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Diagnostico bioquimico con microparticulas
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Introduccion a Métodos inmunoturbidimeétricos con microparticulas (PET)

Existen en la actualidad un gran nimero de métodos cuantitativos para la determinacion de
proteinas basados en el reconocimiento antigeno-anticuerpo. Asi, cuando a una solucidn
diluida de antigeno, se le agrega una solucion con su anticuerpo especifico, se produce la
formacion de inmunocomplejos que precipitan provocando una turbidez proporcional a la
cantidad de antigeno en la solucion, que puede ser medida turbidimétricamente.

La eleccion del método de cuantificacion de una proteina en particular, requiere del
conocimiento del tamafio y concentracion plasmatica de la misma. En general, proteinas de
elevado peso molecular y alta concentracion plasmatica, pueden ser dosadas por métodos
tradicionales de inmunoprecipitacion: inmunodifusién radial, nefelometria, turbidimetria, etc.

Sin embargo, proteinas de menor peso molecular o de baja concentracion plasmatica, no
pueden ser medidas por los métodos tradicionales anteriores ya que requieren de mayor
sensibilidad. En las ultimas décadas, el desarrollo de metodologias que unen covalentemente
anticuerpos a microparticulas ha permitido aumentar la sensibilidad de los métodos
turbidimétricos. De esta manera, los anticuerpos unidos a las particulas dan lugar a redes de
inmunocomplejos de mayor tamafio, que provocan mayor dispersion de la luz incidente y por
lo tanto, mayor sefial resultante. Estos método, mas sensibles que los métodos tradicionales
turbidimétricos, son conocidos como PET (Particle Enhanced Turbidimetry) y son utilizados
en determinaciones de: Proteina C Reactiva (CRP/ hsCRP), Ferritina, Dimero D (DD),
Antitrombina (AT), Lipoproteina A (LpA), B2 Microglobulina (M), Inmunoglobulina E
(IgE), etc.

Microparticulas: caracteristicas y propiedades

El uso de particulas para visualizar reacciones inmunoldgicas data de 1896, cuando Widal, VVon
Gruber y Durham descubrieron la aglutinacion de bacterias con el suero de pacientes enfermos. La
utilizacion de particulas artificiales, conocidas como particulas de “latex”, ocurrié afios después (1956)
cuando Singer y Plotz utilizaron dichas particulas de poliestireno en la determinacion de Factor
Reumatoideo.

Desde entonces, las particulas fueron gradualmente empleadas tanto en el campo diagnéstico como en
diferentes areas de investigacion. En los ultimos afios, con la reciente explosion de la nanotecnologia,
el tamafio de las particulas se redujo en 2 a 3 6rdenes de magnitud y las aplicaciones de las particulas
se expandieron notablemente. En el disefio de un test diagnéstico que emplea particulas o
micropaticulas, es esencial conocer las demandas de la aplicacion para poder realizar una seleccion
adecuada de la particula mas conveniente. La composicion quimica de las particulas puede ser tan
variada como su forma. Pueden estar constituidas de materiales organicos (polimeros), inorganicos,
metalicos, semiconductores, superparamagnéticos, etc.
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Las propiedades fisicas y opticas de la particula elegida, deben ser totalmente conocidas para poder
definir el proceso de manipulacion y también, poder ajustar los parametros del sistema de deteccidn.
Las microparticulas poliméricas son sintetizadas por polimerizacion a partir de diferentes
combinaciones de mondmeros o copolimeros. Algunas de las particulas mas comunes son las
compuestas de poliestrireno (PS), polimetilmetacrilato (PMMA), polihidroxietilmetacrilato (pHEMA),
etc.

Ademas, por agregado de mondmeros funcionales durante la reaccion de sintesis, puede lograrse la
exposicion de grupos reactivos sobre su superficie que acttan en el acople covalente del ligando de
unién y en la estabilizacion de las mismas. Las particulas que no presentan grupos reactivos son
conocidas como microparticulas no funcionalizadas y las que disponen diferentes grupos reactivos son
conocidas como particulas funcionalizadas. En el caso de algunos test diagndsticos, el tamafio de la
particula puede ser critico para cumplir su funcién apropiada como en el caso de los test de flujo
lateral o puede ser un parametro secundario a otras propiedades como en el caso de técnicas de
separacion bioldgica. En los métodos PET, el diametro de la particula incide marcadamente en la fase
de deteccidn turbidimétrica y también, en la performance de la determinacion. Esto se debe a que el
tamafio de la microparticula determina la cantidad de superficie expuesta para llevar a cabo la reaccion
inmunolégica.

Asi, las microparticulas mas pequefias presentan mayor superficie por unidad de peso, que las de
mayor tamafio y requieren mayor cantidad de reactante (antigeno o anticuerpo) para su sensibilizacion.
También a medida que se reduce el didametro de las particulas se vuelve mas complicado su
procesamiento durante los lavados o cambios de medio circundante (centrifugacion, dialisis o
diafiltracion). +

Sensibilizacion de micropaticulas

Las microparticulas pueden ser cubiertas por moléculas de captura, tales como anticuerpos, proteinas,
péptidos, oligonucledtidos, etc. para ser usadas en diferentes aplicaciones diagnosticas. Basicamente,
las microparticulas pueden ser sensibilizadas por adsorcion, unién covalente o afinidad. La adsorcién
pasiva se establece basicamente por interacciones hidrofobicas entre la biomolécula y la particula
polimérica. Las estrategias de adsorcidn suelen ser mas sencillas, relativamente rapidas y requieren
menor optimizacion.

Debido a que la adsorcion requiere de multiples puntos de contacto entre la molécula y la particula,
esta estrategia se reserva generalmente para proteinas y microparticulas poliméricas no
funcionalizadas. La unién covalente requiere el uso de microparticulas funcionalizadas con grupos
carboxilicos 0 aminos que permiten formar un enlace covalente con la molécula que se requiere
acoplar. Si bien estas estrategias suelen requerir una mayor grado de optimizacion, permiten obtener
productos mas estables para el desarrollo de reactivos comerciales.

La afinidad de ligando se emplea para inmovilizar anticuerpos primarios a través de proteina A,
proteina G o anticuerpos anti-Fc, como asi también, para moléculas biotiniladas a través de particulas
con estreptavidina. Para lograr la optimizacion de esta etapa de sensibilizacion de microparticulas
dentro de la obtencion de un reactivo inmunoturbidimétrico PET, serd necesario:
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e ajustar la cantidad de ligando unido

e conservar la estructura del ligando que permita llevar a cabo el reconocimiento especifico de
la molécula de interés

e minimizar las interacciones inespecificas

e lograr que la unién formada sea estable en el tiempo

e mantener las microparticulas sensibilizadas en suspensidn, para obtener un reactivo liquido
homogéneo.

El alcance de estos requisitos basicos es el objetivo central dentro de la estrategia inicial de
sensibilizacion de microparticulas y constituye el marco para el disefio particular de un reactivo PET.

Perspectivas

Los métodos inmunoturbidimétricos basadas en microparticulas han comenzado a desplazar
paulatinamente otras determinaciones inmunoldgicas dentro del laboratorio bioquimico, por su amplia
versatilidad metodolégica, rapidez, sensibilidad y posibilidad de automatizacion, prometiendo
expandirse a nuevas y mas sensibles determinaciones.
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