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Resumen

A lo largo de los afos, las enfermedades infecciosas han representado un grave
problema de salud publica, por lo que es importante un diagnostico oportuno de

estas.

La influenza es una enfermedad respiratoria causada por un virus perteneciente
a la familia Orthomyxoviridae y se divide en tres tipos; A, B y C; siendo el tipo A
el que mas afecta a los seres humanos. Los virus influenza se componen de
varias proteinas destacando la hemaglutinina (H) y la neuroanimidasa (N). Es
importante mencionar que existen diferentes tipos de estas proteinas
superficiales que se combinan entre si dando como resultado diferentes subtipos
de virus influenza tipo A, de los cuales se hizo enfoque en el virus influenza A

H1N1.

De los diferentes métodos de deteccion de agentes virales se encuentran los
biosensores que son dispositivos analiticos basados en la afinidad, en los cuales
un elemento bioldégico inmovilizado se une selectivamente a la molécula de
interés, provocando una respuesta medible, ya sea en la conductividad, en el pH,

etc.

La metodologia consistié en la inmovilizacién del anticuerpo anti-H1 en la
superficie de un electrodo de oro, para posteriormente llevar a cabo la reaccién
antigeno-anticuerpo primero con la proteina pura y luego en suero humano;

ademas de tener controles de cada paso del proceso. Finalmente se procedio a



evaluar dicha reaccién en el biosensor por voltamperometria, sumergiendo al

electrodo en una solucion con un par redox y conectandolo a un potenciostato.

Los resultados indican conforme se va modificando la superficie del electrodo, la
transferencia de electrones entere la solucion y el electrodo se perturba, lo que
se manifiesta con la reduccion de los picos en los voltamperogramas, ademas de

que dicha respuesta es dependiente a la concentracion del antigeno.

Con base en los resultados obtenidos se concluye que el biosensor desarrollado
es capaz de detectar H1, asi como discriminar entre el antigeno y otras proteinas

presentes en la matriz.



MARCO TEORICO

Capitulo 1 Introduccién

Los microorganismos patégenos (bacterias, protozoarios, hongos y levaduras),
asi como otros agentes infecciosos como los helmintos, virus y los priones, son
agentes causales de enfermedades infecciosas, las cuales a lo largo de la historia
han representado un grave problema de salud publica a nivel mundial por lo que
es importante un diagnéstico rapido y oportuno para que se pueda administrar un
tratamiento adecuado. En este trabajo se hara enfoque en la deteccién del virus
de la influenza, especificamente de la influenza A H1IN1 mediante el desarrollo
de un biosensor, los cuales son dispositivos basados en la afinidad con al menos
un componente de naturaleza bioldgica disefiados para detectar un componente
biolégico, como pueden ser proteinas, enzimas, material genético como ADN o
ARN etc., y que han demostrado ser prometedores para la deteccion de agentes
patdbgenos como bacterias y virus. Se va a hacer enfoque en los biosensores
electroquimicos, los cuales consisten en un conjunto de electrodos en los cuales
se lleva a cabo la reaccién especifica como puede ser una reaccidén entre un
antigeno (analito) con su respectivo anticuerpo; dicha reaccidn se puede detectar
como una respuesta medible mediante técnicas electroquimicas,
especificamente voltamperometria, viendo diferencias en el potencial del

electrodo cuando se coloca en una solucién con un par redox.

En este trabajo se mencionan las caracteristicas de los biosensores

electroquimicos y el desarrollo de uno para la deteccién del virus de la influenza



tipo A H1N1, la cual es una enfermedad comun en México, y no ha habido el
enfoque suficiente a la deteccion este subtipo del virus mediante el uso de
biosensores, es menester mencionar que estos tampoco se encuentran muy
integrados entre los métodos de diagnostico en el pais, y se espera que este
proyecto pueda sentar las bases para su aplicacion debido a que son rapidos y

sensibles ademas de que se pueden utilizar en el punto principal de atencion.

Capitulo 2 Agente patégeno

1.1 Virus influenza

La influenza es una enfermedad respiratoria aguda capaz de causar graves
pandemias que pueden resultar en una gran morbilidad y mortalidad, es causada
por un virus que pertenece a la familia Orthomyxoviridae. De acuerdo con las
diferencias antigénicas en la proteina de la matriz (M) y la nucleoproteina (NP),
este virus puede clasificarse en tres grupos conocidos como el virus de influenza
A, el virus de la influenza B y el virus de la influenza C. Entre ellos, los virus tipo
A son los mas contagiosos y los que causan alta mortalidad a la poblacién debido
presentan variaciones antigénicas. Dichas variaciones estan determinadas por la
recombinacidn genética y son las responsables de las pandemias que azotaron
el mundo en 1918, 1957, 1977 y 2009. Teniendo en cuenta la estructura del virus
de influenza A, se podria afirmar que es un virus de ARN monocatenario negativo
que contiene ocho segmentos. Cada segmento de ARN codifica al menos una
proteina y la proteina de la matriz M1 encapsula el genoma englobado. EI ARN
en el que esta constituido el genoma estd compuesto por el complejo de nucleo-

proteina y polimerasa trimérica que incluye proteinas PB1, PB2 y PA. Las
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proteinas mas importantes son la hemaglutinina (HA) (72 kDA) y la
neuraminidasa (NA) las cuales son las dos glicoproteinas que interactuan con las
moléculas celulares. También hay una proteina de canal de protones M2 que
proporciona el transporte de protones a través de la membrana viral. Estas
estructuras de ARN-proteina estan rodeadas por una envoltura de lipoproteina.
En la figura 1 se puede apreciar una imagen de la estructura del virus de la

influenza [Vargas 2016 y Krejcova 2012].

PB1,PB2, PA

A

//’ Bicapa lipidica

(proteina =

de matriz)

NS2

MVVVVVANS]+NS2

” \ T~ Hemaglutinina

Nucleocéapside

\ g
e

Neuraminidasa

Figura 1. Virus de la influenza. Fuente: Krejcova et a 2012. M1 permanece
dentro mientras que M2, HA y NA estan presentes en la superficie externa de la

particula viral

Para los virus influenza de tipo A existen diecisiete subtipos de hemaglutinina
(H1, H2, H3...H17) y diez subtipos de neuraminidasa (N1, N2...N10). Los virus
influenza son designados, entre otros, con base en los subtipos de dichas
proteinas que presenten (un ejemplo de designacion de virus influenza se

observa en la Figura 2). [Tapeli 2018].



