandar de lactato de
litio 1920 uM, una preparada en agua y otra en HTK. T=20°C. pH=7.5. Resultados mostrados: media + SD,
n=5

Los resultados indican que, al menos para una concentracion de lactato de 1920 uM, no hay
diferencia significativa entre los valores de concentracion determinados para cada solucion

estandar.
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4.2 Metodo espectrofotométrico para la determinacion de lactato

4.2.1 Determinacion del rango de linealidad

La figura 4-13 representa el ajuste lineal de la grafica AAbs vs [L-lactato]

1,2 ~

A Abs

olo 1 1 1 1 1 1 1
0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0 3000,0

[L-lactato] (uM)

Figura 4-13. Ajuste lineal para las lecturas espectrofotométricas.

La grafica muestra que en el rango de 25 a 2500 uM de lactato, el AAbs presenta un
comportamiento lineal con respecto a la concentracion de L-lactato, pudiendo asegurar que las

mediciones realizadas dentro de ese rango son confiables.

4.3 Determinacion de lactato en muestras bioldgicas

4.3.1 Soluciones de preservacion y perfusatos

En las figuras 4-14, 4-15 y 4-16 se detalla la produccién de lactato por gramo de tejido
durante 24 h de preservacion hipotérmica y 90 min de reperfusion normotérmica de higados
de rata. Se expone una comparacion entre los valores determinados por los métodos

espectrofotométrico y voltamperométrico.
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Figura 4-14. umoles de lactato producidos/g de higado durante 24 h de preservacion a 4 °C en solucion BGP-CS (a)
y 90 min de reperfusion normotérmica (b) posterior a la preservacion. El t=0 hs. de la figura (a) corresponde al
momento previo a la introduccién del higado en la solucién. T=20°C. pH=7.5. Resultados mostrados: media + SD,
n=3.
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Figura 4-15. pmoles de lactato producidos/g de higado producidos durante 90 min de reperfusién normotérmica sin
preservacion hipotérmica previa. T=20°C. pH=7.5. Resultados mostrados: media + SD, n=3.
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Figura 4-16. umoles de lactato producidos/g de higado durante 24 h de preservacion a 4°C en solucion HTK (a) y 90 min de
reperfusion normotérmica (b) posterior a la preservacion. El t=0 hs. de la figura (a) corresponde al momento previo a la
introduccidn del higado en la solucién. T=20°C. pH=7.5. Resultados mostrados: media + SD, n=3.
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Los resultados muestran que el método voltamperométrico no fué lo suficientemente sensible
para detectar la concentracion de lactato en las muestras de perfusato tomadas a t = 0 min de
la reperfusion normotérmica del higado, previamente preservado en solucion BGP-CS (Figura
4-14. b). El método presento el mismo inconveniente con las muestras de perfusato tomadas a
t = 0 min de la reperfusion del higado sin previa preservacion (Figura 4-15). Tampoco fue
sensible para determinar lactato en las muestras de solucién de preservacion HTK tomadas a
t = 4 h de preservacion hipotérmica y en las muestras de perfusato tomadas a t = 0 min de la
reperfusion del higado previamente preservado en HTK (Figura 4-16. a y b).

Los analisis estadisticos indican que no existe diferencia significativa entre los valores

obtenidos por ambos métodos de medicion.

4.3.2 Plasma Humano
Se determino la concentracion de lactato, en cinco muestras diferentes de plasma, mediante
los métodos voltamperométrico y espectrofotométrico. La figura 4-17 muestra una

comparacion de los valores obtenidos por ambos métodos.
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Figura 4-17. Concentracion de lactato (mM) en muestras de plasma provenientes de cinco pacientes

diferentes. Las lineas discontinuas en el grafico indican el rango de valores de referencia de lactato

en plasma venoso. En cada punto se muestra la media + SD (n=3) excepto para las muestras n® 3, 4y
5 (para las mismas se realizd una Gnica medida con el método espectrofotométrico).

