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Abstract

An optical biosensor has been developed to detect abnormal levels of ¢1-antitrypsin in human serum samples.
This method applies light scattering properties exhibited by initially formed enzyme-inhibitor complexes and uses
the curves of aggregation kinetics. It is independent of molecular hydrodynamics. Theoretical approaches showed
that scattering properties oftransient complexes obey the Rayleigh-Debie conditions. Experiments were
performed on the Trypsin/ o1-antitrypsin system. Measurements were performed in newbom, adult and pregnant
sera containing al-antitrypsin in the Trypsin excess region. The solution was excited by a He-Ne laser beam
(BmW, A=632,8 nm). So, the particles formed during the reaction are scattering centers for the interacting light.
The intensity of the scattered light at 90° from incident beam (Iy)) depends on the nature of those scattering
centers. The rate of increase in scattered intensity depends on the variation in size and shape of the scatterers,
being independent of its original size. Peak: values (V) of the first derivative (Vgp=dlgy/dt) linearly
correlate with the concentration of ol-antitrypsin originally present in the sample. Results are displayed 5
minutes after the initiation of the experimental process. Such speed is of great importance in the immuno-
biochemistry determinations.

Key Words: Optical biosensor, Light Scattering, immunocomplexes, o.1-antitrypsin.

Resumen

Se ha desarrollado un biosensor Optico para detectar niveles anormales de o/1-antitripsina en muestras de suero
humano. Se basa en el andlisis de las propiedades de dispersion de la luz exhibidas por los complejos enzimain-
hibidor iniciales. Utiliza curvas de cinética de agregacién y es independiente de la hidrodindmica molecular. El
andlisis tedrico muestra que el esparcimiento luminico de los complejos transitorios obedecen las condiciones de
Rayleigh-Debie. Se realizaron experimentos en el sistema Tripsina/ o.l-antitripsina. Las mediciones se realizaron
en la region de exceso de tripsina con sueros de recién nacido, adulto y embarazada. La solucién fue excitada por
un laser de He-Ne (3mW, A=632,8 nm), en consecuencia las particulas formadas durante la reaccién eran centros
dispersores para la luz interactuante. La intensidad de la luz dispersada a 90° de la direccién incidente (Ig,) depen-

de de la naturaleza de esos centros dispersores. El aumento en la intensidad dispersada depende de la variacion
del tamafio y forma de los dispersores siendo independiente de su tamafio original. Los valores maximos (V,,,)

de la primer derivada (Vg =dlgy/dt) correlacionan linealmente con la concentracién de ol-antitripsina original-

mente presente en la muestra. Los resultados se obtienen 5 minutos después de iniciado el proceso experimental.
Tal velocidad es de gran importancia en las determinaciones de inmuno-bioquimica.
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Introduccion

El mantenimiento de la salud requiere un equilibrio
entre los sistemas defensivos y ofensivos del cuerpo.
Tal equilibrio entendido desde el nivel molecular es el
balance entre las enzimas que activan las protefnas y
las antiproteasas que actian como sus inhibidores. De
importancia particular es el grupo de enzimas estrecha-
mente relacionadas, las serinas proteasas que son res-
ponsables de activar las cascadas inflamatorias del
plasma como: la coagulacién, el derrame de kinina, la
fibrinolisis y la activacién del complemento. El inicio
por estas enzimas de las cascadas plasmdticas es con-
trolado por un grupo apropiadamente especializado de
inhibidores de proteasa. Estos inhibidores de serina
proteasa pertenecen a la misma familia de proteinas,
las serpinas, y en consecuencia poseen una estructura
molecular y un mecanismo comiin. El arquetipo de la
familia de las serpinas es la ol-antitripsina, el inhibi-
dor de mayor concentracién en plasma humano'. La
- ol-antitripsina recibié su nombre de su identificacién
como una globulina ol y del método original usado
por medir su actividad®.

La od-antitripsina, una glicoproteina de fase aguda de
reaccién consiste en una sola cadena polipeptida con
cuatro cadenas laterales de carbohidratos, y representa
aproximadamente el 90% de la fraccién ol en la elec-
troforesis de proteina de suero humano. Es el mayor
inhibidor de enzimas proteoliticas y muestra un amplio
espectro de actividad antiproteolitica.

Laurell y Eriksson 1963, fueron los primeros en reco-
nocer una deficiencia hereditaria de la proteina ol-
antitripsina. Observaron que las deficiencias severas e
intermedias eran el resultado de la herencia homocigo-
ta y heterocigota de un gen anormal’.

