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RESUMEN

Las enfermedades renales se han posicionado como cuadros patolégicos altamente limitantes,
que al encontrarse relacionada su aparicion con cuadros clinicos tan comunes como la diabetes,
su prevalencia ha continuado aumentando en afios recientes. Una deteccién oportuna de este
padecimiento permitiria proporcionar a los pacientes que la padezcan una mejor calidad de vida,
retrasando el desarrollo de la enfermedad o bien reduciendo sus limitaciones fisicas. Es en este
sentido que los biosensores toman importancia como herramientas para la deteccion de
biomarcadores asociados al dafio renal, dada la portabilidad y simpleza en su uso. La proteina
humana Cistatina C (Cys C) se ha posicionado como uno de los biomarcadores de enfermedad
renal més prometedores, debido a que mantiene una concentracion estable en orina y suero a
pesar del efecto de factores como la edad, la dieta o el sexo. En este trabajo, nanoparticulas de
carbono sintetizadas mediante coprecipitacion quimica y caracterizadas mediante microscopia
electronica de transmision, asi como por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) fueron funcionalizadas con papaina (cisteina proteasa) mediante la unién covalente de
sus grupos carboxilos con los grupos amino de la papaina usando los agentes 1-etil-3- (3
dimetilaminopropil) carbodiimida y N-hidroxisuccinimida, corroborando su formacion
mediante FTIR. Los nanocomplejos fueron fijados en un electrodo de carbono serigrafiado
usando Nafion al 5% y su inmovilizaciéon se determindé mediante voltamperometria ciclica

usando K4Fe(CN)e¢, 10 mM como indicador redox.

Cinco concentraciones conocidas de Cys C en un rango de 0.9 a 3.0 ug/mL fueron usadas para
establecer una curva de calibracién del biosensor, midiéndose la interaccidén entre los
nanoconjugados y la Cys C mediante voltamperometria ciclica, obteniendo valores de I en un
rango de 61.77 a 51.11 pA. Posterior a la obtencion de la curva de calibracion de Cys C; tres
muestras de suero provenientes de donadores sin antecedentes de dafo renal diagnosticado
fueron usadas para retar al sistema, siendo posible localizar los valores I en la curva de
calibracion; los valores I oscilaron entre 52.57 a 74.88, 45.50 a 75.31 y 42.48 a 79.17 pA
respectivamente. El sistema de biosensor desarrollado presento la cualidad de detectar a
concentraciones de Cys C incluso ante muestras provenientes de pacientes, por lo tanto, un
biosensor basado en biomarcador Cistatina C puede ser una plataforma prometedora para

disefiar detectores portdtiles de enfermedades renales.
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ABSTRACT

Renal diseases have been positioned as highly limiting pathological conditions, which to be
related to common clinical conditions as diabetes, its prevalence has been increased in recent
years. An early detection of this condition would allow to provide patients with a better life
quality, delaying disease development or reducing their physical limitations. It is in this way
that biosensors are important kidney damage biomarkers detection tools, given portability and
simplicity in their use. Human protein Cystatin C (Cys C) has been positioned as one of the
most promising kidney disease biomarkers, due to maintain a urine and serum stable
concentration, despite the factor effect such as age, diet or sex. In this work, carbon
nanoparticles synthesized by chemical coprecipitation and characterized by transmission
electron microscopy and by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) were conjugated
with papain (cysteine protease) whose amino groups were covalently bound to carboxyl groups
on carbon-nanoparticles using 1-ethyl-3-(3 dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) and N-
hydroxysuccinimide (NHS). The formed nanocomplexes were characterized by FTIR. The
nanocomplexes were fixed on a screen-printed carbon electrode using 5% Nafion and their
immobilization was determined by cyclic voltammetry using 10 mM K4Fe(CN)g as a redox

indicator.

Five known Cys C concentrations in a range of 0.9 to 3.0 ug/mL were used to establish a
biosensor calibration curve, measuring the interaction between nanoconjugates and papain by
cyclic voltammetry obtaining current values ranging from 61.77 to 51.11 pA. After obtaining
the Cys C calibration curve, three serum samples from donors without a history of diagnosed
renal damage were used to challenge the system, being possible to locate the I values in the
calibration curve where the I values ranged from 52.57 to 74.88, 45.50 to 75.31 and 42.48 to
79.17 A respectively. The developed biosensor system presented the quality to detect Cys C
concentrations even to samples from patients, therefore, a Cystatin C biomarker-based biosensor

can be a promising platform to design portable kidney disease detectors.
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1. INTRODUCCION

La diabetes se ha convertido en una de las problemdticas de mayor urgencia en la
sociedad dada su alta prevalencia y la tasa de crecimiento a nivel mundial. En el afio del
2014, la organizacién mundial de la salud estimé que cerca de 422 millones de adultos
presentaban esta enfermedad. Las muertes causadas por este padecimiento en el afo 2012
ascendieron a 1.5 millones, aunadas a las 2.2 millones de muertes derivadas de
complicaciones asociadas a su presencia. México se posiciona como una de las principales
naciones en donde los estragos provocados por la diabetes se han visto acrecentados en afios
recientes. Diversos organismos como la Organizacién Mundial de la Salud, la Organizacion
para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico, asi como el Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia han hecho publicos estudios en los cuales se evidencia el aumento en la
incidencia de personas con diabetes, el aumento en la mortalidad y los altos costos

econdmicos derivados de los tratamientos asociados a este padecimiento en nuestro pais.

Entre la gama de enfermedades asociadas al padecimiento de la diabetes, destacan las
nefropatias, no solo por las limitaciones fisicas que propicia en las personas que la padecen,
sino por la dificultad que ha representado su diagndstico en etapas tempranas, asi como la
falta de estandarizaciéon de protocolos sensibles y de fécil aplicacion que permitan la
deteccion y andlisis de biomarcadores asociados al dafio renal. Entre las diversas moléculas
que han sido consideradas como posibles biomarcadores de dafio renal, la Cistatina C se ha
posicionado como una de las mas prometedoras al ser capaz de dar indicios de un dafio renal
temprano, asi como no guardar relacion entre los hédbitos alimenticios del paciente, masa
muscular y edad. Diversos reportes han establecido como la variacion de Cistatina C en suero
ha presentado mayor relacion con respecto al nivel de dafio renal, volviendo mds precisos
ensayos como la tasa de filtracién glomerular cuando entre los elementos a tomarse en cuenta

se agrega la Cistatina C.

Debido al tiempo y consideraciones que deben tomarse en cuenta al momento de
analizar algunos de los biomarcadores de dafio renal por pruebas convencionales es que se
tiene la necesidad de desarrollar tecnologias como biosensores capaces de reducir costos y

tiempos de deteccion de moléculas de interés. Es en este sentido que la nanotecnologia se ha



alzado como una de las herramientas mds prometedoras para hacer frente a esta necesidad,
en especial las nanoparticulas de carbono dada sus capacidades electroquimicas han recibido
en afos recientes la atencién de diversos grupos de trabajo para su empleo en el desarrollo
de biosensores. El bajo costo en su sintesis, ser quimicamente inertes y su estabilidad son
algunas de las caracteristicas mds ventajosas que presenta el uso de este tipo nanoparticulas.
Es por estas razones que el desarrollo de un prototipo de biosensor basado en nanoconjugados
nanoparticulas de carbono y de papaina la cual es una molécula de bajo costo econémico y
capaz de fijarse a Cistatina C de forma especifica toma importancia en su funcién como una

herramienta en la deteccién de dafio renal temprano.



2. ANTECEDENTES

2.1 Diabetes

Es definida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como una enfermedad
cronica provocada por la incapacidad del pancreas para producir insulina suficiente o cuando
el organismo no utiliza eficazmente la que produce. La diabetes se encuentra entre las cuatro
enfermedades no transmisibles con caracter de intervencién prioritaria dada su prevalencia

(Organizaciéon Mundial de la Salud, 2016).

La diabetes puede clasificarse principalmente en Tipo 1 y Tipo 2 aunque existen
variantes de esta. La diabetes Tipo 1, también conocida como insulinodependiente o juvenil
se caracteriza por una produccion deficiente de insulina. Las causas de este tipo de diabetes
son aun desconocidas, aunque se conocen factores de riesgo que pudieran desembocar en la
aparicion de esta patologia. La diabetes Tipo 2 conocida como no insulinodependiente o de
edad adulta es debido al uso ineficaz de la insulina por el organismo y constituye el mayor
porcentaje de casos a nivel mundial, se sabe qué factores como sobre peso y sedentarismo se
encuentran relacionados con el desarrollo de esta enfermedad. Algunas de la variante de
diabetes reportadas se encuentra la conocida como diabetes gestacional, la cual consiste en
una hiperglucemia presente durante el embarazo alcanzando niveles superiores a los
normales, pero sin atravesar el umbral para poder ser diagnosticado como un caso de
diabetes. Aunque estas tres clases de diabetes son las mas comunes, no son las tnicas,
existiendo reportes de diabetes relacionadas a fibrosis quistica, diabetes secundaria a

farmacos y la diabetes de tipo MODY enfermedad (Organizacién Mundial de la Salud, 2016).
2.1.2 Estadisticas de la diabetes
2.1.2.1 Estadisticas de la diabetes en un contexto internacional

De acuerdo con las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud en 2014
cerca de 422 millones de adultos a nivel mundial presentaban diabetes, contrastando la
prevalencia mundial (normalizada por edades) registrada desde los afios 80 hasta el 2014 se
presenta un aumento del 4.7% al 8.5% en la poblacion adulta, por ende, se establece que

existe un incremento en los factores de riesgos asociadas al desarrollo de esta enfermedad



tales como obesidad y sobre peso. En el afio 2012, la diabetes fue causante de 1.5 millones
de muertes, aunado a provocar 2.2 millones de muertes al incrementar la susceptibilidad a
enfermedades cardiacas. Estadisticas globales han previsto que las muertes causadas por

diabetes podrian ver duplicadas para el aiio 2030 (Encarnacién Cruz, 2016).

En 2012, la diabetes propicié un costo mundial de aproximadamente $471,000
millones de délares en gastos de salud. Las zonas de América del norte y el Caribe poseen
los mayores costos con relacion al tratamiento de la diabetes, en estas zonas la prevalencia
de esta enfermedad ronda el 10.5% en la poblacién adulta. Para el afio 2030 se espera que el
costo de la diabetes y enfermedades concomitantes constara de 490,000 mil millones de

dolares (Federacion Internacional de Diabetes, 2012).
2.1.2.2 Estadisticas de la diabetes en México

Meéxico ocupa la sexta posicién entre las naciones con mayor incidencia de este
padecimiento, la diabetes se ha convertido en un problema grave de salud publica, pues se
estima que cerca de 10% de la poblacién mexicana presenta este padecimiento, aunque se
estima que este porcentaje podria verse duplicado por el alto nimero de personas que padecen

esta enfermedad y no han sido diagnosticadas (Encarnacion Cruz, 2016).

Para el afio 2014 reportes del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia mostraron
el incremento constante en la mortalidad causado por la diabetes desde el afio de 1984
alcanzando las 94,029 muertes posiciondndose como la principal causa de muerte a nivel
nacional. Un estudio posterior realizado por el mismo organismo reportd 16,785 muerte tan
solo en el afio 2016, lo cual consolida a la diabetes como una emergencia de salud en México

(INEGI, 2018b).