Los estudios estadisticos indican que no hay diferencia significativa entre los valores

obtenidos por ambos métodos de medicion.
Siguiendo con el analisis, posteriormente se realizaron mediciones de concentracion de lactato

mediante el método voltamperométrico en muestras de plasma de seis pacientes distintos,

identificando su sexo y edad (figura 4-18).
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Figura 4-18- Concentracion de lactato (mM) en muestras de plasma provenientes de seis pacientes a los
cuales se identifico su sexo y edad. Las lineas discontinuas en el grafico indican el rango de valores de
referencia de lactato en plasma venoso En cada punto se muestra la media + SD, n=3.

4.3.2.1 Precision del método voltamperométrico aplicado en plasma
En la figura 4-19 se detalla el ensayo de precisién realizado con un pool de plasma. Se

realizaron cinco determinaciones diarias de concentracion de dicho pool, durante cinco dias

seguidos.
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Figura 4-19. Determinacion de la concentracion de lactato en un pool de plasma. Resultados mostrados: media +
SD, n=5. *p < 0,05: menor que el resto de las configuraciones.

Los resultados muestran que el valor de concentracion obtenido el dia 2 es significativamente

diferente a los valores obtenidos los demas dias (p>0.05).
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4.3.3 Vinos
En la figura 4-20 se pueden observar los valores de concentracion de lactato en vinos

obtenidos mediante el método voltamperométrico.

50 - Muestra n°:
‘2‘ 7 44 mM 1. Malbec 2016.
= 2- Pinot noire 2015.
—
= 30 1 T 3- Malbec 2016. Las
o _ .
8 - T Perdices
p T 4- Pinot noire 2015.
- wi+-EE--- - = BN B BN 11 mm . .
i Alaris trapiche
0 5- Malbec 2015. Reserva
1 2 3 4 5 6 Piatelli
6- Malbec 2016. Callejon
n2 muestra del crimen

Figura 4-20. Concentracion de lactato (mM) en muestras de vinos de distintas bodegas. Las lineas
discontinuas en el grafico indican el rango de valores permitidos de lactato en vinos. Resultados
mostrados: media + SD, n=3.

Los valores de concentracion de lactato obtenidos a partir de las distintas muestras se

encuentran contenidos dentro del rango admitido que cita la bibliografia & 1%
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5 Discusién y Conclusiones

La utilizacion de sensores para resolver cuestiones analiticas, es sin duda una de las
tendencias mas claras en la analitica moderna. Sin bien se dispone de una importante cantidad
de técnicas de laboratorio, las mismas implican métodos laboriosos, principalmente debido a
la necesidad del tratamiento previo de las muestras. Esto demanda también contar con
personal entrenado ademas de tiempo y dinero®.

La tecnologia de los biosensores permite abordar este tipo de cuestiones de un modo rapido,
barato y confiable. En la actualidad existen multitud de estos dispositivos, en los cuales se
combinan la amplia diversidad de componentes biolégicos (enzimas, acidos nucleicos,
receptores celulares, anticuerpos y células intactas) con los diferentes tipos de transductores
(electroquimicos, Opticos, piezoeléctricos, termométricos). Estos biosensores presentan
multiples aplicaciones en campos como sanidad (andlisis clinico), alimentacién (tecnologia de
alimentos), vigilancia del medio ambiente (contaminantes), defensa y seguridad®®"

Los biosensores enzimaticos son los dispositivos mas extendidos y muchos de ellos se
producen comercialmente, los mismos se caracterizan por su alta selectividad. Ademas
proporcionan una respuesta rapida debido a su alta actividad y la alta concentracién local de
enzimas en una capa sensible. Los inconvenientes de los biosensores enziméticos son la
estabilidad insuficiente y el alto precio de las enzimas purificadas®?.

La utilizacion de un transductor electroquimico permite que, como la sefial es eléctrica, sea
factible la transduccion directa de la velocidad de reaccion en la sefial de lectura. Ademas, los
limites de deteccidn que se obtienen son suficientes y adecuados para la deteccion de muchos
analitos de interés®.

Los sensores voltamperométricos permiten obtener una medida continua y practicamente
instantanea de la actividad del O, una ventaja fundamental para las determinaciones
biogquimicas.