A/Sydney/5/93 (HIN1)

.|,. Neuraminidasa

Tipo
Origen v Hemaglutinina
v
No. de cepa Afio de
aislamiento

Figura 2. Tapeli et al 2018. Ejemplo de designacién de virus de la influenza. Se
trata de un tipo de virus influenza tipo A, aislado en Sydney, se trata de la cepa
numero 5 aislada en el afio 1993 y finalmente, en su superficie tiene

hemaglutinina 1 y neuraminidasa 1.

La unién del virén a la célula hospedera se realiza por dominios globulares en la
hemaglutinina viral con receptores que poseen el acido sialico o neuraminico
unido a residuos de galactosa por enlace a-2-6 presente en las glicoproteinas de
membrana de células del epitelio respiratorio. Después de la unién, el virus entra
a la célula por endocitosis. Luego del desnudamiento de la particula viral se
liberan los ocho segmentos de ARN viral, los cuales migran al nacleo de la célula
hospedera [Vargas 2012]. La segunda fase del ciclo replicativo se inicia con la
sintesis del ARNm poliadenilado de las proteinas M2, NA, HA, M1 y NS2. La HA
se sintetiza y, en forma cotranslacional, se pliega a su configuracién globuar. La
estructura proteica es estabilizada por puentes disulfuro, se une a otros
oligémeros de HA para formar homotrimeros y sufre clivajes proteoliticos que
forman los dos dominios reconocimiento y el dominio de fusién. Las proteinas

glicosiladas llegan a la membrana plasmatica asistidas por la proteina M1 para



la formacién de nuevas particulas virales. La liberacién de los nuevos virones se
hace por procesos de gemacion, para efectuar este proceso se requiere la
actividad de la neuraminidasa viral [Krejcova 2016]. El proceso de infeccion se

observa en la figura 3.

Mayor
IS IOCOMpattity
proten compiex

MHCT R|,
4 .

Célula epitelial

Figura 3. Ciclo de infeccidn del virus de la influenza. Fuente: Krejcova et al
2012. Se destaca que inicia con accion de la hemaglutinina y termina con la

accioén de la neuraminidasa.

Varias proteinas virales se han asociado con su patogenicidad como es el caso
de la proteina HA la cual determina la unién al receptor, la antigenicidad y el
tropismo, esta caracteristica se encuentra en un residuo polibasico de
aminoacidos localizado en el sitio de clivaje proteolitico. En el virus de la influenza
la proteina HA puede ser un factor de virulencia cuando presenta multiples sitios
de protedlisis que facilitan la formacién de la proteina en mudltiples tejidos,
potencializando la cinética de replicacion. Otros factores no virales asociados con

la severidad del cuadro clinico son los factores del hospedero: edad y presencia



de comorbilidades como obesidad, diabetes, asma, enfermedad obstructiva
cronica, cardiopatias, infeccion por virus de inmunodeficiencia humana, segundo
o tercer trimestre del embarazo, y factores del medio ambiente [Vargas 2012,

Tapeli 2018].

2.2 Deteccion

La deteccidn rapida y de bajo costo de los virus de la influenza es de gran interés,
sin embargo, los métodos mas utilizados para la deteccion de virus son
laboriosos, lentos, caros, necesitan instalaciones especializadas y personal

capacitado, etc.

Entre estos métodos se puede mencionar, por ejemplo, las pruebas rapidas para
deteccion de antigenos (RAD), cuya sensibilidad depende de la calidad de la
muestra, el tipo de virus, la cantidad de virus, el periodo de enfermedad y los
métodos de recoleccion de muestra. La sensibilidad que se obtiene con RAD para
H1N1 cae de 40% a 60%. Otro método diagndstico es cultivo de virus en cultivo
celular, donde se usan principalmente para el aislamiento de virus las primarias
de rhesus monkey (PMK) o Madin-Darby canine kidney (MDCK), este es
considerado el “estandar de oro” a la hora de llevar a cabo el diagndstico de
infecciones virales por su alta selectividad, sin embargo tienen como desventaja
que su utilidad es limitada debido a la duracion de 48 h como minimo para
obtener un resultado, y que por lo tanto su uso es imposible para los casos de

emergencia.

También encontramos la inmunofluorescencia, reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR), basada en la deteccién del material genético del virus,
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mediante este método se obtienen resultados en aproximadamente 6 horas, y se
suelen aplicar en caso de que los resultados de RAD sean negativos,

enzimoinmunoanalisis (ELISA) y métodos seroldgicos [Lin 2015, Hassen 2011].

Capitulo 3 Biosensores

3.1 Generalidades

El método diagnostico en el cual se va a enfocar este proyecto son los
biosensores. Un biosensor es un dispositivo para el analisis compuesto de un
transductor y al menos, un componente de naturaleza biologica (por ejemplo, un
anticuerpo, una enzima etc.) los cuales estan basados generalmente en la
afinidad, es decir, usan un elemento bioldégico inmovilizado que se une
selectivamente a la molécula que se detecta, el objetivo o el analito, para detectar

un cambio en una superficie localizada.

Este cambio puede medirse de varias formas de manera que existen biosensores
que requieren luz, usan movimiento mecanico, usan particulas magnéticas, etc.
Los biosensores estan disenados para detectar y en algunos casos también
cuantificar una molécula bioquimica, como una secuencia de ADN o una proteina

particular (por ejemplo, un antigeno). [Hassanpour 2018, Caygill 2010].



—
| Electrodo de

pH
Termistor
- Calor |
Antigenos Contenedor
de fotones

Anticuerpos Eaybla aepit

Luz

Acidos P
Electroquimica

nucleicos

Jopa3eq

Electrodo

Cambio de s
Enzimas Material
masa . ..
piezoeléctrico

Elemento
biolégico Transductor Amplificador
Procesador de sefial

Figura 4. Componentes de biosensores modificado de Caygill et al. Se observan
elementos bioldgicos que se pueden inmovilizar, diferentes formas de medicion

y sus respectivos transductores.
Un biosensor tipico contiene dos elementos principales (figuras 4 y 5):

El primero consiste en un elemento de reconocimiento, el cual permite diferenciar
al analito de la matriz de la muestra.