Segun los datos de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico,
Meéxico presenta el mayor crecimiento en la mortalidad por diabetes mellitus entre los paises
que se encuentran dentro de esta organizacioén. Con base a las prospecciones presentadas por
Encarnaciéon Cruz mediante el uso de los datos presentados por la OCDE y como supuesto
que la tasa de crecimiento de las defunciones se mantuviera al mismo ritmo, para el afio 2020
se presentarian 126,000 muertes por diabetes, cifra que representaria 5 veces mas que las

registradas apenas en el afio 1990. Con base a la tasa de defunciones en los estados de la
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Republica Mexicana, solo cinco estados se encuentran dentro del promedio de defunciones
presentado por la OCDE (0-60 defunciones por cada 100,000 habitantes), el resto de ellos se
encuentra entre las categorias de preocupante (60-70 defunciones), alarmante (70-80

defunciones) o urgente (80 o mds defunciones).
2.2 Complicaciones asociadas a la diabetes

La importancia en el control de la diabetes se ve aumentada al provocar diversas
complicaciones y enfermedades asociadas a la ineficacia o falta de tratamiento de esta
enfermedad, pues un alto nivel de glucosa en sangre puede derivar en retinopatias,

neuropatia, problemas cardiovasculares y nefropatias.
2.2.2 Retinopatia

Es considerada la complicacion més frecuente derivada de la diabetes mellitus
guardando relacién con el tiempo de evaluacion y el control metabdlico de la enfermedad.
La retinopatia diabética representa la segunda causa de ceguera en Latinoamérica solo por
detrds de la catarata. El manejo eficaz de los niveles en sangre de glucosa producidos por
padecer diabetes es uno de los métodos de control mds eficaces ante esta complicacion
(Covarrubias, 2017). En México, segun datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
en 2012 un 47.6% de los pacientes con diabetes externaron tener disminucion visual, 13.9%

fueron comprobados con dafios en la retina 'y 6.6% con pérdida de vista.
2.2.3 Neuropatia

La neuropatia es una de las complicaciones mas comunes tras mantener de forma
prolongada altos niveles de aztcar en sangre. El tipo de neuropatia es mayor en la periférica,
en la cual los nervios de mds afectados son los nervios presentes en los pies, causando dolor,
hormigueo y perdida de sensibilidad en estas extremidades. Existen preocupaciones
adicionales cuando una persona desarrolla la neuropatia periférica, pues la perdida de
sensibilidad en extremidades puede derivar en la falta de percepcion de lesiones, causando
laceraciones e infecciones que, dado el retraso en procesos de cicatrizacién presente en
personas diabética, pueden derivar en la amputacién del miembro (Inzucchi and Umpiérrez,

2016). Datos publicados por ENSANUT en el afio 2012 presentaba que cerca del 7.2% de



pacientes con diabetes mellitus tenian ulceras en pies y que el 2% habian sufrido de
amputaciéon. Por otro lado, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), la tasa de
amputacion de las extremidades inferiores en México era de 111.1 por cada 100,000

pacientes con diabetes en el afio 2013 (Cisnero et al., 2016).
2.2.4 Problemas cardiovasculares

El termino de problema cardiovascular se refiere a padecimientos que puedan
comprometer el funcionamiento normal del corazén y los vasos sanguineos, y representan la
causa ndmero uno de muestre en México. El impacto de la hiperglicemia en la predisposicién
a enfermedades cardiovasculares se encuentra bien estudiado y se sabe que pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 tienen el doble de riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares tales como infarto al miocardio, accidentes cerebro vasculares y
enfermedad vascular periférica siendo las enfermedades cardiovasculares la principal causa
de muerte en pacientes con diabetes con un 80% de los decesos causados por estos
padecimientos (Abdul-Ghani et al., 2017). Tal es la magnitud de la problematica en nuestro
pais derivada de los problemas cardiovasculares que se estima cada tres minutos ocurre un
ataque cardiaco. Aun no se ha reportado de forma fehaciente el nimero de personas en
Meéxico que presentan problemas cardiovasculares derivados de la mala atencién a un cuadro

de diabetes (Rosas-Peralta et al., 2017).
2.2.5 Nefropatia

Las nefropatias o enfermedades renales conforman un grupo importante de las
complicaciones que puede representar un mal manejo de los niveles de azdicar en sangre
pudiendo conllevar el desarrollo de una enfermedad renal cronica (CKD). Se sabe que entre
el 10 y el 20% de los pacientes con diabetes mueren por insuficiencia renal (Encarnacion
Cruz, 2016). De acuerdo con los resultados de ENSANUT 2012, al 1.4% de pacientes con
diabetes mellitus se les realizan didlisis peritoneales. Se estima que en nuestro pais cada afio
se desarrollan 40,000 casos nuevos de insuficiencia renal atribuidos en gran medida a la falta
de cultura preventiva, reportdndose con una tasa de crecimiento del 11% anual (Mendez-
Duran et al., 2010). La incidencia de cuadros clinicos como la CKD, asi como la aplicacion

el tratamiento convencional de didlisis o trasplantes de rifién, pudieran verse disminuidas de



forma importante mediante un aumento en la precision y veracidad de los métodos usados
para indicar los niveles de funcionamientos de los rifiones. Existen complicaciones en el
reconocimiento temprano de CKD debido a la precisién de los protocolos para la medicion
de creatinina empleados en diversos laboratorios clinicos tal como demostraron Ruiz-Arenas
y Sierra-Amor en su reporte del afio 2017 en donde al realizar un estudio piloto para
determinar la precision y confiabilidad de las pruebas para cuantificacién de creatinina
encontraron que el 58% de su poblaciéon a analizar no cumplian con los estdndares

internacionales.
2.3 Marcadores de dafio renal
2.3.1 Lipocalina asociada a gelatinasa de neutroéfilos (NGAL)

La lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos es una de las primeras moléculas
que se desencadena en el desarrollo renal, convirtiendo las células mesenquimales
embrionarias en células epiteliales para formar tibulos y completando el desarrollo de las
nefronas (Yang et al., 2002). El nivel de expresiéon de NGAL se ha relacionado con el grado
de disfuncidén renal y se cree puede ayudar a indicar el nivel de riesgo de pacientes a presentar
una disminucion rapida de la funcion renal. La presencia de NGAL de forma urinaria ha
demostrado servir como prediccion de una lesion renal antes de los cambios detectables en
la tasa de filtraciéon glomerular (TFG). En el afio de 2007, Mitsnefes y colaboradores
demostraron que los niveles plasmaticos de NGAL se correlacionaron inversamente con la
TFG en nifios con CKD con mejores resultados hasta ese entonces que el uso cistatina C
como un biomarcador ligado a dafio renal, en pacientes con funcion renal por debajo de 30
ml/min. También se ha sugerido que los niveles aumentados de NGAL podrian estar

asociados con dafio detectable que ocurre en el asa de Henle y en el tibulo contorneado distal.
2.3.2 Molécula-1 de lesion renal (KIM-1)

La molécula-1 de lesion renal es una proteina transmembranal cuya presencia se ha
detectado cuando existe dafio isquémico o toxico en rifién. Esta molécula no ha sido detectada
en orina de pacientes sanos por lo cual comenzé a ser usada como un marcador que funge
para discrepar entre pacientes con lesiones renales de aquellos que no lo estdn. KIM-1 se ha

relacionado con un rol fisiopatoldgico en la modulacién del dafio y reparacion tubular
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(Sayanthooran et al., 2017). El aumento de la presencia de proteinas en el filtrado glomerular,
asi como la ulceracion de los tubulos son factores que inducen la expresion de KIM-1, por
ende, una regulacién al alta de esta proteina es consecuencia de un dafio proximal tubular en
la nefrona. Entre los estudios que han empleado KIM-1 como un marcador de CKD resalta
el de Silva et al., donde se demostro la utilidad de esta molécula en la deteccién temprana de

CKD en comunidades agricolas en Sri Lanka.
2.3.3 Uromodulina

Es una glicoproteina relacionada con la proteccion de células tubulares de infecciones
del tracto urinario involucradas en pielonefritis crénica y urolitiasis (Sdemann et al., 2005).
Una reduccién en la cantidad de esta molécula se ha encontrado en pacientes con fibrosis
intersticial o atrofia tubular durante la CKD por ello la relacion que conllevan los niveles de
uromodulina con respecto al estado de avance de CKD han posicionado a esta molécula como
un biomarcador prometedor. Se sabe que la concentracién de uromodulina en pacientes con
CKD disminuye de forma considerable con base al desarrollo de la enfermedad, siendo que
en CKD de etapa 2 las concentraciones de esta molécula se encuentran en un promedio de
300 ng/mL mientras que en la fase 5 los niveles de uromodulina en sangre ya son
imperceptibles. La disminucién en la cantidad de uromodulina se ha relacionado con el
deterioro en la funcién tubular debido al dafio renal, asi como presentar una correlacion con
la eGFR asi como con la proteinuria indicando ser un predictor potencial de la progresion de

CKD (Rysz et al., 2017).
2.3.4 Creatinina

La creatinina es un producto derivado de la degradacion del fosfato en los musculos
y se trata de un indicador de la salud renal debido a que su excrecion es mediada por los
rifiones, situacion por la cual ha sido catalogada desde hace afios como un biomarcador del
estado de salud de los rifiones. Cuando se presenta dafio a nivel renal, los niveles de creatinina
en sangre se ven aumentados, pero disminuidos en orina, este evento se usa para calcular el
aclaramiento de creatinina correlacionado con la tasa de filtracion glomerular siendo la forma
mds comun en que los laboratorios clinicos realizan anélisis para estimar el dafio renal de los

pacientes (Ruiz-Arenas, 2017). La concentracion estdndar de creatinina en el organismo es



de 40-150 uM, para valores por mayores a 500 uM se considera la existencia de un dafo
renal severo. En gran parte de las ocasiones el andlisis de creatinina se realiza mediante
pruebas colorimétricas, las cuales pueden ser afectadas por diversos metabolitos y drogas
encontradas en el sistema, tales como glucosa, fructosa, cuerpos ceténicos, dcido ascérbico
y cefalosporinas. Por estas razones desde hace ya algunos afios se ha buscado la
implementaciéon de métodos basados en enzimas para aumentar la especificidad, pero
aumentando la complejidad de los métodos a realizar. Existen reportes en donde se establece
como las condiciones mencionadas pueden afectar el diagndstico acertado acerca de la
condicion renal de los pacientes, es por ello que impera la necesidad de eficientizar lo
métodos de deteccidn y cuantificacion de creatinina o de emplear nuevos marcadores de dafio

renal como los previamente mencionados (Akerblom etal., 2015).
2.3.5 Cistatina

El termino Cistatina fue acufiado en el afio 1981 por Alan Barret, para describir a una
pequeia proteina aislada de claras de huevos con actividad para inhibir la actividad de cistein
proteasas lisosomales. Posteriormente proteinas capaces de modular e inhibir cistein
proteasas y que evolucionaron de un gen ancestro en comun, fueron agrupadas en una nueva
superfamilia de proteinas llamada superfamilia de cistatinas. Andlisis bioinformaticos han
permitido esclarecer tres regiones conservadas entre las diversas cistatinas: un residuo de
glicina en la region N-terminal (G11 en la numeracion de cistatina C humana), un motivo
QXVXG en un bucle de horquilla y un motivo PW en un segundo bucle. Estas regiones
forman una superficie en la molécula de cistatina que puede acoplarse con el sitio de unién
al sustrato de las enzimas de la familia C1 (similar a la papaina). Estas similitudes en todo el
grupo, tomadas junto con su actividad comun, se han considerado suficientes para ubicar a
las cistatinas dentro de una sola superfamilia, la superfamilia de Cistatina (Barret, 1981;

Mussap and Plebani, 2014).
2.3.5.1 Clasificacion de las cistatinas
2.3.5.1.1 Cistatinas Tipo 1

Los miembros de la familia 1 son conocidos como stefins, localizadas de manera

intracelular y no son sintetizadas como pre-proteinas con un péptido sefial. Las Cistatinas A
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y B humanas, asi como las Cistatina o y B de rata son las proteinas representativas de esta
familia. Estas proteinas poseen cerca de 100 residuos de longitud y difieren de las cistatinas
del tipo dos en dos aspectos; la ausencia de puentes disulfuro en el loop 2 de las a helices y
la presencia de nueve residuos de aminodcidos en la regiéon C terminal. La Cistatina A
humana fue aislada por primera vez de células polimorfonucleares y es codificada por el gen
cystatin A; se sabe que su localizaciéon cromosomica se encuentra en la region 3q21 mientras
que el gen codificante de la Cistatina B se encuentra en la region 21q22.3 (Brzin et al., 1983;

Hsie WT et al., 1991).