La ol-antitripsina parece tener una funcién protectora
porque neutraliza enzimas proteoliticas liberadas en los
fluidos del cuerpo, predominantemente por la destruc-
cién de granulocitos y macréfagos. Durante la inflama-
cién aguda y la infeccién severa, y en pacientes con
desérdenes del higado se observa un rdpido incremen-
to en los niveles de ol-antitripsina de hasta tres veces
el nivel normal. Valores aumentados de oul-antitripsina
en suero también se encuentran durante el embarazo, y
durante el uso de medicacién anticonceptiva. Aparte de
la reduccidén debido a deficiencias genéticas, los nive-
les de ol-antitripsina en suero pueden reducirse en
nefrosis, en enteropatias con pérdida de proteina, en
infantes con enfermedad de la membrana idiopatica
hialina, y en infantes pretérmino con sindrome respira-
torio®.

La ol-antitripsina inhibe y/o neutraliza extracelular-
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mente un gran ndmero de enzimas proteoliticas, como
proteasas granulociticas neutras incluyendo la elastasa
y colagenasa, las tripsina y chimotripsina, la plasmina,
el cofactor del factor- Hageman, urokinasa, kallikrein,
y cathepsina G y D

Los programas de deteccion de deficiencias de ol-anti-
tripsina son indicados en la actualidad ya que el enfise-
ma pulmonar sintomético no ocurre en individuos con
esta deficiencia si ellos toman las medidas preventivas
correspondientes. El testeo en pacientes con enfisema
podria llevar a la deteccion precoz de deficiencias en miem-
bros de su familia lo que podria permitir tomar las medidas
preventivas necesarias para que el enfisema no evolucione”.

Existen diferentes métodos para las mediciones cuanti-
tativas de ol-antitripsina como las técnicas de inmuno
difusion radial (IDR), electro inmuno difusién (EID) y
nefelometria, el ensayo enzimitico y el método de
electroforesis cruzada. Cada uno tiene ventajas y des-
ventajas. Las concentraciones de ol-antitripsina en el
suero de adulto sano obtenidas por IDR se encuentran
entre 200 y 400 mg%6.

En el presente trabajo se aplica la técnica de light scat-
tering o esparcimiento luminico (LS) para determinar
la concentracién de ol-antitripsina en suero humano.
Para ello se investiga la cinética de agregacién de com-
plejos transitorios formados durante la reaccién de la
enzima tripsina con su ligando inhibidor, o:1-antitripsina.

Se considera que esta reaccioén y la formacién subse-
cuente de los complejos ocurren en forma similar a la
reaccion de un antigeno (Ag) con su anticuerpo (Ab).
Estas reacciones han sido estudiadas extensivamente
por técnicas de LS 7%, Y ocurren en tres etapas:

ler. ETAPA
Ab + Ag = Ab + y Ag (rdpida)
xAb + Ag = Abegy

2da. ETAPA (formacién de los complejos transitorios)

mAbgA, = (AbgAgy)m

(segundos o minutos)
3er. ETAPA (formacién del precipitado)

(AbyAgy)y, = PRECIPITADO

(minutos u horas)

Estos estudios han verificado que la 2* etapa es la reaccién prin-
cipalmente contribuyente a la dispersién de la luz observado
durante las fases intermedias de la reaccién. Esto es que porque
el primer paso es muy lento como para ser observado, mientras
que al final del proceso la intensidad cambia muy lentamente.




El cambio medido en luz dispersada es debido al
aumento del tamafio de los centros dispersores. Esto
ocurre "debido a la formacién de complejos transito-
rios (Abegy)m en el tiempo. Buffone et al.? estimaron

que el didmetro medio (d) de los complejos
(Abegy)m estd aproximadamente entre 450 y 700nm.

En consecuencia, usando una longitud de onda de luz
incidente A ~ 600 nm, resulta d ~ A y cada particula
puede subdividirse en elementos de volumen, donde
cada elemento se trata como un dispersor de Rayleigh,
excitado por el campo incidente que se asume que no
es perturbado por la presencia de las particulas restan-
tes. Este caso puede ser considerado estar dentro de la
llamada dispersién de Rayleigh-Debye. La intensidad
de luz dispersada es *':

I'(6) =P(8) 1 (6), [1]

donde P () es el factor de tamafio y forma, e I(6) es la
intensidad de luz dispersada a un angulo 6 por la
misma particula que se comporta como un dispersor de
Rayleigh:

8t

1) =1, o*(1+ cos? ©) [2]

I.2

Aqui Io es la intensidad de la luz incidente, r es la dis-
tancia media desde el centro dispersor al cual I es
medido, y moderado, y o es la polarizabilidad del dis-
persor. Si hay N particulas dispersantes en un cm® de
suspensién, C es la concentracién en g/cm’ y si la solu-
cién es muy diluida, la polarizabilidad de los N disper-
sores estd dada por:

n dn M

PO ——— et

2 dC Ny

donde n es el indice de refraccion del solvente (el indi-
ce de refraccién de la particula no es demasiado dife.
rente del medio circundante), M es el peso molecular
promedio pesado de las especies dispersoras, la dn/dC
es el cambio en el indice de refraccién de la suspensién
debido a la formacién de centros dispersores, y N a es

el nimero de Avogadro’.
Diferenciando la ecuacién [1] con respecto al tiempo,
V(0) = dI'(8)/dt = dI(6)/dt P(6) + dP(6)/dt I(6).