El segundo es el transductor, es decir, el dispositivo que produce una sefal; la
cual es recopilada, amplificada y mostrada por un procesador de sefales Dicha
senal puede medirse de distintas maneras dependiendo del transductor; de
manera que existen biosensores que miden cambios de temperatura, cambios de
haces de luz, cambios en el pH, cambios en parametros electroquimicos, etc.

[Krejcova 2012, Caygill 2010].
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|_ Amplificador ‘I

Figura 5. Estructura general de un biosensor. Fuente: Krejcova et al.
Se observa que estan compuestos por un transductor y un componente
bioldgico.

—_

3.2 Antecedentes de los bioensores

El primer sensor estaba basado en enzimas y fue informado por Updike y Hicks
en 1967. Los biosensores enzimaticos se han ideado en métodos de
inmovilizacién, es decir, adsorcion de enzimas por fuerzas de Van der Waals,
enlaces idnicos o enlaces covalentes. Las enzimas comunmente usadas para
este propdsito son oxidorreductasas, polifenol oxidasas, peroxidasas vy
aminooxidasas. El primer sensor basado en microorganismos o basado en
células fue actualizado por Divies en 1975. Los inmunosensores se establecieron
sobre el hecho de que los anticuerpos tienen alta afinidad hacia sus respectivos

antigenos. [Daniels 2007].
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3.2.1 Agentes virales

Existen varios

estudios previos

relacionados con

el

uso de

los

inmunobiosensores como método de diagndstico de agentes virales; algunos de

ellos se observan en la tabla 1

Tabla 1. Algunos estudios sobre el uso de biosensores para la deteccidon de

Ano

1996

2012
2014

2012

2007
2013
2012
2012
2011
2008
2015
2018
2018
2010
2010

agentes virales.

Virus

Virus de

inmunodeficiencia

humana (VIH)
Dengue

Virus de la
hepatitis
Influenza A H5N1

Influenza A
Influenza A H5N1
Influenza A H5N1
Influenza A H5N1
Influenza A H5N1
Influenza A H5N1
Influenza A H5N1
Influenza A H3N2
Influenza A H5N1
Influenza A H1N1
Influenza A H1N1

Tipo de
biosensor
Electroquimico

Electroquimico

(voltamperometria)

Electroquimico

Optico
(Resonancia de
Plasmon
superficial)
Gravimétrico
Electroquimico
Electroquimico
Electroquimico
Electroquimico
Electroquimico
Electroquimico
Electroquimico
Electroquimico
Optico
Reflectométrico

Wang et al

Rai et al
Yao et al

Bai et al

Owen et al
Zhang et al
Lum et al
Malecka et al
Hassen et al
Diouani et al
Lin et al
Tapeli et al
Tapeli et al
Chang et al
Endo et al

Autor/recopilador

Haciendo enfoque en algunos estudios mencionados en la tabla anterior; en un

estudio realizado por Wang et al en 1996 con la finalidad de detectar al virus de

la inmunodeficiencia humana detectando secuencias cortas de ADN relacionadas
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con dicho virus dando como resultado un limite de detecciéon de 4x10~° M de

segmentos de HIV.

Otro ejemplo es el estudio realizado por Rai et al en 2012 donde se utilizaron
para detectar al virus del dengue. Se utilizé un biosensor de ADN a base de
membrana de alumina nanoporosa utilizando sondas de ADN inmovilizadas
obtenidas mediante PCR sobre las paredes del canal de alumina el cual present6

un con un limite de deteccién ultrasensible de 9.5x1071¢ M.

En cuanto al virus de la influenza, un estudio realizado por Bai et al 2012 utiliz6
un biosensor portatii de Resonancia de Plasmén de Superficie (SPR) para
detectar el virus de la influenza aviar (VIA) H5N1. Se pudo detectar el VIA H5N1

en muestras de saliva de aves de corral utilizando este biosensor en 1.5 horas.

En otro estudio involucrado publicado en 2007 por Owen et al donde se detectd
particulas del virus de la influenza A en aerosol de manera directa utilizando un
sensor de microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) con anticuerpos de influenza

A. Se estima que el limite de deteccién es de 4 particulas de virus / ml.

En 2018, Tapeli et al realizd una recopilaciéon de estudios en los que se utilizaron
biosensores electroquimicos para la deteccion de proteinas de virus influenza
mediante diversos métodos, se menciona en la tabla 1 aquellos en los que se

utilizé un electrodo de oro.

Este proyecto se va a enfocar en el virus de la influenza A HIN1 el cual ha sido
objeto de diversos estudios para su deteccion por medio de los biosensores. Por

ejemplo, un estudio realizado en 2010 por Chang et al en el cual se utiliz6 un
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biosensor de fibra éptica dando como resultado que la deteccién de la proteina
H1 en muestras clinicas se estimé un limite de deteccion de 13.9 pg/mL, que es
103 veces mejor que la prueba ELISA convencional cuando se usan los mismos

anticuerpos.

En otro estudio publicado por Endo et al en 2010 se realizo la deteccion del virus
de la influenza H1IN1 en muestras de saliva humana mediante reflectometria
utilizando anticuerpos inmovilizados de nano impresion flexible (NIL) con un
biosensor de cristal fotonico bidimensional. Los resultados indicaron que es
posible detectar los viriones de influenza presentes en la saliva humana (limite

de deteccién: 1 ng/mL™1.

Como se puede ver en los antecedentes sobre el uso de biosensores para el
diagnéstico de virus de la influenza, la mayoria se enfocan en el virus A H5N1,
por lo que aqui se va a hacer hincapié en el A HIN1 por ser mas endémico de

México que los demas tipos de virus influenza.