Nuestro biosensor contiene un electrodo de Clark de tamafio muy reducido, esto lo hace
apropiado para ser utilizado con volimenes pequefios de muestra. Se decidié estudiar las
distintas posibilidades de fijacion de la enzima en ambas caras de la membrana aviar y sobre
todo la estabilidad de operacion para cada configuracion. Para ello se estudiaron las posibles
variaciones en los tiempos de respuesta, en los pardmetros de las curvas de respuesta y por
ultimo se estudié el posible efecto que las variaciones podrian ejercer en el objetivo principal

del biosensor que es la determinacion de lactato en muestras bioldgicas.
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El tiempo de respuesta del 90% (trgoe) presentd valores variables para las distintas
configuraciones, sin embargo los estudios estadisticos indicaron que dichas variaciones no
fueron significativas cuando se consideré la cara sobre la cual esta fijada la enzima pero si lo
fueron cuando se considerd la disposicion de la enzima en el sistema. Para la configuracion en
la cual la enzima se encuentra expuesta hacia el electrodo, el trggy, mostro valores mas altos, es
decir, el sistema responde mas lento a un cambio en la pO, del medio. Cuando la enzima se
dispone hacia la parte interna del electrodo, el lactato debe atravesar la membrana para llegar
hasta la capa enzimatica en la cual se produce la reaccion. Dicha membrana puede estar
representando un punto que limita la velocidad global de la reaccidn, por lo cual es necesario
un lapso mayor de tiempo para que el consumo de oxigeno sea detectado. De modo contrario,
cuando la enzima esta dispuesta hacia la solucion que contiene lactato, el mismo se encuentra
disponible, sin necesidad de atravesar ninguna barrera.

En cuanto al efecto del quitosano, podemos afirmar en base a los resultados obtenidos, que el
mismo genera un aumento en el trgoy, SoObre todo cuando se encuentra en la cara B. Este
aumento de trgoe, puede deberse al hecho que el quitosano podria estar retardando la difusion
del oxigeno hacia la capa enzimatica.

Estos resultados condicen con los obtenidos en los estudios sobre el coeficiente de
permeabilidad aparente (Pagp) de la membrana a lactato, los cuéles indican que la presencia de
quitosano provoca una aumento en el valor de de dicho parametro.

La sensibilidad de la respuesta present6 diferencias estadisticamente significativas para las
distintas configuraciones, obteniéndose el mayor valor para la configuracion B-E. Esto puede
deberse a la disponibilidad del sustrato. Cuando la enzima se dispone hacia el medio de
reaccion es mas seguro que pueda utilizar todo el lactato disponible. En cambio, cuando esta
dispuesta hacia el electrodo, parte del sustrato puede no atravesar la membrana, debido a la
barrera que la misma representa, y no ser detectado en su totalidad.

Al momento de analizar la estabilidad de operacion del bioreceptor debido a su uso, en
funcién de la variacion del tiempo de respuesta y de los parametros del ajuste lineal, puede
decirse que las configuraciones que presentan la enzima hacia el exterior son las que
presentan mayor variacion en los parametros obtenidos. La causa probable de este efecto
podria deberse a que, ante una exposicion mayor del bioreceptor, se produzca una pérdida de
enzima o la que misma se vea a afectada por factores contaminantes. Para resolver esta
cuestion, la membrana que contiene el bioreceptor podria disponerse entre membranas
protectoras (en forma de sdndwich) como se ha hecho en otros trabajos, ofreciendo asi una

mayor proteccion a la enzima.
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La actividad de una enzima inmovilizada se rige por la cinética de la reaccion enzimética. La
velocidad de reaccion es mayor con el aumento de la temperatura de trabajo. Aunque las
concentraciones de oxigeno disuelto en las soluciones son mas bajas a temperaturas mas altas,
la enzima inmovilizada aun puede adquirir actividades mas elevadas a temperaturas mas altas
y asi, consumir oxigeno a un ritmo mas elevado en la reaccion enzimatica. En nuestro trabajo,
se observa que hay un aumento significativo del consumo de oxigeno a 20 °C en el caso de la
configuracién B-E. Sin embargo hay una pérdida del comportamiento normal del biosensor a
temperaturas mayores a 20 °C debido. Esto puede deberse a la posible desnaturalizacion o a
una disminucidn de la cantidad de enzima fijada a la membrana, ya que al ser el quitosano un
material poroso, puede haber una pérdida de la enzima a traves de dichos poros. La Unica
configuracién que permitié medir el consumo de oxigeno por encima de los 20 °C fue la A-I.
Esto puede deberse probablemente a que, al estar en el interior de la membrana, la enzima se
encuentra méas protegida y con los movimientos més restringidos lo que impediria que pierda
su estructura y se desactive. Sin embargo, el consumo de oxigeno para esta configuracion
presento valores significativamente menores respecto de las configuraciones restantes.