2.3.5.2 Cistatinas Tipo 2

La familia de Cistatinas Tipo 2 es la que mayor numero de miembros posee, entre
ellos C, S, SN, SA, D, E/M y F (Mussan and Plebani, 2014). Estas proteinas presentan de
110-125 aminoécidos de longitud y cuatro residuos de cisteinas involucrados en la formacién
de dos puentes disulfuro caracteristicos de esta familia (Esnard et al., 1990). A diferencia de
la familia tipo 1, estas proteinas son traducidas con péptidos sefal, por lo cual son
consideradas como extracelulares. Las funciones de este tipo de cistatinas son muy variadas;
la cistatina D se considera un componente adicional del sistema de proteccion no inmune en
la cavidad oral, por otro lado, la Cistatina F conocida como leucocistatina se expresa en
células del sistema inmune como células-T, células pre-monociticas y células dendriticas
activadas, derivadas de células madre. Se han asociado funcién y expresion tejido especifica
de los diversos tipos de cistatinas debido a situaciones como la distribucién tisular restringida
de la cistatina S en saliva y la F/leucocistatina en el sistema inmune en contraposicion con la
expresion ubicua de E/M pero solo en piel durante el estado fetal y células de la membrana
amniotica, develando una funcién en el desarrollo embrionario (Freiie er al., 1993;

Hashimoto et al., 2000; Zeeuwen et al., 2001).

2.3.5.3 Cistatinas Tipo 3

Las cistatinas pertenecientes a la familia 3 se conocen como cinindgenos. Son
proteinas intravasculares, presentes en el plasma y la secrecion mamiferos. Los cinindgenos
representan los miembros mds complejos de la superfamilia de cistatinas y contienen tres

dominios similares a la Cistatina, cada uno de estos tres dominios tiene dos enlaces disulfuro
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en posiciones homoélogas a las de las cistatinas tipo 2. Se han identificado tres tipos de
cinindgenos: los de bajo y alto peso molecular, asi como el cininégeno T. Al igual que el
resto de cistatinas, los cininégenos se caracterizan por su habilidad de inhibir cistein

proteasas (Kellerman et al., 1989).

2.3.5.4 Cistatinas Tipo 4

También conocidos como fetuinas, los integrantes de la familia 4 se han identificado
como proteinas principales durante la vida fetal, en sangre y cerebro, aunque se sabe que los
cambios asociados con el desarrollo en los niveles de fetuina varian significativamente entre
las especies. Las fetuinas se consideran proteinas clave en varias vias metabolicas, incluida
la regulacion de la osteogénesis y la resorcion 6sea. Estas proteinas también llevan a cabo la
tarea de opsonizar las moléculas catidnicas que desactivan macréfagos y son clave en la etapa
de recuperacion de una respuesta de fase aguda a la inflamacion sistémica (Deneke et al.,

2003; James et al., 1996).

2.4 Cistatina C (CysC)

La cystatina C (CysC) es una proteina descrita en 1961 por Jorgen Clausen de
concentracion plasmatica y cuya eliminacion es exclusivamente mediante la funcién renal.
La proteina Cys C consta de un peso molecular de 13.3 kDa, constituida por una cadena de
120 aminodcidos, contiene cuatro residuos de cisteina unidos a través de dos puentes
disulfuro caracteristicos, Cys 73—-83 y Cys 97-117. Dada su codificacion por el gen CST3
ubicado en el cromosoma 20, puede ser producida en las células nucleadas, presentando una
tasa de sintesis estable y de amplia distribucion en tejidos. Al ser una proteina cisteinproteasa,
desempeifia la funcién de inhibir catepsinas involucradas en el catabolismo del coldgeno y de
la matriz celular. Por el pequefio tamafio que presenta (13.3 kDa) y por el punto isoeléctrico
que posee (9.3), su filtracion se lleva a cabo de forma libre mediante el glomérulo,
reabsorbiéndose en el tibulo proximal siendo catalizado por las células tubulares

(Bangiovanni et al., 2015).

Se ha descrito de forma completa el sitio de actividad de Cys C en humanos,
denotando la presencia de tres motivos conservados. El primer motivo corresponde a los

residuos L9-V-G11 en la region N-terminal; el segundo a los residuos Q55-I-V-A-G59 en un
11



bucle de horquilla y tercero a los residuos P105-W106. Estos tres motivos estan localizados
de forma cercana y estérica el uno del otro, formando una estructura en forma de cuia que

puede insertare en el sitio activo de las cisteinas proteinasas diana (Mason et al., 1998).

En afios recientes su empleo como un marcador de dafio renal en etapas tempranas ha
tomado mayor relevancia, debido a que la concentracién de Cys C en suero (0.53-1.02 mg/L)
y en orina (0.03-0.30 mg/L) no se ve influenciada por edad, sexo o ingesta de proteinas,
factores que si influyen en la variacion de otras moléculas usadas como marcadores de dafio
renal (Finney and Price, 2000; Grubb et al.,2005; Shlipak et al., 2006). La relacion entre el
aumento de Cys C en suero con respecto a la tasa de filtracion glomerular disminuida ha sido
una de las cualidades tomadas en cuenta para establecer esta molécula como un biomarcador

de dano renal temprano (Morales et al., 2018).
2.4 Nanoparticulas

Definidas como particulas que presentan un tamafio pequefio (1-100 nm), el cual es
medido a una escala nanométrica, estas han sido implementadas en diferentes areas de la
investigacion, puesto a que se caracterizan por tener distintas propiedades que las hacen
adecuadas para una tarea en especifico. El tamafio nanométrico les permite involucrase en
distintos procesos bioldgicos e interactuar con las moléculas, otra cualidad que es
dependiente del tamafio de la nanoparticula es la determinacion de ser particulas magnéticas,
cataliticas, termodindmicas o electroquimicas, ademds, dependiendo del material con el que
estdn elaboradas las nanoparticulas también se determina las propiedades fisicas y quimicas
especificas que presentaran. Una de las caracteristicas que presentan las nanoparticulas es el
poder evadir el sistema reticulo endotelial, debido a que es posible manipular la composicién

de su superficie asi como el tamaio (Faraji and Wipf, 2009; Sanvicens and Marco, 2008).

Podemos encontrar nanoparticulas elaboradas a base de materiales organicos
obteniendo liposomas, dendrimeros, nanomateriales de carbono y micelas, estas presentan

una excelente circulacion, penetracion y difusion (Sanvicens and Marco, 2008).

Por otro lado, las nanoparticulas inorgdnicas se encuentran elaboradas a base de silice
o albumina, sin embargo, el nicleo puede estar compuesto de distintos materiales tales como

los metales, 6xidos o sulfuros metalicos. Dentro de esta clasificacion se encuentran las
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nanoparticulas magnéticas, puntos cudnticos, nanoparticulas de poliestireno y metélicas (oro,

plata, niquel y 6xido de titanio) (Faraji and Wipf, 2009).

Las nanoparticulas poliméricas es otro tipo de nanoparticulas empleadas en el drea de
la medicina, estas estdn elaboradas a base de polimeros naturales (dextrano y quitosin) o
sintéticos (poly(acrilatos), poly(anhidridos), poly(acrilamidas) y poly(ésteres), son utilizadas
principalmente en la terapia para la administracién de farmacos, al proveerle proteccion y
control al agente acarreado (Gomez-Gaete, 2014). Este tipo de nanoparticulas pueden ser
biodegradables y biocompatibles, siendo capaces de reducir la inmunogenicidad evitando ser
detectadas por el sistema inmune. Algunos de estos polimeros han sido aprobados por la Food
and Drug Administration (FDA) para el uso como agentes terapéuticos en humanos al ser

degradables (Faraji and Wipf, 2009).

Los monocristales son agregados de moléculas capaces de recubrir en forma cristalina
algin agente terapéutico, sin embargo este tipo de nanoparticulas son implementadas en su
mayoria en el area de la ingenieria quimicas y en la imagenologia que en la medicina (Faraji

and Wipf, 2009).

En el campo de la medicina, las nanoparticulas presentan distintas aplicaciones en el
area de terapia y diagnostico de diferentes enfermedades, tales aplicaciones son el desarrollo
de biosensores, administracion de farmacos, tratamientos contra el cdncer y en la
imagenologia. Ademads de beneficiarse de las propiedades que proveen las nanoparticulas,
también podemos enriquecernos de las propiedades que presenta algiin agente terapéutico o
de diagnostico, debido a que este es posible anclarlo a la superficie de la nanoparticula o
encapsularlo. Entre los tipos de agentes de uso clinico podemos encontrar los
oligonucledtidos, acidos nucleicos, plasmidos, anticuerpos, enzimas, entre otras moléculas

(Rawat et al., 2006; Sanvicens and Marco, 2008).
2.4.1 Nanoparticulas para la deteccion de moléculas

Dadas las cualidades intrinsecas mostradas por nanoparticulas de diversos materiales,
asf como la aparicioén de nuevas propiedades regidas ahora por dimensiones cudnticas han
permitido la incursién de nanoparticulas en diversas dreas tales como medicina, ambiente,

industria por mencionar algunos, pues si algo comparten dichas dreas es que cada una
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presenta moléculas de interés a detectar como indicadores de enfermedades, dafio ambiental

o bien riesgo en procesos de manufactura (Khan et al., 2017).
2.4.2 Nanoparticulas para la deteccion de glucosa

Si existe una molécula a la cual se le haya dedicado un gran nimero de esfuerzos para
lograr una deteccién mds rdpida, simple, sensible y no invasiva es la glucosa. Dada la
creciente incidencia de desordenes metabdlicos tales como la diabetes, la necesidad por
desarrollar nuevas metodologias para una cuantificaciéon mas eficaz de esta molécula tomé
gran importancia médica. La principal caracteristica que se ha explotado para la deteccion de
glucosa es la habilidad mimética de peroxidasa que presentan las nanoparticulas como las de
oxido de hierro, las de oro y las de plata (Gao et al., 2017). En el afio de 2008, Wei y Wang
demostraron como las nanoparticulas de 6xido de hierro podian fungir como peroxidasa y
llevar a cabo una deteccion indirecta de glucosa presentando especificidad hacia esta
molécula, aunque este se trataba de un método colorimétrico, haciendo inexacta su

cuantificacion.