3.2.2 Agentes bacterianos
Ademas del uso de biosensores para el diagndstico de agentes virales, también

se han utilizado para la deteccién de antigenos bacterianos (Tabla 2)
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Tabla 2. Uso de biosensores para la deteccion de agentes bacterianos

Ano Bacteria Tipo de Autor/recopilador
biosensor

2016 Mpycobacterium Electroquimico Diouani et al
tuberculosis

2017 Escherichia coli Electroquimico Idil et al

2013 Escherichia coli Electroquimico Barreiros dos

Santos et al

2008 Salmonella Electroquimico Nandakumar et al
typhimurium

2012 Listeria innocua Electroquimico Braiek et al

Tal es el caso del estudio realizado por Diouani et al en 2016 detectandose la
proteina bacteriana ESAT-6 perteneciente a la bacteria Mycobacterium
tuberculosis mediante una reaccion antigeno-anticuerpo utilizando el anticuerpo
monoclonal anti-ESAT-6, lo que puede dar como resultado avances importantes

en el diagndstico exitoso de la tuberculosis.

Escherichia coli es otra bacteria para la que también se han desarrollado
biosensores para su deteccién, como ejemplo se puede mencionar el estudio
realizado por Idil et al en 2017. La metodologia consistié en que se incubb a la
bacteria para finalmente detectar células completas de la misma, esto con una
sensibilidad de 70 UFC/mL. Otro estudio en el cual se llevo a cabo la deteccién
de E. coli es el realizado por Barreiros dos Santos et al en 2013, en el cual se
utilizé la técnica de formar SAMS en la superficie del biosensor para inmovilizar
los anticuerpos y detectar a las bacterias mediante EIS con un limite de deteccidn

de 2 UFC/mL.
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Se han detectado otras bacterias mediante el uso de biosensores, algunas de
ellas son Salmonella typhimurium en el estudio realizado por Nandakumar et a/
2008 donde se utilizé un biosensor de impedancia para detectar la concentracion
de la bacteria en una muestra de concentracion conocida dando un resultado
muy preciso de 500 UFC/mL en un tiempo muy corto de aproximadamente 6
minutos; también es menester mencionar el estudio realizado por Tolba et al
2012 para detectar la bacteria Listeria innocua mediante EIS en una muestra
intencionalmente contaminada. En el afno 2012 Braiek et al desarrollaron un
inmunobiosensor que fue capaz de detectar a la bacteria Staphylococcus aureus

ATCC 25923 mediante EIS con un limite de deteccion de 10 UFC/mL.

3.2.3 Selectividad

En la mayoria de los casos mencionados se prob¢ la selectividad del biosensor
intentando detectar otras bacterias como puede ser el caso de Salmonella
typhimurium en el estudio de Barreiros dos Santos, Tolba también probé la
selectividad de su biosensor utilizando E. coliy finalmente en el estudio realizado
por Braiek se probd la sensibilidad del sensor con las bacterias E. coli y S.

epidermidis.

En el estudio de Diouani se hizo algo similar, sin embargo, en lugar de probar la
selectividad del inmunobiosensor desarrollado contra otras bacterias, se probd
contra otra proteina presente en la bacteria, Ag85b que también es reconocida
como antigeno. Para ninguno de los casos las bacterias o proteinas adicionales

supusieron un problema; ya que no se obtuvieron resultados significativos luego
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de la modificacién de la superficie, confirmando la eficiencia y selectividad de los

métodos basados en reacciones antigeno-anticuerpo

3.2.4 Versatilidad

Ademas, es menester mencionar que, aunque los virus y las bacterias son muy
distintos entre si, sin embargo, la metodologia para su deteccién es muy similar
por lo que el disefio del biosensor se puede extrapolar a otros agentes patégenos

siempre y cuando se cuente con el anticuerpo pertinente.

3.3. Biosensores electroquimicos

Son aquellos en los que el transductor es un conjunto de electrodos, por lo
general se utilizan de dos a tres electrodos (un electrodo de trabajo, uno de
referencia y se puede utilizar un contraelectrodo; suelen ser de oro y plata debido
a sus excelentes propiedades eléctricas y mecanicas) y debido a su bajo costo,
baja potencia y facilidad de miniaturizacion, y el hecho de que puedan enfocarse
para aplicaciones donde minimizar el tamafo de equipo y el costo es crucial,
como el diagnéstico de un agente patdgeno en el punto central de atencién, son
de los biosensores mas prometedores debido a que dependen unicamente de la
medicidn de las corrientes y / 0 voltajes para detectar la unién del anticuerpo con

el antigeno. [Daniels 2007, Ronkainen 2010].

Las técnicas electroquimicas estudian las propiedades eléctricas de una
disolucién en la llamada “célula electroquimica”. Algo que caracteriza a las
técnicas electroquimicas es que no miden concentraciones si no actividades por
lo que es importante considerar la presencia de interferencias [Gémez-Biedma

2002].; en este caso las interferencias no deben suponer un problema en la
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medicidon de la actividad eléctrica ya que el analito es un antigeno que se debe
unir especificamente al anticuerpo previamente fijado en la superficie del
electrodo de trabajo, de manera que las diferencias en el potencial entre un
electrodo con el analito y uno sin este en teoria debe deberse solamente a la

reaccion antigeno-anticuerpo.

Electrodo
Elemento Procesador de

biologico saftal
Figura 6 Estructura de un biosensor electroquimico Ronkainen et al. El

transductor es un electrodo al que se une el elemento bioldgico.

Estos se pueden subdividir todavia mas en funciébn de como se realice la
medicidn eléctrica, incluidos los sensores voltamperométricos, potenciométricos
coulométricos y de impedancia. Los potenciométricos se basan en la relacion
entre la fuerza motriz externa y la actividad del analito, los coulométricos en la
cantidad de carga empleada y la concentracion del analito, la impedancia se basa
en una relacion entre el cambio en el voltaje y el cambio resultante en la corriente,
y finalmente, la técnica de medicion electroquimica en la que va a estar enfocada
este proyecto es la voltamperometria la cual se basa en la relacion entre la
intensidad de la corriente y el voltaje aplicado en la celda. [Ronkainen 2010,

Cayqgill 2010].
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3.4. Voltamperometria

La voltamperometria es una técnica en la cual se obtiene informacién tanto
cinética como termodinamica de las curvas intensidad-potencial (i-E). Es decir,
que determina directamente la velocidad a la cual se produce una reaccién sobre
un electrodo (reacciones de transferencia electrénica), ya que mide la corriente i
en cada instante; se basan en la alteracion continua del potencial que se aplica
a la solucién a través del electrodo, conjugado con la medicién de la corriente
resultante. En la voltamperometria se mide la intensidad de la corriente en funcién
del del potencial, voltaje o senal de excitacion aplicado en condiciones para
favorecer la polarizacion del electrodo de trabajo; se aplica un potencial en dicho
electrodo de trabajo y finalmente se mide la corriente. Dicha corriente es el
resultado de la electrdlisis por medio de una reduccién u oxidacion electroquimica
en el electrodo de trabajo de manera que la corriente de electrélisis se limita por
la tasa de transporte de masa de las moléculas al electrodo. [Chen 2013,

Malecka 2012].