En soluciones diluidas o es practicamente constante.
Por consiguiente:

do?
—~0
dt

y, desde la ecuacién [2]:

di(e)

—_—

dt

Entonces resulta la siguiente ecuacidn:

dr(e) dP(0)
0) =1(0) , 3]
dt dt ¢

donde V(0) indica el cambio de la intensidad de luz
dispersada en el tiempo bajo las condiciones de
Rayleigh-Debye, sélo depende de la velocidad a la que
el tamafio y la forma de los dispersores estdn cambian-
do. Por consiguiente, debe ser independiente del tama-
flo molecular absoluto del complejo de Ab-Ag inicial-
mente formado en la 1 etapa.

Las propiedades de los complejos transitorios fueron estu-
diadas aplicando el método de luz dispersada a 90° desde
la direccién de la luz incidente. Estos complejos fueron
producidos cuando una suspension acuosa de Tripsina
reacciond contra la al-antitripsina presente en el suero.

Materiales y Métodos
Materiales

Tripsina: Solucién isoténica de Tripsina (SIGMA, T-8128,
Tipo II: Crudo, lote 70H0439) purificada desde pancreas
de porcino al 0.1%. Actividad de la Tripsina: 1.130 BAEE
unidades/mg sélido (pH 7.0, Ay37, en 3ml de volumen).

ol-antitripsina: Suero humano no diluido de 8 adultos,
3 mujeres embarazadas y 5 recién nacidos sanos. Los
sueros fueron almacenados a 4°C hasta su uso. La ol-
antitripsina en suero sin diluir permanecen estables 4°C
durante semanas, pero deben ser almacenadas a -20°C o
menos si se la desea guardar por un periodo mayor.

Celda contenedora: construida en vidrio Pyrex con el
fondo negro mate. Didmetro externo = 2.58 cm, dia-
metro interno = 2.23 cm, altura = 1.50 cm.

Todos los reactivos usados fueron de grado analitico, y
la solucién fue preparada utilizando agua destilada
deionizada. La celda fue lavada repetidamente antes de
su uso con agua destilada deionizada para remover

. cualquier posible fuente de contaminacién.

Montaje experimental

En la figura 1 se muestra un esquema del montaje
experimental utilizado. La solucién contenida en la
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Esquema del montaje experimental del biosensor.

celda es excitada por un haz laser de He-Ne de 3mW de
potencia (A = 632.8 nm). El detector de luz utilizado
fue un tubo fotomultiplicador (RCA 6342A) alimenta-
do por una fuente estabilizada (500 a 1000 V). El con-
versor analégico digital convierte la sefial y permite el
almacenamiento de los datos en un disco de computa-
dora para su inmediato procesamiento.

Las mediciones fueron realizadas a temperatura
ambiente controlada (20 + 2°C).

Método

La componente bioldgica de este biosensor consiste en
la tripsina la cual es enfrentada con el suero humano
que contiene oi; -antitripsina. Inicialmente se coloca-

ron en la celda 3,5 ml de agua destilada adicionandole
100 p1 de la solucién isotdnica de tripsina al 0.1%.
Luego se agregan 100 p1 de suero sin diluir y a partir
de ese instante se registra la intensidad de luz dispersa-
da aun dngulo de 90° con respecto a la direccién del
haz incidente (Igg).

Para homogeneizar la solucién, las mediciones fueron
realizadas con agitacién constante cuidadosamente
controlada para evitar turbulencias y burbujas.

Las determinaciones fueron realizadas por duplicado
en los diferentes sueros (adultos, embarazadas y recién
nacidos) en la regién de exceso de Tripsina.

Cuando el haz laser de He-Ne ingresa lateralmente en
la celda, excita las particulas en suspensién. En conse-
cuencia, las particulas que se formaron durante la reac-
cién se convierten en centros dispersores del haz l4ser

incidente, dependiendo la intensidad Iy de la naturale-
za de dichas particulas.

Resultados

Las curvas de cinética de agregacion, como la mostra-
da en la figura 2, fueron obtenidas registrando Ig,

durante los 2 primeros minutos a partir del instante en
el cual el suero era adicionado a la celda. Puede obser-
varse claramente que la intensidad de la luz crece rapi-
damente luego del agregado del suero, alcanzando el
valor mdximo aproximadamente a los 30 segundos.