Hasta la posterior adopcién de tecnologias que permitieran fusionar las cualidades
miméticas de peroxidasa que presentan en diversos tipos de nanoparticulas con dispositivos
como electrodos serigrafiados, la deteccién de glucosa alcanzé un potencial comercial
importante. La tecnologia de IQ biosensor refleja la adopcion de tecnologias electrénicas con
respecto a materiales con propiedades biomiméticas, siendo esta tecnologia capaz de detectar
glucosa en saliva del usuario dejando atrés la necesidad de toma de muestra invasiva (Ali et

al., 2017).
2.4.3 Nanoparticulas para la deteccion de creatinina

Son diversos los intentos que se han llevado a cabo para lograr la deteccion de
creatinina en diversos tipos de muestras mediante el uso de nanoparticulas. Los esfuerzos
realizados para lograr esta actividad han sido basados en metodologias que permiten la
identificacion de forma colorimétrica, principalmente mediante el empleo de nanoparticulas
de oro, haciendo uso de la actividad sinérgica entre la creatinina y la adenosina con Ag*
mostrando cambios en la absorcion en las nanoparticulas de oro (A630 nm/520 nm) con

relacion a la concentracion de creatinina en la muestra (Du et al., 2016). Existen reportes de
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metodologias con capacidad de deteccion de hasta 13.7 mg/L con la condicionante de
necesitar una extraccion de la creatinina proveniente de la orina del paciente mediante una
matriz solida, situacién que, aunque permite una mayor deteccion y especificidad vuelve més

complejo el proceso de deteccion (Sittiwong and Unob, 2015).
2.4.4 Nanoparticulas de carbono

La inclusién de las nanoestructuras abarca grandes campos, entre ellos el dmbito
cientifico el uso de nanoparticulas que permitan €l envié de farmacos o la deteccion de
moléculas de interés ha acaparado una gran importancia en afios recientes. De entre los muy
variados tipos de nanoparticulas existentes las nanoparticulas de carbono han tomado
especial importancia, pues mientras otros tipos de nanoparticulas requieren para su sintesis
agentes dafiinos tanto para la salud del personal como para el ambiente, este tipo de
nanoparticulas no presenta dichas situaciones teniendo lugar su sintesis mediante materiales
inocuos como glucosa o quitosano, los cuales ademads se posicion en precios menores que los
necesarios para la sintesis de nanoparticulas de oro o plata abaratando el costo de produccion.
El uso de estas nanoparticulas permite obtener una mayor relaciéon de superficie volumen
permitiendo un aumento en la transferencia de electrones, sumado a que dadas las
propiedades cudnticas del carbono la conductividad de este elemento se encuentra dentro de
las més altas. Al igual que obtener cualidades fisicas como las ya mencionadas, las
nanoparticulas de carbono por lo general estan provista de un nicleo metélico el cual permite
una mayor estabilidad en la energia superficial de la nanoparticula. Por lo mencionado se
reporta que las nanoparticulas de carbono ofrecen ventajas como propiedades
electroquimicas, inercia de reacciones, bajo costo y toxicidad, asi como una buena estabilidad

quimica (Lai et al., 2017).
2.5 Electrodos Serigrafiados

Los electrodos serigrafiados o SPEs por sus siglas en inglés, son dispositivos
desechables elaborados mediante una tecnologia de impresidon con tintas que posean
cualidades electroquimicas sobre substratos cerdmicos o plédsticos por lo general. El
comienzo en la elaboracidon de estos soportes recae en el uso de una plantilla que definird la

forma y tamaio del electrodo, y a través de la cual se adicionard la tinta que se requiere ya
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sea grafito, oro, carbon, etc. Una vez solidificada la tinta, mediante tratamiento termales, una
segunda tinta aisla los sitios conductimétricos del electrodo. La aparicion de este tipo de
matrices aumento la posibilidad de realizar andlisis electroquimicos para los investigadores,
debido a que los requerimientos de muestras a analizar y de material necesario son bajas por
su proceso de miniaturizacién a micro volimenes, ademds de no requerir infraestructura
compleja o personal altamente capacitado para su uso, sin perder de vista la portabilidad que

estos sistemas otorgan (Kadara et al., 2009; Mohamed, 2016).
2.5.1 Electrodos serigrafiados de carbono

Como se mencion6 con anterioridad la seleccion de las tintas durante la impresion de
los electrodos es dependiente del uso y cualidad que se busque otorgar, para un uso
electroquimico materiales como el oro y la plata han sido reportados en multiples trabajos
debido a sus buenas cualidades conductimétricas, més sin embargo los costos de su empleo
son elevados en comparaciéon con otro materiales: es por ello que el uso de carbono
principalmente su alétropo grafeno cobran importancia, esto debido a ser conocido como un
buen conductor eléctrico, otorgandoles estas cualidades al dispositivo, en forma dependiente
de la obtencion del carbono, puede otorgar facilidades para la funcionalizacion del
electrodos, tales como grupo carboxilos activos mediante conjugacion quimica o bien grupos
amino si su sintesis se lleva a cabo a partir de elementos como el quitosano (Khaled et al.,

2008; Lai et al., 2017).
2.6 Biosensores

Un sensor es definido como un dispositivo capaz de detectar una accion externa bien
sea luz, temperatura, presion, etc (Buenguer et al., 2012). Proveniente del latin sensire cuyo
significado es detectar y bios con significado de vida, el termino biosensor por etimologia da
significado a un sensor cuya fase sensora o detectora es de origen biolégico. Por otra parte,
la [IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) le da una definicién maés
especifica como un dispositivo que mediante reacciones bioquimicas mediadas por enzimas,
inmunosistemas, organelos tejidos o células puede detectar compuestos quimicos a través de

sefales eléctricas, térmicas u opticas generalmente (IUPAC, 1997).

16



Todos los sensores se componen de dos elementos principales el receptor y el
transductor. El receptor es el elemento que recibe la sefial proveniente del medio en forma
de energia eléctrica y el cual pasa dicha informacioén al transductor, que serd el encargado de
transducir esa energia en datos interpretables y cuantificables para el andlisis de la respuesta;
en los biosensores el receptor es el elemento bioldgico del sistema (Gordely VI, 2002). El
elemento receptor de un biosensor puede ser muy variado y es esta versatilidad lo que ha
propiciado la incursién de los biosensores en muy diversos campos de aplicacion y explica
el creciente interés en afios recientes que ha presentado, la capacidad de usar enzimas, o
materiales de actividad miméticas a enzimas en el desarrollo de biosensores més especificos

y sensibles que los desarrollando en antafio (Ali et al., 2017).

El primer intento formal por elaborar un biosensor se dio en el afio de 1950 cuando
Leland Clarck intent6 desarrollar un dispositivo capaz de medir la reduccién de oxigeno en
sangre mediante un electrodo de platino relacionando la cantidad de oxigeno con la corriente
mediada por el electrodo. Posterior a esta primera aproximacion hacia la elaboracion de
biosensores, en 1962 Clarck y Lyons acoplaron al anterior sistema de Clarck una membrana
semipermeable con la enzima glucosa oxidasa permitiendo determinar la concentracién de
glucosa en sangre creando de esta manera el primer biosensor propiamente dicho. Posterior
a estos trabajos mencionado los elementos bioldgicos acoplados al transductor han sido
sumamente variado propiciando una amplia gama de aplicaciones desde el sector médico
para la deteccién de tumores o metabolitos en sangre hasta en la milicia para la deteccién de

material biolégico peligroso previniendo ataques de bioterrorismo (Ali et al., 2017).
2.7 Clasificacion de biosensores

No existe una clasificacion establecida para los biosensores, mds sin embargo de
forma comun se asocia su clasificacion a dos factores, siendo el bioreceptor y el transductor

los elementos tomados en cuenta para lograr la clasificacion (Ali et al., 2017).

2.7.1 Clasificacion de biosensores con base al bioreceptor

Son diversos los elementos bioldgicos empleados en los biosensores, entre ellos
podemos encontrar enzimas, anticuerpos, proteinas, células completas y dcidos nucleicos a

continuacion el principio de cada elemento serd descrito (Alhadrami et al., 2018).
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2.7.1.2 Biosensores enzimaticos

En este tipo de biosensores una enzima es empleada como bioreceptor siendo
inmovilizada en la superficie del transductor. las ventajas de usar enzimas, como la alta
especificidad de las interacciones enzima-sustrato, su principio de deteccién se basa en la
presencia de ciertos analitos, midiendo cambios como: la concentracién de protones (HY), la
liberacion o absorcidn de gases (CO2, NHs, Oo, etc.), emision de luz, absorcion o reflectancia
o emision de calor, que se produce durante el consumo del sustrato o la formacion del
producto de una reaccién enzimadtica. El transductor luego convierte esos cambios en sefiales
medibles (sefiales eléctricas, opticas o térmicas) que se utilizan para identificar analitos de

interés (Nguyen et al., 2019).
2.7.1.3 Biosensores basados en proteinas receptoras

Esta clasificacién se trata de los biosensores que basan su funcionamiento en
proteinas no cataliticas y dependen de la capacidad de las proteinas de membrana celular para
actuar como receptores. Estos receptores permiten la transduccion de la senal de unién a
través de la membrana ya sea por receptores metabotropicos o por receptores ionotropicos

(Alhadrami et al., 2018).

2.7.1.4 Biosensores basados en anticuerpos

También conocidos como inmunosensores, este tipo de sistemas son los mas
reportados en la actualidad dada la simpleza en los procesos de inmovilizacién y la
versatilidad de su empleo. Como su nombre lo indica estos dispositivos basan su principio
en la reaccién antigeno-anticuerpo, son altamente empleados para deteccion de
biomarcadores para padecimientos tales como céncer, diabetes y enfermedades renales. Su
aplicacién no solo se limita al sector médico, sino también su incursion a nivel industrial se
ha visto reflejado en afios recientes mediante el uso para la deteccion de patégenos en
alimentos o metabolitos secundarios de procesos fermentativos. El funcionamiento de estos
sensores es similar al presentado por técnicas convencionales como ELISA y western blot,
aunque de una forma miniaturizada, si perder sus propiedades sensitivas y especificas. El uso

de transductores electroquimicos es empleado para estos sensores debido a ser capaces de
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registrar la actividad eléctrica propiciada por la interaccién entre el antigeno y el anticuerpo

(Choi et al., 2018).

2.7.1.5 Genosensores

Este tipo de biosensores basa su funcionamiento en el uso de aptdmeros ya sea de
DNA o RNA, estos dispositivos son usados como alternativas al uso de anticuerpos dada su
estabilidad, especificidad y bajo costo. Los aptdmeros son definidos como 4cidos nucleicos
(ssADN o ssARN) de una longitud cercana a los 100 nucledtidos. Los biosensores basados
en aptdmeros de ADN pueden unirse selectivamente con una especificidad y afinidad a
bacterias, virus, proteinas, hormonas, etc. Los tipos de enlaces utilizados en esta unidén son
principalmente enlaces de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals. El desarrollo de aptameros
permitié la fabricacién de dispositivos biosensores innovadores con gran estabilidad y
especificidad, menor costo y estrategias de deteccion mucho mds simples en comparaciéon

con los inmunosensores (Aldrahami et al., 2018).

2.7.1.6 Citosensores

Este tipo de biosensor por lo general se basa en técnicas microbioldgicas y de
ingenieria genética para aprovechar el uso de genes reporteros luminiscentes, estos
biosensores pueden usar células procariotas o eucariotas para obtener informacién acerca de
la composicién quimica, toxicidad, carcinogenicidad y mutagenicidad de diversos
compuestos de una forma rapida y sencilla. El desarrollo de citosensores de células no solo
permite informar la presencia o ausencia del producto quimico bajo investigacion, sino
también para medir con su concentracién subletal, ademads, brindan informacién con alta

especificidad sobre la fraccion biodisponible de los elementos de interés (He et al., 2018).

2.7.2 Clasificacion de biosensores con base al bioreceptor

Mediante la clase de elemento transductor que posean, los biosensores pueden ser

clasificados en cuatro categorias como se describirdn a continuacion.
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2.7.2.1 Biosensores opticos

Los biosensores Opticos basan su funcionamiento en elementos capaces de emitir una
sefial proporcional a la concentracion del analito de interés. La resonancia de plasmén de
superficie (SPR), la fluorescencia de onda evanescente y la interferometria de guia de onda
Optica utilizan el campo evanescente cerca de la superficie del biosensor para detectar la
interaccion del elemento de bioreconocimiento con el analito. Existen dos clases principales
de biosensores Opticos: en el uso sin etiqueta de marcaje la sefial detectada se genera
directamente por la interaccion del material analizado con el transductor. En contraste, la
deteccion basada en etiquetas implica el uso de un elemento capaz de emitir una sefial 6ptica

mediante un método colorimétrico, fluorescente o luminiscente (Damborsky et al., 2017).

2.7.2.2 Biosensores termométricos

Los biosensores termométricos son capaces de medir la absorcién o la emision de
calor reflejado como una variacion de temperatura dentro del medio de andlisis. Estos
dispositivos permiten la cuantificacion de eventos cataliticos entre enzima y sustrato
mediante diversos enfoques como la termometria o colorimetria. En estos sensores el total
de la absorcion o emision caldrica es proporcional a la entalpia del sistema y al nimero de
moléculas formadas en reacciones bioquimicas por citar un ejemplo (Ramanathan and

Danielsson, 2001).