Algunos de los métodos de voltamperometria mas importantes incluyen:
voltamperometria de barrido lineal, voltamperometria ciclica, voltamperometria
hidrodinamica, voltamperometria de pulso diferencial, voltamperometria de onda

cuadrada, voltamperometria de decapado, etc.

La técnica que se utilizara en este proyecto es la voltamperometria ciclica (CV).
En un experimento de CV la diferencia de potencial eléctrico aplicada entre el
electrodo de trabajo y el electrodo de referencia varia linealmente entre un valor

inicial (potencial inicial) y un valor limite (primer potencial de giro). En este punto
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el sentido del barrido del potencial cambia hasta que el potencial vuelve al valor
inicial, o bien a otro potencial distinto. Durante el barrido del potencial se registra
la corriente eléctrica que circula por la celda electroquimica y que esta asociada,
entre otros, a procesos de reduccion u oxidacién que tienen lugar en el electrodo

de trabajo. [Bagotsky 2005, Daniels 2007].

La celda electroquimica incluye también un contraelectrodo electrodo cuya
funcion es conseguir que la corriente circule entre este y el electrodo de trabajo
evitando que pase por el electrodo de referencia y por tanto que se polarice,
debido a que su potencial debe ser constante en todo momento. [Bagostsky 2005,

Daniels 2017].

El comportamiento observado en un voltamperograma del par redox se debe al
equilibrio de dichas especies; el cual es explicado por la ecuacién de Nerest que
relaciona el potencial de una celda electroquimica (E) con el potencial estandar
de una especie (E°)y las actividades relativas del analito oxidado (Ox) y reducido

(Red) en el sistema en equilibrio.

RT ~ (Ox)

E=E"+ n :
nF  (Red)

Figura 7 Ecuacion de Nerest. Donde R: Es la constante universal de gases, T: es

la temperatura, n es el numero de electrodos y F es la constante de Faraday

20



Dicha ecuacién proporciona informacién valiosa para predecir cdmo respondera
un sistema a un cambio de concentracién de especies en solucién o un cambio

en el potencial del electrodo (Elgrish et al 2018)

La voltamperometria se utiliza para aquellas técnicas en las que el potencial se
escanea en un rango de potencial establecido. La respuesta suele verse en una
gréfica llamada voltamperograma ciclico, el cual es una resultante corriente vs.

potencial, (ver figuras 8 y 9). [Tang 2006].

Epa/
g I, \ C
/ | ipa o
S g ;
I e r
= b a i
d - =t e
. n
ipc "
I e
\ ¥ 4
Epe L.'<F =
Potencial

Figura 8 Voltamperograma tipico de un par redox (Reduccion a la izquierda y
oxidacién a la derecha segun la IUPAC). Se inicia con el proceso de reduccion
que ocurre desde el potencial inicial (a) al potencial de conmutacion (d). En esta
regién, el potencial se escanea negativamente para causar una reduccién. La
corriente resultante se llama corriente catddica (ipc). El potencial correspondiente
se produce en (c), y se denomina potencial catddico (Epc). El Epc se alcanza
cuando todo el sustrato en la superficie del electrodo se ha reducido. Una vez
que se ha alcanzado el potencial de conmutacién (d), el potencial explora

positivamente de (d) a (g). Esto da lugar a la corriente anddica (Ipa) y la oxidacién
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a ocurrir. El potencial en (f) se denomina potencial anédico (Epa) y se alcanza

cuando todo el sustrato en la superficie del electrodo se ha oxidado.

A partir de estos datos se pueden obtener diferentes pardmetros como el

Epa+Epc

potencial redox E% = -

, la relacién pico-corriente = g—‘z, la diferencia de

potencial AE = Epc — Epa y finalmente, como parametro mas importante en este
caso para determinar si existe diferencia en los picos de corriente de reduccion
(Ipc) en los voltamperogramas luego de modificar la superficie del electrodo

Alpc = Ipcy — IpCmuyestras

(Quiroga 2019, Bhradwaj et al 2019).
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Figura 9. Voltamperograma de Tang et al se observa el voltamperograma de a)
un electrodo sin modificar, b) Electrodo con inmovilizador, c) electrodo con
inmovilizador y nanoparticulas de oro, d) electrodo con inmovilizador y anticuerpo

y finalmente e) electrodo luego de la reaccién antigeno-anticuerpo.
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Capitulo 3. Hipotesis

La proteina hemaglutinina 1 del virus de la influenza A H1N1 es detectada por un

inmunobiosensor electroquimico por voltamperometria.

Capitulo 4. Objetivos y metas

4.1 Objetivo general
Desarrollar un inmunobiosensor electroquimico por voltamperometria que sea

capaz de detectar la proteina hemaglutinina 1 del virus de la influenza A H1N1

4.2 Objetivos especificos

1) Modificar la superficie del electrodo para la inmovilizacién de anticuerpos

2) Evaluar la reaccion antigeno-anticuerpo en el biosensor por

voltamperometria

3) Detectar la proteina H1 en suero humano mediante la reaccion antigeno-

antigeno en el biosensor por voltamperometria

4.3 Metas
1) Obtener el grado de Maestria en Ciencias con Orientacion en Microbiologia
Aplicada

2) Presentar el trabajo en un congreso nacional y/o internacional
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Capitulo 5. Materiales y métodos