Por lo tanto recomendamos la utilizacion del biosensor a 20 °C.

Al momento del andlisis de interferencias, se encontr6 que la mayoria de las sustancias
analizadas no produjeron ninguna alteracion significativa en la respuesta del biosensor.
Interferentes comunes para biosensores amperométricos de lactato, como el &cido drico, no
produjeron ningun efecto en nuestro biosensor. En cambio, la L-cisteina y el glutation
produjeron una ligera interferencia en la medicién, probablemente debido a sus efectos sobre
los grupos —SH de la enzima. En conclusién, la mayoria de las sustancias que se encuentran a
menudo en las muestras de soluciones de preservacion y plasma, no muestran una
interferencia significativa en la determinacion de L-lactato utilizando el biosensor
desarrollado en este trabajo de tesina.

La reaccion enzimatica puede seguirse estimando la disminucion de la concentracion de
oxigeno en el medio de reaccion. La reduccion del oxigeno sobre el electrodo necesita
potenciales negativos, lo cual genera una corriente de fondo muy elevada, facilitando de esta
forma la oxidacion de especies facilmente oxidables como ascorbatos y uratos, muy comunes
en muestras clinicas. Para evitar algunas interferencias, se debe disminuir el potencial
aplicado para la deteccion electroquimica.

Una forma de resolver el problema es obtener una transferencia electronica directa entre las
oxidasas y los electrodos, lo cual resulta dificil en muchos casos debido a que el centro activo

estd muy en el interior de las enzimas. Sin embargo muchas oxidadas reaccionan facilmente
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con mediadores artificiales que pueden ser utilizados para lanzar los electrones desde la forma
reducida de la enzima hacia los electrodos. Esto hace que el potencial del electrodo de trabajo
se fije ahora, por el potencial del par mediador, lo cual es muy ventajoso si dicho par
mediador requiere un bajo potencial, ya que de esta manera se evita la interferencia de otras
especies electroactivas que reaccionan a potenciales mas elevados®”.

La estabilidad de operacion del biosensor se evalué midiendo la precision de la respuesta en
una solucion estandar de L-lactato de litio 0,096 M a temperatura ambiente. La precision de la
respuesta se mantuvo sin cambios apreciables durante un periodo de 4 dias de uso continuo,
cuando el biosensor se almacen6 a 4 °C. Por lo tanto, podemos inferir que la vida util del
biosensor puede prolongarse si se mantiene a 4 °C. Cuando el ensayo de precision se realizo
en el pool de plasmas, la precision disminuy6. Esto pudo deberse, probablemente, a la
presencia de compuestos que generan ligeras interferencias. La excelente vida util del
biosensor posiblemente esté relacionada con la compatibilidad bioldgica del quitosano y la
membrana con la enzima. La membrana de la cascara de huevo y el quitosano estan
compuestos principalmente por biopolimeros que pueden suministrar policationes para
estabilizar la enzima>®).

Podriamos afirmar que, a pesar de las variaciones minimas detectadas a través de los dias de
uso del biosensor, en los tiempos de respuesta y en los parametros del ajuste lineal, no se
afectd la precision del método, ya que los valores de concentracién determinados en un
periodo de varios dias, no presentaron una variacion estadisticamente significativa.

Las similitudes observadas entre los resultados obtenidos por la técnica estandar y nuestro
electrodo sugieren que el mismo puede ser utilizado para futuras aplicaciones de

determinacion de lactato en plasma y otros liquidos biol6gicos.
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