2.7.2.3 Biosensores sensibles a masa

Este tipo de dispositivos ofrecen diversas ventajas por sobre otras tecnologias de
biosensores, debido a su capacidad de operacién en tiempo real y el monitoreo en entornos
de liquidos, gaseosos o incluso al vacio. Sin embargo, la mayoria de estos biosensores se
usan con menos frecuencia debido al empleo de materiales piezoeléctricos como
transductores de sefial, por lo tanto, la sensibilidad tiende a ser menor que en técnicas como

resonancia de plasmén superficial.

Los biosensores de microcantilever son ejemplos de biosensores sensibles a la masa.
Las principales caracteristicas de los biosensores microcantilever son sus limites de deteccion

inferiores en comparacion con los métodos clésicos y sus dimensiones mindsculas (menos
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de 1073 mm?), lo que significa que se requiere una cantidad minima de ambos receptores y

analito para el ensayo (Alhadrami et al., 2018).

2.7.2.4. Biosensores electroquimicos

Entre la gama de biosensores existentes los electroquimicos presentan el mayor
ndmero de trabajos reportados para su uso en diversos dmbitos, esto debido a cualidad como
ser sencillos de operar, econdmicos, sensibles, portétiles y simples de construir (Zhu et al.,
2014). La aparicién de sistemas miniaturizadas capaces de fungir como potenciostatos,
aunado a la aparicion de los SPEs con tintas y materiales con capacidades electroquimicas
prometedoras aumentaron el nimero de grupos de investigacion avocados en desarrollar
biosensores electroquimicos capaces de solventar problemas sociales de una forma sencilla
y de bajo costo, sin perder la capacidad de ser altamente sensibles y especificos. Como lo
indica su nombre el principio de estos biosensores se basa en que el elemento transductor es
capaz de convertir una sefial electroquimica en el medio, la cual por lo general es el paso de
electrones, en una sefial cuantificable. De acuerdo con el principio de deteccion que los
biosensores electroquimicos empleen pueden ser subclasificados en cuatro categorias:

amperométricos, potenciométricos, conductimétricos y voltamétricos.

2.7.2.4.1 Biosensores amperométricos

La sefal de estos biosensores se produce por un intercambio de electrones entre el
componente bioldgico y el electrodo. Los biosensores amperométricos funcionan mediante
la produccién de una corriente cuando se aplica un potencial entre dos electrodos y el analito
experimenta, o participa en, una reaccion redox que puede seguirse midiendo la corriente en
una celda electroquimica. El analito que se mide o la biomolécula involucrada con €l cambia
su estado de oxidacion en el electrodo. La sefial de transferencia de electrones se mide y es
proporcional a la cantidad de especies activas en el electrodo redox. La técnica
electroquimica tipica que se realiza cuando se trabaja con biosensores amperométricos es la
cronoamperometria, en la cual la corriente se mide en funcién del tiempo, cuando se aplica

un potencial constante adecuado (Sadeghi, 2013).
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2.7.2.4.2 Biosensores potenciométricos

Los biosensores potenciométricos generalmente dependen de una reaccion
bioquimica que conduce a una especie quimica mds simple y su posterior deteccion
electroquimica. En sensores potenciométricos, la diferencia de potencial entre un electrodo
de referencia y el electrodo indicador se mide, con un voltimetro de muy alta impedancia, en
condiciones de flujo de corriente casi nula. El electrodo de referencia proporciona un
potencial constante contra el cual el potencial del electrodo indicador varia dependiendo de

la actividad de un ion en la muestra a analizar (Yunus et al., 2013).

2.7.2.4.3 Biosensores conductimétricos

Se trata de la categoria menos comun de biosensores, reportados por lo general como
herramientas de uso en cromatografias y como sensores quimicos para la concentraciéon de
diversos gases. Los biosensores conductimétricos basan su fundamento en que por lo general
las reacciones enzimadticas implican el consumo o la produccion de especies quimicas
cargadas y por lo tanto conducen a un cambio en la composicion idnica de la muestra
analizada. Los biosensores conductimétricos tienen ventajas importantes, ya que no necesitan
el uso de un electrodo de referencia, son insensibles a la luz; y se pueden miniaturizar e
integrar ficilmente utilizando una tecnologia de pelicula delgada o serigrafiado en los
electrodos. Mas sin embargo se considera que los liquidos analizados tienen una
conductividad de fondo que es significativa, que puede ser modificada facilmente por
diferentes factores, por lo que se presume que la selectividad de este método es baja y, por lo
tanto, su uso potencial para diferentes aplicaciones no es completamente fehaciente

(Jaffrezic-Renault and Dzyadevych, 2008).

2.7.2.4.4 Biosensores voltamétricos

Estos biosensores obtienen informacion del analito llevando a cabo una variacion en
el potencial y luego midiendo la corriente resultante. Es, por tanto, una técnica clasificada
como voltamperométrica. Dado que hay diversas maneras de aplicar una variacién en el
potencial, también hay muchas formas de voltametria, tales como: polarografia, barrido
lineal, escalera diferencial, pulso normal, pulso inverso, pulso diferencial, entre otras. La

técnica mayormente usada en este tipo de biosensores es la voltamperometria ciclica, util
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para obtener informacién sobre el potencial redox y las velocidades de reaccion
electroquimica de las soluciones de analito. La voltamperometria ciclica se basa en la
aplicacion de un barrido de potencial de una carga positiva a una negativa, una vez cumplido
el rango del potencial, se realiza un barrido, pero ahora en sentido inverso, la corriente
producida en este lapso es reportada y guarda relacion con la concentracion del analito que

se esta analizando (Touhami, 2014).
2.8 Biosensores para la deteccion de Cys C

El primer biosensor empleado para la deteccion de Cys C data del afio 2002, pese a
esfuerzos anteriores para detectar dicha proteina, pero sin cumplir con los pardmetros para
ser considerados como biosensores debido a la nula portabilidad del sistema y la considerable
cantidad de tiempo necesaria para el analisis (Pergande and Jung, 1993). El grupo de trabajo
de Nedelkov y colaboradores reportaron en 2002 un biosensor para la deteccion de Cys C
basado en el uso de espectrometria de masas y resonancia de plasmoén superficial (SPRI) tras
la fijacion de anticuerpos de captura para la deteccion de la proteina de interés. Para el afio
2012, Bleher y colaboradores reportaron un biosensor para Cys C basado en espectroscopia
de interferencia reflectométrica tras su inmovilizacién con anticuerpos sobre una matriz de
vidrio logrando un rango de deteccién de entre 0.53 a 1.02 mg/L. Durante el mismo afio el
grupo de trabajo de Gorodkiewicz desarrollo un dispositivo capaz de inmovilizar y detectar
Cys C mediante el uso de bromelina, quimiopapaina y ficina tras la formacion de complejos
enzima-inhibidor y analizado mediante el uso de SPRI, logrando un limite de deteccion de
0.1 pg/mL en muestras de saliva, orina y suero. Un método de fluorescencia para la deteccion
de Cys C fue reportado por Lin y colaboradores en 2013 basado en nanoclusters de oro como
sondas fluorescentes estabilizados con albumina sérica bovina (BSA), que al ser degradada
por papaina interrumpe fluorescencia, y al encontrarse Cys C en medio es capaz de

restaurarse.

Para el afio 2016, surgieron las primeras aproximaciones electroquimicas para el
desarrollo de biosensores dirigidos a Cys C siendo el primero de Mi y colaboradores, el cual
se basé entre la interaccién de nanobodies y nanotubos de titanio, los cuales al interactuar
con Cys Cy bajo irradiacion presentaba un aumento caracteristico en la fotocorriente, siendo

capaz de dar indicios de la presencia de la proteina incluso en concentraciones de picogramos.
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A este reporte le sigui6 el trabajo de Yang en el mismo afio, logrando desarrollar un
sistema de conversion de proteica altamente basada en el desplazamiento de la cadena de
ADN inducida por una inmunorreaccién y por la exonucleasa T7 asistida por la amplificacion
enzimadtica ciclica de la proteina para la deteccidon de Cys C. A pesar de lograr la deteccion
de Cys C todos los procedimientos previamente mencionados requerian de procesos e
instrumentos complejos para su desarrollo contraponiéndose con las necesidades que buscan
solventar los biosensores, puesto que se buscan pruebas rdpidas y que no requiera de personal
altamente capacitado para su uso, sino que su empleo se lleve a cabo en campo. El primer
trabajo que representd un esquema de deteccién sencillo fue presentado por Desai y
colaboradores en 2018 tras desarrollar un sistema de detecciéon de Cys C mediante la
inmovilizacién de papaina en un electrodo de oro funcionalizada con nanotubos de carbono
y analizado mediante espectroscopia de impedancia electroquimica y voltamperometria de
pulso diferencial, logrando una deteccion minima de 0.58 ng/L en un tiempo de respuesta de
10 minutos. Como se ha revisado, son multiples los trabajos reportados para la detecciéon de
Cys C, mds sin embargo ninguno ha buscado relacionar los valores electroquimicos con

estadios de CKD.
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3. JUSTIFICACION

La diabetes se ha convertido en una emergencia de salud publica en México,
catalogada como una enfermedad metabdlica crénica de intervencion inmediata o prioritaria
por parte de las autoridades del sector salud. Derivados de cuadros diabéticos los
padecimientos renales, también llamados nefropatias conforman un grupo de cuadros
patolégicos con dificil diagndstico en etapas tempranas, conllevando a una evolucién de la
enfermedad que redunda en la disminucion severa de la actividad renal viendo limitada la

esperanza y calidad de vida de los pacientes que presentan estos padecimientos.

Debido a las limitaciones que presentan las pruebas actuales para la deteccion de dano
renal en etapas tempranas, asi como la falta de marcadores de dafo renal en etapas iniciales,
el uso de la nanotecnologia representa una herramienta de importancia para el desarrollo de
un prototipo de biosensor basado en nanoconjugados nanoparticulas de carbono y papaina
capaz de detectar el biomarcador Cistatina C, una molécula que en afios recientes ha recibido
atencion importante debido a que su concentracion en suero y orina no se ve afectada por

edad, sexo, dieta 0 masa muscular del paciente.
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4. HIPOTESIS

El desarrollo del nanoconjugado nanoparticula de CNPs/Papaina integrado a un
electrodo de carbono serigrafiado permite la deteccion de la proteina Cys C en muestras de

suero humano.

S. OJETIVO GENERAL

Desarrollar el prototipo de un biosensor electroquimico portatil basado en el

nanoconjugado CNPs/Papaina para la deteccion de la proteina Cys C.
5.1 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Sintetizar y caracterizar las CNPs y los nanoconjugados de CNPs/Papaina.

2. Desarrollar el prototipo de biosensor utilizando los nanoconjugados CNP/Papaina y

el sistema SPCE como matriz portétil.

3. Analizar la efectividad del prototipo de biosensor para la deteccion de la proteina Cys

C.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diagrama general
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Figura 1. Diagrama experimental general del proyecto.