5.1 Materiales, reactivos y equipos

5.1.1 Material

Micropipetas de 2-20 pL, 20-200 yL y 100-1000 pL
Tubos coénicos

Gradilla de tubos conicos

Espatula

Vidrio de reloj

Caja de Petri

Sanitas

Palillos de madera

5.1.2 Equipo
Electrodos de oro con contra electrodo de oro y electrodo de referencia de plata.

Marca Dropsens

Potencioestato galvanostato. Marca Metrohm. Disponible en: Laboratorio de

instrumentacién analitica
Regulador de voltaje-potenciometro Marca: Everchap

5.1.3 Reactivos

Hemaglutinina comercial. Marca: Abcam

Anti-Hemaglutinina comercial. Marca: Abcam
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Albumina sérica bovina

Buffer de fosfatos (PBS) 10mM pH 7.4
Ditiobisuccinimidil propionato (DSP)
Hidréxido de sodio 1 M

Acido clorhidrico 1 M

Acetona absoluta

Agua desionizada

5.2 Métodos
Nuestro proceso de medicion consta de varios pasos, los cuales se describen a
continuacién (ver figura 13, la cual muestra un ejemplo de biosensor

electroquimico el cual estad basado en parte nuestro proyecto)

1) Adicidn del inmovilizador a la superficie del biosensor
2) Adicién e inmovilizacion de los anticuerpos

3) Adicion de albumina sérica bovina

4) Adicién de los antigenos

5) Evaluacién de la respuesta dada debida a la reaccidén antigeno-anticuerpo.
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Figura 10. Esquema del proceso de analisis de nuestro biosensor. Luego de la
adicién del DSP, se inmoviliza el anticuerpo, posteriormente se bloquean los

sitios con BSA (naranja) y finalmente se afiade el antigeno (verde)

5.2.1 Biosensor

5.2.1.1 Modificacion de la superficie

La parte transductora del biosensor consiste en una laminilla de tres electrodos
(un electrodo de trabajo de oro, cuyo potencial dependera del potencial del
analito, un electrodo de referencia de plata con potencial constante y un
contraelectrodo de oro, que ayudara a mantener constante el potencial del

electrodo de referencia). [Zhang 2013].

Contraelectrodo o
> >

“" | Electrodo de
referencia

Electrodo
de trabajo |

Conexion

Conexion

Conexion

Figura 11. Laminilla de electrodos marca DropSens. Permite manejar volumenes
en microlitros
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El electrodo de trabajo se puso en contacto durante 1 hora a 4°C en camara
humeda, en una solucién de acetona que contiene ditiobissuccinimidil propionato
(DSP) 1Mm. Las moléculas de tiol se adsorben sobre la superficie del metal y,
gracias a las interacciones intermoleculares, forman estructuras altamente
organizadas en la superficie del oro posteriormente, se lava la superficie para
eliminar las moléculas de tiol libre. La reaccion formal de adsorcion puede

escribirse de la siguiente manera:

RSH + Au — RSH—Au
RSH—Au — RS—Au + 3 H,

Figura 12. Esquema general de la reaccion entre el oro y los tiloles. En la primera
etapa, las moléculas de tioles (RSH) se adsorben sobre la superficie de Au y
luego pierden el atomo de H del grupo tiol, generando el radical tiil (RS) para
formar una unién (S—Au). Este es considerado un enlace covalente. [Pensa 2011,

Frederix 2003].

Luego de eso se anadidé una solucion de 0.1 ug / ml de anti-H1 en buffer de
fosfatos (PBS) y un pH de 7.4. Incubar 16 horas en una cdmara humeda a 4°C.
ElI DSP es, ademas, capaz formar enlaces cruzados entre especies bio-cataliticas
o proteinas; el proceso se conoce como co-reticulacién, ya que crea matrices
complejas que hacen posible la inmovilizacién de los anticuerpos sobre la
superficie modificada que se logra debido a que el tiol contiene grupos terminales
con N-hidroxi-succinimida; (NHS) activos en su estructura, por lo que es capaz

formar enlaces amida por si mismo con las aminas primarias de los anticuerpos;
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aunque también es posible usar tioles con grupos carboxilicos terminales como
el acido 16-mercaptohexanodecandico; el grupo carboxilico terminal puede
reaccionar con aminas primarias por medio de una reaccion de condensacion
para producir los ya mencionados enlaces amida. Para este fin generalmente se
usa una carbodiimida soluble en agua en conjunto con N-hidroxi-succinimida;
(NHS). Después de formar un compuesto intermedio con el resto carboxilico, el

grupo éster activo es reactivo hacia aminas primarias.

De esta manera los grupos éster terminales activos forman enlaces amida entre
estos y la regidn Fc de los anticuerpos (ver figura 12), permitiendo que la region
Fab (la regidbn donde se produce unién al antigeno) esté orientada fuera de la
superficie del electrodo, lo que resulta en un eficiente enlace anticuerpo-antigeno.

[Diouani 2015, Jazayeri 2016]

< 3 \\\\Qg;\\
LA Ty Y

Sitio de unién \i }.)
al antigeno Cadana
ligera
Cy? Gy i
- 2 S-S Enlaces
?)(':tl;/’ld'ad disulfuro
iologica
Cy? C,?
H : Cadena
pesada

Figura 13. Estructura general de un anticuerpo. La unién entre el anticuerpo y el
electrodo se da entre los grupos terminales del DSP y la cadena pesada; dejando
libre el sitio de unién al antigeno.
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Los anticuerpos no unidos se eliminan mediante tres lavados con PBS y con la
finalidad de bloquear los sitios donde no se haya unido el anticuerpo con una
solucion de Albumina Sérica Bovina (BSA) al 1% (p / v) a 4° en camara humeda
durante 1 hora para bloquear los sitios libres; evitando uniones inespecificas. Se

hara un lavado con PBS para eliminar excesos.