Un pool de sueros de adultos sanos fue considerado
como estandar, estimando a partir de los valores de esta
muestra las concentraciones desconocidas de o1-anti-
tripsina en los otros sueros. :

La figura 3 muestra las curvas cinéticas correspondien-
tes al promedio de las determinaciones realizadas para
los diferentes sueros (adulto, embarazada y recién naci-
do) en la regién de exceso de Tripsina.

La sefial de salida del detector fue digitalizada y trans-
ferida a una PC para obtener la primera derivada con
respecto al tiempo de la intensidad dispersada (V ¢¢ =
dlgy/dt). El valor méximo de la derivada temporal de la
intensidad de la luz dispersada (V,, = (dlgp/dt)a,)

depende de la concentracién de o.l-antitripsina presen-
te en el suero. En la tabla 1 se encuentran los valores de
V nax € Inax €xtraidos de las curvas de Igy en funcién

del tiempo,
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Figura 2 Registro de la intensidad de luz dispersada por una muestra de un pool de suero de adultos sanos. Los pun-
tos corresponden a los datos y la linea a una aproximacién de estos puntos con una funcién exponencial.

Vmax Iax
Valor Medio SD Valor Medio SD
Recién nacidos 2.53 0.38 423 6.8
Estdndar 4.13 0.26 32.8 0.98
Embarazadas 5.85 0.65 575 21.5

el

Valores medios de Vo«

‘En la tabla II se muestran los valores medios de la con-
centracion de ol-antitripsina obtenidos a partir de los
valores de V., (Tabla I). Para ello se considerd que la
concentracién media de ol-antitripsina en un pool de
suero de adultos sanos es de 300 mg% (obtenida por IDR)

Discusiéon y Conclusiones

Los cambios en la intensidad de la luz dispersada
durante la formacién del complejo Tripsina-ol anti-
tripsina ofrecen importante informacién acerca de la
naturaleza de los complejos transitorios en solucién."

La Iy, aumenta rapidamente desde el instante en el cual

se inicia la reaccién cuando laTripsina se pone en con-
tacto con su inhibidor, la al-antitripsina. Esto sugiere

max

Sueros normales de recién nacido, adulto y embarazada

la formacién de complejos transitorios en el dominio
de Rayleigh-Debye a partir de los primeros segundos.
El valor médximo de Igj es alcanzado aproximadamen-
te 30 segundos después. Curvas similares a estas han
sido obtenidas para el sistema 1gG - anti IgG",

El V,.x puede ser determinado para una reaccién
Tripsina-otlantitripsina debido a que los complejos pri-
marios se agregan rdpidamente dando especies macro-
moleculares, cuyos pesos y tamafios aumentan en el
tiempo. Estos valores permiten cuantificar la cantidad
de ol-antitripsina en muestras de suero humano. Los
resultados obtenidos de las concentraciones de ou1-anti-
tripsina en los diferentes sueros analizados concuerdan
con los reportados en la bibliograffa.®
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Fisura 3 Iy, en funci6n del tiempo a partir del instante en el que se inicia la reaccion. Las curvas corresponden
S - .
a los valores medios obtenidos para los sueros de recién nacido, adulto y embarazada.

Concentracién de o1- antitripsina

Valor Medio SD
Recién nacidos 284 27
Adultos 300 19
Embarazadas 425 47

Valores medio de la concentracién de oul-antitripsina obtenidas utilizando el
biosensor éptico. Sueros normales de recién nacidos, adultos y embarazadas

El biosensor basado en la técnica de dispersién de la
luz (Light Scattering, LS) muestra algunas ventajas con
respecto a la inmuno difusién radial (IDR) dado que LS
es una técnica cinética independiente de la hidrodina-
mica molecular. Por otra parte, V.. depende sélo de

la variacion del tamafio y forma de los dispersores,
siendo independiente del tamafio original del complejo
enzima-inhibidor.

Si bien la cantidad de muestras analizadas no es sufi-
ciente como para realizar un estudio estadistico de las
anormalidades en los niveles de ol-antitripsina en
suero humano, es suficiente como para demostrar la
capacidad y sensibilidad de la técnica desarrollada para
su deteccion. La ventaja mds importante de esta técni-
ca es que el resultado de una determinacién es obteni-
do unos pocos minutos después de comenzado el pro-

ceso experimental (con la técnica de IDR, por ejemplo
se requieren de 1 a 2 dias). Esto es de gran importancia
en las determinaciones inmuno-bioquimicas para ban-
cos de sangre y neonatologia.
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