6.2 Sintesis de nanoparticulas de carbono Fe3Q4 por coprecipitacion
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En primera instancia, para la formacion del niicleo magnético de las nanoparticulas

se siguid el método reportado por Bae y colaboradores en 2012. Se disolvieron 202.6 mg de

FeSO47H20 y 546.1 mg de FeCls-:6H20 en 50 ml de ddH2O, una vez disueltos, se agregaron

mediante goteo 15 mL de NH4OH (Productos Quimicos Monterrey) y se incub6 por 2 h bajo

agitacion magnética a 60 °C con un flujo continuo de nitrégeno. Una vez terminado el tiempo

de reaccidn, se recuperaron los nicleos magnéticos mediante un campo magnético externo y

se lavaron con ddH>O, etanol y acetona de forma secuencial en un total de diez ciclos y se

secaron durante 12 h a 25 °C. Tras el proceso de secado se dispersaron los nicleos magnéticos

en una solucién de quitosdn al 0.5 M y se sonicaron durante 5 horas a 25 °C para obtener la

cubierta de carbono.
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6.2.1 Sintesis de nanoparticulas multicore por coprecipitacion

Para la adicién de multiples nicleos en las nanoparticulas se sigui6 la metodologia
presentada en el apartado 6.2 agregando dos fases extra de incubacion. Para la obtencion de
multiples nidcleos se disolvieron 202.6 mg de FeSO47H20 y 546.1 mg de FeClz-6H20 en 50
mL de ddH>O, una vez clarificada la solucién se agregaron 15 mL de NH4OH mediante goteo
y se incubd la solucién durante 30 min en agitaciéon magnética a 50 °C agregando un flujo
continuo de nitrogeno. Para la etapa de maduracion de la muestra, se sonic6 la solucién
durante 1 h, para posteriormente incubarse a 80 °C por 1 h; terminada la etapa de incubacion,
los nucleos magnéticos se separaron usando un campo magnético externo para ser lavados
con ddH-»O, etanol y acetona durante diez ciclos y se dejaron secar 12 h a 25 °C, finalmente
los nucleos magnéticos fueron dispersados en una solucién de quitosan al 0.5 M y se

sonicaron durante 5 h a 25 °C para obtener la cubierta de carbono.

6.3 Preparacion de los nananoconjugados CNPs/Papaina e inmovilizacion en el

electrodo de trabajo

Se utilizaron 10 uL. de CNPs en una concentracion de 1 mg/mL las cuales se
depositaron sobre la superficie del electrodo de trabajo del SPCE dejandolas incubar por 24
h a 25 °C. Una vez sobre la superficie del electrodo, se agregaron 10 uL de una solucién
volumen-volumen de EDC y NHS al 20 mM, dejando incubar la reaccién por 24 horas a 25
°C. Posteriormente se depositaron 10 pL de papaina en una concentracion de 10 mg/mL sobre
el electrodo de trabajo, nuevamente incubando por 24 h a 4 °C, pasado el tiempo de
incubacion se agregaron 2 pLL de Nafion al 5% sobre el electrodo de trabajo y se mantuvieron

los electrodos a 4 °C hasta el momento de su uso.
6.4 Deteccion de Cys C

La funcionalidad del sistema se midi6 mediante andlisis de voltamperometria ciclica
(CV) usando ferrocianuro de potasio como un indicador redox y con barridos de potencial de
0.7 a -045 V, con un rango de escaneo de 0.05 V/s utilizando el potenciostato
910PSTATmini (Metrohm). Se usaron diversas concentraciones de Cys C (0.9-3.0 pg/mL)
en un volumen de 10 pL, las cuales fueron incubadas durante 20 min a 25 °C sobre la

superficie del electrodo de trabajo, el electrodo fue posteriormente lavado con agua Milli-Q
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y secado a 25 °C. La deteccién de Cys C también se realizé retando el sistema ante suero
humano extraido de tres pacientes sin registro de dafo renal, para ello 1mL de sangre fue
extraido mediante venopuncién en tubos sin heparina para posteriormente ser centrifugados
a 2000 G durante 5 min. Una vez obtenido el suero, éste fue analizado mediante el prototipo
de biosensor sin la adicién de Cys C y con posteriores adiciones de 0.9, 1.6 y 3.0 ug/mL del

biomarcador.

6.5 Caracterizacion del biosensor

Caracteristicas como morfologia y composicién de las CNPs y de los nanoconjugados
fueron observados mediante microscopia de fuerza atomica (AFM) y microscopia electrénica
de transmision (TEM). El tamafio fue determinado usando el andlisis de dispersion de luz
dindmica (DLS) utilizando un Zetasizer Nano ZS90 (Malvern) y TEM. La formacién de
enlaces amida de los nanoconjugados se determiné mediante espectroscopia infrarroja de
transformada de Fourier (FTIR) mediante Spectrum V5.31 en un rango de frecuencia 400—
4000 cm!. La técnica de CV fue utilizada para analizar las cualidades conductimétricas de
los diversos componentes del biosensor, asi como para determinar la concentracién de Cys

C presente en las muestras.
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7. RESULTADOS

Los primeros resultados obtenidos mediante el proceso de cooprecipitacién no

demostré grandes cambios comparados con el proceso hidrotermal, obteniendo en los

primeros intentos tamafos de 1469 nm con PDI de 0.240, al ser sometidas a procesos de

sonicacion las nanoparticulas presentaron un tamafio de 155.1 nm con PDI de 0.415 y al

pasarlas por una etapa de filtrado mostraron diversas poblaciones que mediante DLS no

pudieron determinarse de manera correcta (Figura 2).

Z-Average (d.nm): 1469
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Result quality : Good
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0.000 b) pdl: 0.415
0.000 Intercept: 0972
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Figura 2. DLS de CNPs resuspendidas en H20 MQ obtenidas a partir del método de sintesis por

coprecipitacion. a) DLS del material obtenido durante la sintesis. b) DLS del sobrenadante obtenido. ¢)

Tamafio presentado por las nanoparticulas tras ser filtradas.

Tras ajustes en la forma de administrar el hidréxido de amonio a la mezcla precursores

magnéticos, se pudo establecer una forma de sintetizar magnetita con tamaflo y caracteristicas

deseadas, obteniendo tamafios menores a los 200 nm como se muestra en la figura 3.
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1731 Peak 1: 2044 96.6 99 80
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Result quality : Good
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Figura 3. DLS CNPs resuspendidas en H:0 MQ obtenidas a partir del método de sintesis por

coprecipitacion. a) DLS de la magnetita obtenida durante la primera sintesis. b) DLS la magnetita obtenida

tras la segunda sintesis.

Una vez obtenida la magnetita se busco recubrirla con carbono, en primera instancia

mediante procesos de sonicaciéon en temperatura adicionando 2% y 3% de glucosa a la

solucion de magnetita (Figura 4) sin obtener resultados satisfactorios.
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Z-Average (d.nm). 203.5 Peak 1: 2289 975 a7.15
a) Pdi: 0217 Peak 2: 4871 25 6878
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Figura 4. DLS de la magnetita sonicada con glucosa por 2 horas. a) DLS de la magnetita obtenida durante

la adhesién de 2% de glucosa. b) DLS la magnetita obtenida tras la adhesién de 3% de glucosa.

Los resultados de los siguientes experimentos se presentan en la Tabla 1 con las

condiciones y tiempos empleados para el recubrimiento de la magnetita.

31




Tabla 1. Ensayos para el recubrimiento de magnetita con carbono y su andlisis

mediante DLS.
Tamaio (nm) e Tamano (nm) e | Tamafo (nm) e
Tratamiento Muestra Z-average | PDI | Calidad | intensidad de seiial | intensidad de intensidad de
(nm) pico 1 seiial pico 2 sefial pico 3
Sin sonicacion Magnetita 2137 0.338 Mala 3090 311.1 0
Stock (92.1%) (7.9%) (0%)
Magnetita 1899 0.786 Mala 4257 426.3 0
(74.5%) (25.5%) (0%)
Sonicacién 1 hora Magnetita 396.7 0.567 Buena 208.5 636.6 5493
Glucosa 1 M (50.9%) (46.4%) (2.7%)
Magnetita 111.9 0.305 Buena 122.1 5399 0
Glucosa2 M (98.4%) (1.6%) (0%)
Magnetita 136.5 0.239 Buena 146.8 4997 0
Sin glucosa (96.7%) (3.3%) (0%)
Sonicacion 2 horas Magnetita 445.5 0.650 Mala 346.6 113.2 0
Glucosa 1 M (75.4%) (24.6%) (0%)
Magnetita 99.06 0.347 Buena 98.09 5545 0
Glucosa2 M (98.6%) (1.4%) (0%)
Magnetita 97.81 0.323 Buena 96.74 5416 0
Sin glucosa (97.9%) (2.1%) (0%)
Sonicacién 3 horas Magnetita 114.8 0.292 Buena 128.8 5301 0
Glucosa 1 M (98.1%) (1.9%) (0%)
Magnetita 98.97 0.385 Buena 113.0 5423 0
Glucosa2 M (98.1%) (1.9%) (0%)
Magnetita 98.14 0.339 Buena 113.6 4971 0
Sin glucosa (95.2%) (4.8%) (0%)
Sonicacion 4 horas Magnetita 118.6 0.323 Buena 113.4 0 0
Glucosa 1 M (100%) (0%) (0%)
Magnetita 101.0 0.375 Buena 110.2 5301 0
Glucosa2 M (96.6%) (3.4%) (0%)
Magnetita 99.31 0.339 Buena 100.5 5560 0
Sin glucosa (98.8%) (1.2%) (0%)
Sonicacion 5 horas Magnetita 113.8 0.364 Buena 114.4 5406 0
Glucosa 1 M (98.1%) (1.9%) (0%)
Magnetita 100.8 0.398 Buena 111.2 5373 0
Glucosa2 M (97.4%) (2.6%) (0%)
Magnetita 96.78 0.374 Buena 103.9 0 0
Sin glucosa (100%) (0%) (0%)

Al no observar un crecimiento de forma constante en la magnetita dado su

recubrimiento, ni una integridad de esta tras los procesos de sonicacién, se cambiaron

parametros de la sintesis tales como la adicion de un gas inerte, e inmediatamente llevadas a

sonicacién con glucosa en una relacion 1:25 obteniendo nanoparticulas de 109.5 y 119.3 nm

con valores de PDI de 0.247 y 0.251 respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. DLS de las CNPs sintetizadas en presencia de nitrégeno. a) Muestra 2. b) Muestra 4.

Por el menor tamafo encontrado en la muestra 2 se decidié seguir trabajando con
dichas nanoparticulas. El andlisis de microscopia electrénica de transmisién arrojé un tamafo
unitario de nanoparticulas cercanas a los 10 nm y microscopia de fuerza atémica demostrd

una homogeneidad importante en las muestras (Figura 6).

Figura 6. Caracterizacion de las CNPs. a) Microscopia electronica de transmision de las nanoparticulas a

escala de 100 nm. b) Microscopia electrénica de transmision de las nanoparticulas a escala de 20 nm c)

Microscopia de fuerza atémica de las nanoparticulas a escala de 1.0 pm.

La sintesis de nanoparticulas multicore por coprecipitacién permitié la obtencion de
nanoparticulas con un tamafo cercano a 50 nm con una forma esférica con buena capacidad
magnética, el método de sintesis permitié una buena dispersion de las nanoparticulas y una
homogeneidad en su geometria las cuales fueron corroboradas mediante microscopia

electrénica de transmision (Figura 7 y 8).
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Figura 7. Determinacion de la propiedad magnética de las CNPs multicore. a) suspension de CNPs

disueltas en ddH>O, b) respuesta de las CNPs ante un campo magnético externo de 12,000 G.

Figura 8. Microscopia electronica de transmision de CNPs multicore de éxido de hierro. a) y b) CNPs.

Barra de escala= 50 nm.

Tras los resultados obtenidos en la figura 8, se llevé a cabo el andlisis FTIR de las
nanoparticulas de carbono multicore, asi como de los nanoconjugados derivados de estas,
usando dimetilsulféxido como solvente. La figura 9 muestra el andlisis infrarrojo de las
nanoparticulas multicore de carbono, presentando el patrén de espectro esperado para dcidos

carboxilicos a 3378 y 2962.
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Figura 9. FTIR de las CNPs multicore. El pico de 3378 y 2962 representan la vibracién de grupos carboxilo

presentes en la superficie de la nanoparticula en el ordenamiento O°C — OH y C — OH.