5.2.1.2 Adicion de antigenos

Finalmente se lleva a cabo la reaccién antigeno-anticuerpo anadiendo a los
electrodos el antigeno H1 a diferentes concentraciones (0.01 ug / ml 0.1 ug / ml,
1 ug/ mly 10 pg / ml) para cada ensayo en buffer de fosfatos (PBS) y un pH de

7.4. Se incuba durante aproximadamente media hora a temperatura ambiente.

5.2.1.3 Controles

Con la finalidad de asegurar la validez de los resultados obtenidos se realizaron

diversos controles de cada caso del proceso los cuales son los siguientes
1: Laminilla sola; no se le adiciond ningun reactivo

2: Laminilla con el reactivo DSP

3: Laminilla con el reactivo DSP y el anticuerpo

4: Laminilla con el reactivo DSP y BSA

De esta manera se comprobara que efectivamente existe un cambio en la

corriente al llevarse a cabo la reaccion antigeno-anticuerpo en los ensayos.
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5.2.1.4 Ensayos de muestras “reales

Se obtuvo suero de un humano sano, y se utilizé para preparar muestras de suero
con el antigeno a las mismas concentraciones que se utilizaron para las pruebas
con las proteinas puras. Ademas de ello se utilizé suero sin que se le haya

anadido antigeno como control de la matriz.

Se prepararon laminillas de forma normal, con la excepcion de que se anadid
suero con antigeno en lugar del antigeno puro y se conté con un control extra de
matriz (en lugar de afadir suero con antigeno se afnade Unicamente suero del

individuo sano)

5.2.1.5 Medicion de voltamperometria

Las mediciones electroquimicas de voltamperometria se llevaron a cabo
poniendo a los electrodos en contacto con una solucion que contiene 5mM de
K,[Fe(CNg)] y 5mM K;[Fe(CNg)]y conectandolos a un potencioestato
galvanostato. Marca BAS que es controlado a través de una computadora con un

software llamado Nova.

Las mediciones de voltamperometria se llevaron a cabo segun las condiciones

estipuladas en la tabla 3

Los datos de voltamperometria se representaran en una gréafica de potencial (v)

contra corriente (A) en el software Nova 2.1.2

La corriente se mide en el electrodo de trabajo. Para establecer un voltaje
deseado entre el electrodo de trabajo y la solucién, se debe hacer contacto

eléctrico con la solucién usando un electrodo de referencia y / o contraelectrodo.
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El electrodo de referencia mantiene un potencial eléctrico fijo y reproducible entre
el contacto del metal y la solucién, permitiendo que se aplique un voltaje conocido
y el contraelectrodo suministra corriente a la solucion para mantener el voltaje
deseado de la solucion del electrodo, generalmente en retroalimentacion
electrénica con el electrodo de referencia monitoreando el voltaje de la solucion.
La solucion actua de la siguiente manera: el ferricianuro que se encuentra en
disolucion se acerca al electrodo de trabajo donde tiene lugar la reduccion,
después el ferrocianuro se difunde hacia el seno de la disolucién. Con cada
modificacion realizada en la superficie del biosensor dicha transferencia cambia,
lo que permite medir la voltamperometria [Daniels 2007, Gomez-Bimeda 2002].

[Zhang 2013].

Tabla 3. Condiciones de medicion

Parametro Valor
Voltaje 100 mv/s
Potencial -0.5/0.5v
Duracién 30 segundos
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Capitulo 6. Resultados

Los resultados de tanto controles (figura 13) como ensayos (figura 14) se
observan en una gréafica de potencial (eje x) vs corriente (eje y), De estas medidas
y de las subsecuentes se obtuvieron los datos de AEpc, Potencial redox y Relacién

pico-corriente (tabla 4)

En cuanto a los controles se observa que el voltamperograma del electrodo sin
modificar tiene comportamiento tipico del par redox ferro/ferricianuro y que
conforme se va modificando la superficie del electrodo dicho comportamiento se
ve alterado, manifestandose en una disminucidn en la conductividad en los picos,
principalmente el pico de reduccion, primero siendo leve para el caso de los
electrodos tratados con DSP (Alpc = 4.55x107°) y anticuerpo (Alpc = 4.28x107°) y
finalmente luego de la adicion del BSA Al =3.02x10~*. Esto confirma que la

modificacion de la superficie del electrodo se llevé a cabo.

el A < B pa= asseaos

Polental applied [

D AA =3.02x1074

Figura 14. Voltamperogramas (potencial vs corriente) correspondientes a los
controles donde A. Es el electrodo solo, B. Es el que solo tiene DSP C: Tiene
DSP y el anticuerpo y finalmente D: DSP + Anticuerpo + BSA.
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Finalmente, en los ensayos se observa que la reduccion en los picos es
dependiente a la concentracion del antigeno.

f

A4 =5.05x107%

AA = 4.55x107%

WAE( 1) Cur

0.1 ug/mlL

0.01 ug/mlL
A = 4.64x107% mg/m

Figura 15. Voltamperogramas (potencial vs corriente) correspondientes a los
ensayos a diferentes concentraciones de H1. La corriente fue medida 2 dias
después de que la reaccion antigeno-anticuerpo se llevara a cabo. Se observa
que la reduccidn en los picos que es proporcional a la concentracidn del antigeno;
esto es congruente con el hecho de que la reaccion antigeno-anticuerpo bloquea
la transferencia de electrones entre el par redox y la superficie del biosensor.
(Diouani et al 2015)

En primera instancia estos resultados presentan el comportamiento esperado en
la respuesta, para confirmarlo se llevé a cabo otras mediciones tanto de
controles; en los cuales los resultados obtenidos confirman los obtenidos
previamente, como mediciones de ensayos (figura 16) donde al igual que lo
observado previamente, la reduccién en los picos es de a la concentracion del
antigeno, sin embargo, es menester mencionar que la reduccién de la corriente
con el antigeno de mayor concentracion es menos intensa que en las anteriores
y que la reaccién antigeno anticuerpo en este caso se llevé a cabo el mismo dia
gue la medicion, mientras que en el caso anterior hay dos dias de diferencia entre

estas. Esto podria indicar poca estabilidad en el sistema y que la reaccion
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antigeno-anticuerpo sigue ocurriendo aun después de dos dias de haberse

llevado a cabo, lo que se traduce en un corto periodo de vida media del biosensor.