En la figura 10, se observa un mayor pronunciamiento de los picos en 3378 y 2962

correspondientes a los grupos carboxilos, aunado a la aparicién de un pico en 1654

proveniente de un enlace amida. La adicién de la papaina a las nanoparticulas funcionalizadas

generd un mayor pronunciamiento de los picos mencionados con anterioridad.

a) [

3600 200 200 240 000 1800 L 140 1200 1000 &0
e rn]

b)

Figura 10. Caracterizacion de las CNPs y nanoconjugados. a) FTIR de nanoparticulas de carbono multicore

usando EDC NHS 10 mM. Los picos de 3427 y 2942 representan la vibracién de grupos carboxilo presentes en

la superficie de la nanoparticula en el ordenamiento, mientras OC — OH y C — OH mientras que en 1654 se

representa un enlace amida. b) FTIR de los nanocomplejos nanoparticulas de carbono-papaina. Los picos de

3417 y 2942 representan la vibracién de grupos carboxilo presentes en la superficie de la nanoparticula en el
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ordenamiento, mientras O°C — OH y C — OH mientras que en 1653 se representa un enlace amida mayormente

pronunciado por la conjugacién entre CNPs y papaina.

La figura 11 muestra el contraste entre los espectros de infrarrojo obtenidos de las
nanoparticulas de carbono con respecto a los nanoconjugados observando una mayor

pronunciacién en los picos previamente mencionados.

225
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HQ 125 3439.27
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75 T
50 Grui?)‘ggxl)xilo 1654.14
25 Gru:;:(‘)zci;})inlo co8 Amida
0 0=C-OH

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

Longitud de onda (nm) CNP CNP+Papaina

Figura 11. FTIR de los nanomateriales. Comparacién de los espectros de infrarrojo por FTIR de las
nanoparticulas de carbono (rojo) y del nanocomplejo nanoparticulas de carbono-papaina (azul). El pico cercano

a 3400 corresponde a enlaces carboxilo mientras que en 1600 se muestra el enlace amida.

En la figura 12, se observa la metodologia para el desarrollo del prototipo de
biosensor, partiendo desde la funcionalizacion del electrodo SPCE hasta la descripcion
electroquimica del sistema mediante la técnica de voltamperometria ciclica utilizando el

potenciostato 910PSTATmini.
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Figura 12. Representacion del prototipo de biosensor. a) Funcionalizacién del electrodo de trabajo del SPCE
con nanoconjugados y nafion. b) Electrodos funcionalizados con nanoconjugados y nafion. ¢) Depdsito del
electrolito ferrocianuro de potasio (K4Fe(CN)s, 10.0 mM. d) Anadlisis del prototipo de biosensor mediante CV

utilizando el potenciostato 910PSTATmini.

Una vez obtenidas las nanoparticulas con la morfologia y composiciéon deseadas y
asegurando la conjugacion con la papaina, se pasé a describir las cualidades conductimétricas
que los elementos presentes en el sensor proveen al sistema. La figura 13 muestra los picos
de o6xido-reduccién presentes en el sistema tras aplicar un barrido ciclico de potencial
oscilante entre 0.7 y -0.45 V usando ferrocianuro de potasio como indicador redox, en un
escaneo de 0.5 V/s. Cada medicion del sistema se determind analizar en el vigésimo ciclo de
lectura al lograr la estabilidad del material. En primera instancia, se analizé el

comportamiento del SPCE sin modificar obteniendo una intensidad de corriente (I) catédica
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de 106.44 siendo tomado este valor como el estdndar inicial o control del sistema. Al
modificar el SPCE s6lo con papaina en su superficie se obtuvo un valor de I de 37.45 mientras
que al adicionar los CNPs sintetizadas el valor I aumento alcanzando un valor de 136.13 en

la corriente catodica del sistema.

150

<

=

= —SPCE

806 0.8

5 —SPCE+CNP

j =

5 ——SPCE+Papaina

-200

Potencial (V)

Figura 13. Voltamograma ciclico del dispositivo SPCE. SPCE sin modificar (rojo). SPCE funcionalizado
con CNPs (azul). SPCE funcionalizado con papaina (negro). Rango de potencial de -0.45 Vy 0.7 V (vs Ag)
con una velocidad de escaneo de 50.0 mVs™!

mM).

, con el electrolito de ferrocianuro de potasio (K4Fe(CN)s, 10.0

Una vez determinada que la aplicacion de las CNPs aumenta la conductividad del
sistema se procedio a caracterizar la adhesion de cada elemento del sensor al SPCE. De nueva
cuenta se determiné un aumento en el valor de la corriente resultante del sistema tras la
aplicacion de las CNPs al electrodo de trabajo (I=136.13) en comparacién con el electrodo
sin modificar (I=106.44), la adicién de nuevos elementos tales como nanocomplejos fijados
con nafion (I=84.75), aminor6 la conductividad del sistema, reflejandose en la baja de la
corriete catddica perteneciente a cada elemento, pero a su vez otorgando una estabilidad

electroquimica reflejandose en la reproducibilidad del sistema (Figura 14 y 15).
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Figura 14. Caracterizacion electroquimica de los componentes del biosensor mediante voltamperometria
ciclica. SPCE sin modificar (rojo). SPCE funcionalizado con CNPs (azul). SPCE con nanoconjugados (negro).

SPCE funcionalizado con nanoconjugados y Nafion (verde). Rango de potencial de -0.45 V y 0.7 V (vs Ag)

1

con una velocidad de escaneo de 50.0 mVs™', con el electrolito de ferrocianuro de potasio (K4sFe(CN)e, 10.0

mM).
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Figura 15. Caracterizacion electroquimica de la repetitividad del biosensor mediante voltamperometria
ciclica. a) SPCE funcionalizado con nanoconjugados repeticion 1 (rojo). SPCE funcionalizado con
nanoconjugados repeticién 2 (azul). SPCE funcionalizado con nanoconjugados repeticién 3 (negro). b) Grafica

de la corriente resultante de las repeticiones realizadas con los dispositivos SPCE funcionalizados con
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nanoconjugados. Rango de potencial de -0.45 V y 0.7 V (vs Ag) con una velocidad de escaneo de 50.0 mVs™!,

con el electrolito de ferrocianuro de potasio (K4Fe(CN)g, 10.0 mM).

Al ser capaces describir una correcta fijacion de los elementos del biosensor mediante
técnicas electroquimicas se procedid a realizar una curva de deteccion de la proteina Cys C
en un rango de deteccion de 0.9 a 3.0 ug/mL correspondientes a los puntos de corte para
clasificar las cinco etapas de la enfermedad renal crénica. Al igual que con la fijacién de cada
elemento del biosensor, la tendencia en el decrecimiento de la corriente resultante se mantuvo
al adicionar la proteina Cys C al sensor de manera ascendente con respecto a su

concentracion, la corriente resultante se registré en un rango de 61.77 a 55.11 pA (Figura
16).
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b) C) Concentracion Corriente (pA)
(wg/ml)
0.9 61.7784779
1.2 59.86154
1.6 57.8910572
<
19 558372557
EX
> 30 55.1164
N
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o .
E Nanoconjugados
@) ——Cys C 0.9 ug/mL

——Cys C 1.2 pg/mL
Cys C 1.6 pg/mL

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 Cys C 1.9 pg/mL
Potencial (V) ——Cys C 3.0 pg/mL

Figura 16. Obtencion de la curva de deteccion de Cys C mediante voltamperometria ciclica. SPCE
funcionalizado nanoconjugados (negro). Cys C a 0.9 pg/mL (rojo). Cys C a 1.2 pg/mL (verde). Cys C a 1.6

pg/mL (amarillo). Cys C a 1.9 ug/mL (rosa). Cys C a 3.0 pg/mL (azul). Rango de potencial de -0.45 Vy 0.7 V

1

(vs Ag) con una velocidad de escaneo de 50.0 mVs™, con el electrolito de ferrocianuro de potasio (K4Fe(CN)g,

10.0 mM). b) Andlisis de potencial en un rango de 0 a 0.8 V. c) Tabla de valores maximos obtenidos en la

corriente catddica.

Tras obtener la curva de calibracion de la proteina Cys C, se procedio a retar el sistema
para la deteccion del biomarcador en muestras de suero proveniente de donadores sin
antecedentes de dafio renal diagnosticado, asi como una posterior suplementacion de dichos
sueros con concentraciones de 0.9, 1.6 y 3.0 ug/mL de Cys C (Figuras 17-19). En el trio de
muestras tanto naturales como fortificadas por el biomarcador la tendencia hacia la baja en
los valores de corriente catddica se mantuvo, concordando a su vez con los rangos obtenidos

durante la obtencién de la curva de calibracién mediante el uso de la proteina pura.
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Figura 17. Analisis de suero del primer paciente usando el prototipo de biosensor mediante

voltamperometria ciclica. Muestra de suero del paciente (rojo). Muestra de suero con la adicién de 0.9 pg/mL

de Cys C (amarillo). Muestra de suero con la adicion de 1.6 pg/mL de Cys C (verde). Muestra de suero con la

adicion de 3.0 ug/mL de Cys C (negro). Rango de potencial de -0.45 Vy 0.7 V (vs Ag) con una velocidad de

escaneo de 50.0 mVs™', con el electrolito de ferrocianuro de potasio (K4sFe(CN)g, 10.0 mM). b) Andlisis de

potencial en un rango de 0 a 0.8 V. c¢) Tabla de valores médximos obtenidos en la corriente catddica.
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Figura 18. Analisis de suero del segundo paciente usando el prototipo de biosensor mediante
voltamperometria ciclica. Muestra de suero del paciente (rojo). Muestra de suero con la adicion de 0.9 pg/mL
de Cys C (amarillo). Muestra de suero con la adiciéon de 1.6 pg/mL de Cys C (verde). Muestra de suero con la
adicion de 3.0 ug/mL de Cys C (negro). Rango de potencial de -0.45 Vy 0.7 V (vs Ag) con una velocidad de
escaneo de 50.0 mVs™', con el electrolito de ferrocianuro de potasio (K4sFe(CN)s, 10.0 mM). b) Anadlisis de

potencial en un rango de 0 a 0.8 V. ¢) Tabla de valores maximos obtenidos en la corriente catddica.
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Figura 19. Anadlisis de suero del tercer paciente usando el prototipo de biosensor mediante
voltamperometria ciclica. Muestra de suero del tercer paciente (rojo). Muestra de suero con la adicién de 0.9
pg/mL de Cys C (amarillo). Muestra de suero con la adicién de 1.6 pg/mL de Cys C (verde). Muestra de suero
con la adicién de 3.0 pg/mL de Cys C (negro). Rango de potencial de -0.45 V y 0.7 V (vs Ag) con una velocidad

!

de escaneo de 50.0 mVs™, con el electrolito de ferrocianuro de potasio (K4sFe(CN)g, 10.0 mM). b) Andlisis de

potencial en un rango de 0 a 0.8 V. c¢) Tabla de valores maximos obtenidos en la corriente catddica.
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8. DISCUSION

Tras la primer sintesis de nanoparticulas por el método de coprecipitacion se obtuvo
material magnético por encima de la escala nanométrica, tal y como se presenta en la figura
2, dicho material tras ser filtrado y analizado de nueva cuenta mediante DLS arrojé multiples
poblaciones de residuos, esto debido a la poca integridad del material en cuestion. Ahn y
colaboradores en 2012 reporté como la adicién controlada del agente precipitante durante la
reaccion influye sobre las caracteristicas morfoldgicas del material obtenido durante la
sintesis de nanoparticulas por métodos quimicos, en nuestro trabajo se utilizé hidréxido de
amonio como agente precipitante cuya funcion es donar iones hidroxilo para precipitar los
hidréxidos metdlicos pertenecientes a los precursores magnéticos empleados en la reaccion,
si el volumen de hidr6xido de amonio se adiciona en grandes cantidades la precipitacion de
los materiales se ve aumentada, eliminando la posibilidad de su dispersion en el medio; dando
como resultado la obtenciéon de un material magnético de mayor tamaiio al esperado. Una
vez controlada la correcta adicion del hidréxido de amonio el cual ahora se deposit6 sobre la
reaccion en razén de 400 pLL por minuto se obtuvieron nanoparticulas de un tamafio menor a
la sintesis previa como lo muestra la figura 3; sin embargo la formacion del recubrimiento de
carbono no fue posible de realizar tal y como lo muestra la figura 4 y la Tabla 1, en donde se
esperaba que al aumentar las concentraciones de la glucosa usada como fuente de carbono el
tamafo de las nanoparticulas obtenidas también se incrementard. Singh y colaboradores en
el afio 2018 reportaron una relacion inversamente proporcional entre las concentraciones de
nitrégeno empleadas en los procesos de sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro
mediante un método de coprecipitacion con el tamafio y la estabilidad de las nanoparticulas,
asegurando que el nitrégeno se impregne a las nanoparticulas ayudando a reducir su tamafio
y en proteger los precipitados magnéticos, eliminando el oxigeno en el sistema de reaccion,

haciendo evidente la necesidad de un gas inerte durante la reaccidn de sintesis.

Como se muestra en la figura 5 un mayor control en la adicién del hidréxido de
amonio, aunado a la presencia de nitrégeno durante la reaccion de sintesis permitié obtener
nanoparticulas con un menor tamaiio al obtenido en sintesis anteriores y el andlisis de DLS

realizado posterior a los procesos de sonicacion para la formacion de la cubierta de carbono
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arroj6 poblaciones de tamafios similares a los obtenidos por Bae y colaboradores en el afio

2012 con un tamafio de 100 nm y una estructura Core Shell 6xido de hierro y carbono.

A pesar de Bae y colaboradores en 2012 reportaron la presencia de una cubierta de
carbon amorfo en la superficie de la magnetita sintetizada, el anélisis de TEM presentado en
la figura 6 demuestra la ausencia de dicha cubierta en las nanoparticulas obtenidas, asi como
un tamaiio real de nanoparticula oscilante en los 10 nm, la discrepancia entre los tamafos de
nanoparticulas presentados por DLS y TEM pueden ser debido que al tener nanoparticulas
de 6xido de hierro sin recubrir, la alta energia en su superficie favorece la aglomeracion de
este material y los procesos de sonicacidn permitié que los nano cristales presentes en la
reaccion formaran aglomerados homogéneos como se demuestra en la microscopia de AFM
(Baratella et al., 2013). Para asegurar la cubierta de carbono se opt6 por modificar el método
de sintesis agregando una etapa de maduracién de la muestra de nanoparticulas con quitoséan
como fuente de carbono a 80 °C como proponen Gutierréz y colaboradores en 2015, dando
lugar a la formacién de nanoparticulas de carbono multicore con nucleos de 6xido de hierro
debido a la aglomeracién controlada de estos nicleos y cuya capa de carbono superficial se

muestra como carbon amorfo en la figura 8.

El anélisis de FTIR de las CNPs multicore en la figura 9 confirmé la presencia de
grupos carboxilos en la superficie de las nanoparticulas, por lo tanto, se comprueba el
recubrimiento de carbono presente en las nanoparticulas. Cada tratamiento de CNPs ya sea
sola o funcionalizada presentaron los patrones caracteristicos de los dcidos carboxilico en el
rango de 3400 y 2900 cm™'. Como se muestra en las figuras 10 y 11, la adicién de los agentes
EDC y NHS permiti6é una mayor pronunciacién de grupos carboxilos en la transmitancia de
la prueba, razon por la cual se presume un incremento en el monto de grupos carboxilos
disponibles para la union de la papaina a la nanoparticula (Talkalar et al., 2017). Tras la
adicion de los agentes activadores, asi como al llevarse a cabo la conjugacion de papaina se
denota la presencia de un nuevo pico alrededor de los 1600 cm™ correspondiente a la
presencia del enlace amida entre grupos carboxilo de las CNPs y los aminos de la papaina
(Desai et al., 2018). Antes de la adicion de la papaina se representa un enlace amida en las
nanoparticulas, esto puede ser debido al empleo de hidroxido de amonio en la sintesis de

nanoparticulas, en donde restos de este elemento presente en la muestra puede interactuar
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con las CNP tras la activacién de los grupos carboxilos por EDC y NHS, aunque cuando este
fendmeno sucede la transmitancia relacionada al enlace amida es considerablemente menor
con respecto a cudndo la papaina esta conjugada, debido a la mayor cantidad de enlaces
formados tras la incursién de la papaina en la muestra de nanoparticulas funcionalizadas

(Forsythe et al., 2015).

La comparacion realizada en la figura 13 demuestra que la cubierta de carbono en las
nanoparticulas provee cualidades eléctricas importantes al demostrar un aumento del valor
de I en los voltamogramas ciclicos, tanto en el SPCE sin modificar como con el SPCE
modificado con papaina, resultando en una mejor estrategia conjugar las nanoparticulas con
la molécula de captura que utilizando solo esta ultima en el sistema para la deteccion del
analito de interés. Los resultados obtenidos corresponden con lo descrito por Lai y
colaboradores en 2017 donde describen un aumento en la conductividad de un sistema SPCE
también empleado para detectar el virus de la encefalitis japonesa; la adicion de CNPs al
sistema propuesto por su grupo de trabajo demostré un aumento de la corriente catddica en
comparacién con el sistema sin modificar; al igual que en el grupo de Lai al conjugar un
anticuerpo, en nuestro reporte se observa la baja de conductividad esperada debido a la
adhesion de la papaina directamente depositada al electrodo de trabajo, influyendo en la

capacidad del electrodo de mediar el paso de electrones.

La justificacion del uso de CNPs conjugadas con papaina encuentra un impulso
adicional en el trabajo de Nor y colaboradores en 2017 determinando el aumento en la
efectividad de un biosensor de glucosa mediada por una mayor superficie de contacto en las
nanoparticulas y evitando modificaciones estructurales de las proteinas de captura
depositadas cobre el electrodo de trabajo, lo cual puede redundar en una baja sensibilidad del
biosensor, este fendmeno no se presentd en el desarrollo de este trabajo, como se demuestra
en la figura 14 la corriente catddica del sistema completo no decrecié de manera importante,
registrando una corriente catédica de 83.9 uA, situacién que no sea ha reflejado en trabajos
previos de biosensores para Cys C, junto a esta situacion el uso de Nafion para evitar la
pérdida de los elementos depositados sobre el electrodo de trabajo no ha sido explorada en
los trabajos anteriores de biosensores especificos para Cys C, pese a ser una matriz no

conductiva el sistema demostré su robustez electroquimica al no perder de forma importante
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la conductividad tras la adhesion de este agente, aunado a desempefar un papel en la
estabilidad electroquimica del sistema reflejdndose en una alta reproducibilidad de los

electrodos (Lin et al., 2013; Tao et al., 2016; Nor NM et al., 2017 Desai et al., 2018).

En la figura 14 puede observarse una tendencia a la baja en la conductividad del
sistema al ir adicionando cada elemento del biosensor, corroborando de esta forma un
correcto acoplamiento de los elementos, mds sin embargo es evidente una segunda tendencia
de desplazamiento en los potenciales de oxidacion, dicho desplazamiento es debido a la
adhesion de la papaina, esta molécula al ser de origen orgénico presenta una mayor facilidad

de ser oxidada o reducida, alterando de esta forma el potencial presentado (Desai et al., 2018).

En la figura 16 puede observarse la misma tendencia en el decrecimiento de la
corriente catddica al aumentar la concentracion de la proteina Cys C a detectar; este
fenémeno es debido a la concentracion de electrones dirigidos a la reaccion entre papaina y
Cys C, los cuales ya no estardn disponibles para las reacciones de 6xido reduccién
indicadoras del ferrocianuro de potasio (Bhatnagar et al., 2017; Desai et al., 2018). Cada
medicion realizada de las concentraciones de Cys C corresponden a un estadio de dafio renal
yendo de etapa 1 a la 5, el sistema del biosensor fue capaz de discrepar entre cada etapa de

dafo renal mediante las variaciones de la corriente catddica resultantes de las mediciones.

Tras realizar la curva de calibracion para la deteccion de la proteina Cys C se procedid
a detectar el biomarcador en muestras de suero humano provenientes de tres donadores sin
antecedentes de dafno renal diagnosticado. Las corrientes maximas obtenidas para estos
sueros tras su andlisis fueron entre 74.8 y 79.17 pA que contrastado con el valor de
concentracion 0.9 que obtuvo un registro de 61.77 pA los tres donadores de suero no
presentan una concentraciéon de Cys C correspondiente a dafio renal, pero los tres valores
obtenidos se encuentran por debajo del valor 84.7 correspondiente al nanoconjugado sin el
biomarcador, por lo cual las variaciones obtenidas del suero sin suplementar son debido a la
concentracion endégena de Cys C que los donadores poseen y que a su vez recaen en el rango
de normalidad. Continuando con el reto del sistema ante muestras de suero, la adicién de 0.9,
1.6 y 3.0 pg/mL represent6 una tendencia a la baja en los valores pertenecientes a los picos
de corriente catédica obtenidos por el sistema, este fendmeno es debido a que como se

explico con anterioridad, una mayor concentracion de Cys C interaccionando con la papaina
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presente en el sistema se interpone en los procesos de 6xido-reduccion a los que se somete el
ferrocianuro de potasio por las variaciones en el potencial eléctrico aplicado, dirigiéndose
parte de los electrones en el medio hacia la reccion Papaina-Cys C formando de esta manera
una capa de difusién entre el electrodo de trabajo y el medio electrolito que funge como
indicador redox. Las discrepancias en las sefiales obtenidas referentes a los valores de 0.9,
1.6 y 3.0 ug/mL de Cys C provenientes de la curva de calibracién y del suero suplementado
también son debido a las concentraciones enddgenas de Cys C que los donadores poseen.
(Flodin et al., 2007; Bargnoux et al., 2017; Desai et al., 2018). Un tercer fendmeno que se
presento tras el andlisis de los sueros adicionados con Cys C es que la variacion de A entre
cada uno de los rangos analizados para cada paciente varié con respecto al de la curva de
calibracién, con respecto a este suceso no se pudo encontrar literatura en donde se justifique
su aparicion, y con el ensayo de repetibilidad del sistema se descarta una variacion generada
por la preparacion de los electrodos; se sugiere que dicha variabilidad es debido al factor
humano durante algin punto de la adicién de Cys C al suero y su posterior deposito en

electrodo de trabajo.
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9. CONCLUSIONES
1. Se logré la sintesis y caracterizacion de las CNPs multicore obtenidas mediante
coprecipitaciéon quimica y de los nanoconjugados CNPs/Papaina.
2. Se logré cumplir con el desarrollo del prototipo de biosensor basado en los
nanoconjugados CNP/Papaina usando el sistema SPCE como matriz portatil.
3. Se logré analizar la efectividad de biosensor para la deteccién electroquimica de la
proteina Cys C mediante la obtencion de una curva de calibracién, asi como mediante su

deteccion en muestras de suero de donadores sin antecedentes de dafio renal diagnosticado.
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10. PERSPECTIVAS

La validacién del sistema propuesto debe realizarse aumentando el nimero de
muestras e incluyendo pacientes previamente diagnosticados con dafio renal en diferentes
estadios de evolucion, asi como contrastar la respuesta del biosensor con las técnicas
estdndar empleadas para la deteccién de Cys C. El presente trabajo de investigacion se
limit6 a retar el sistema utilizando suero humano como medio de deteccidn, en trabajos
posteriores puede llevarse a cabo las adecuaciones necesarias del sistema para la

deteccion del biomarcador en muestras de diferente naturaleza tales como saliva u orina.

El disefio del biosensor muestra la versatilidad necesaria para ser empleado en la
deteccion de otras moléculas de interés o biomarcadores mediante andlisis
electroquimicos permitiendo una deteccibon mds prictica y sin representar un

procedimiento invasivo para el paciente.
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