F

1pug/mL

10 ug/mL AA = 4.44x107% AA ==4.00x10"*

Folental applied (V]

i -4

Potential applied (V]
Dessntial snried 1

Figura 16. Voltamperogramas (potencial vs corriente) correspondientes a los
ensayos a diferentes concentraciones de H1. La corriente fue medida el mismo
dia que la reaccién antigeno-anticuerpo se llevara a cabo. Es menester
mencionar que existen diferencias en la conductividad entre estos ensayos y los
anteriores

Luego de esto, se quiso probar si el biosensor desarrollado era capaz de detectar
a la proteina hemaglutinina 1 en una muestra real; para ello se obtuvo suero
sanguineo de un individuo sano y luego a ese mismo suero se le anadi6 antigeno;
guedando a las mismas concentraciones utilizadas previamente. Se prepararon
laminillas nuevas de controles y ensayos de la misma manera que en los
procesos anteriores con dos diferencias principales; la primera es la adicion de
un nuevo control, es decir, una laminilla que en la que se sigui6 el mismo proceso
de inmovilizacion del anticuerpo para finalmente, en lugar de anadir antigeno se
anadio6 suero sano (figura 17), esto con la finalidad de determinar si el biosensor
es capaz de llevar a cabo la reaccion antigeno-anticuerpo especifica ignorando

asi la presencia de otras proteinas en la matriz.
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AA = 2.55x107%

Ll 3 0 10 I Il

Pohertial appbed (V)

Figura 17. Voltamperograma del control negativo. Laminilla con DSP+
Anticuerpo + BSA + Suero sano. El suero no parece tener influencia significativa
en la medicion, lo cual indica que el biosensor es capaz de discriminar entre el
antigeno especifico y otras posibles proteinas presentes en la matriz.

La segunda diferencia es que, en lugar de usar el antigeno puro para los
ensayos, se utilizé el suero al que previamente se le afadié la proteina. (figura

18)

1
10 ug/mL

1pug/mL AA = 2.74x107%

AA = 3.05x107%

Potential acphed (v

0.1 pug/mL AA ==2.79x10"%

0.01 ug/mL AA = 2.27x107%

apphed (v

Figura 18: Voltamperogramas de los electrodos con suero al que se le aiiadié
H1, los cuales presentan el patron ya mencionado anteriormente con las
muestras de antigeno puro. Es decir, una reduccion en los picos dependiente
de la concentracion del antigeno

Al anadir el suero, no se observa el aumento en la corriente producido por la
reaccion antigeno-anticuerpo, lo cual indica que el biosensor es capaz de
discriminar entre el antigeno especifico y otras posibles proteinas presentes en
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la matriz; lo que se confirma con las mediciones de los electrodos con suero al

que se le anadié antigeno, los cuales presentan el patron ya mencionado

anteriormente con las muestras de antigeno puro, es decir, la reduccion en la

corriente es dependiente a la concentracion de la proteina.

Electrodo

Blanco

DSP
DSP/Anti-H1
DSP/Anti-
H1/BSA
Dsp/Anti-
H1/BSA/Suero
Antigeno

10 ug/mL (1)
Antigeno

1 pg/mlL (1)
Antigeno

0.1 ug/mlL (1)
Antigeno 0.01
pg/mL (1)
Antigeno

10 ug/mlL (2)
Antigeno

1 pg/mlL (2)
Antigeno

0.1 ug/mL (2)
Antigeno 0.01
pg/mL (2)
Antigeno

10 ug/mlL (3)
Antigeno
1pg/mlL (3)
Antigeno

0.1 ug/mL (3)

Tabla 4. Parametros voltamperométricos

Ipc

-1.1x107°
-1.6x107°
—5.4x107°
-3.1x107*
-2.6x107*
—-5.0x107*
-4.66x10~*
—4.63x107%
—3.40x10~*
—4.60x107*
—4.1x107*
-4.1x107*
—-3.70x10~*
-3.2x1074

—2.8x107%

—-2.8x107%

Epc

0.05218
-0.5014
-0.5
-0.5008
-0.5012
-0.2722
-0.3334
-0.3052
-0.2722
-0.3363
-0.422
-0.5002
-0.4661
-0.4992
-0.4884

-0.5014

Ipa

0.1010
0.5020
4.98x107°
0.000454
0.00318
0.00063
0.00078
0.00079
0.00071
0.000656
0.000601
0.000536
0.000472
0.00036
0.000326

0.000307

Epa

0.1010
0.5020
0.5009
0.4806
0.4997
0.5079
0.5015
0.5004
0.4992
0.501

0.5007
0.5008
0.5006
0.5017
0.5003

0.5020

-0488
-1.003
-1.0009
-0.98145
-1.010
-0.8789
-0.8349
-0.8057
-0.7714
-0.00046
-0.92285
-1.00098
-0.9668
-1.00098
-0.98876

-1.00341

Potencial
redox

0.076
0.0003
0.00045
-0.01
-0.00076
0.06134
0.08407
0.09766
0.1135
0.0823
0.0396
0.000305
0.017242
0.001221
0.005951

0.000305

Relacion
pico-
corriente
-9056.08
-31954.15
-0.9189
-1.4469
-1.22039
-1.2118
-1.67725
-1.656
-2.1028
-1.4374
-1.4951
-1.26049
-1.27343
-1.13682
-1.144553

-1.059263
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Antigeno 0.01 —2.4x10"* -0.5008 0.000401 0.5002 -1.00098 -0.00031 -1.68418
pg/mL (3)

Finalmente, es importante determinar el limite de deteccion (LD), es decir la
menor cantidad de hemaglutinina 1 en una muestra que podria detectarse en el

biosensor desarrollado, el LD se obtiene se la siguiente manera
LD = 30 /m

donde: o = desviacion estandar del blanco y m = pendiente de la curva de

calibracién.

Los datos que se utilizaran para obtener el LD son los correspondientes a los

ensayos con suero al acercarse mas a las muestras reales, de forma que.
oc=15x10"°

y obteniendo la ecuacién de la recta

y =-5x107° x — 0.0003

Entonces LDD queda

LDD = 8.97 x 107% ug/mlL

Adicionalmente, para observar la estabilidad del biosensor se realizaron
mediciones de voltamperometria en laminillas cuatro meses después de su
preparacion (figuras 19-22) en dichos ensayos se observa que el electrodo sin
modificaciéon dio un voltamperograma ciclico con un comportamiento tipico del
par redox del ferrocianuro/ferricianuro. En todos los controles se vio dicho

comportamiento como base, con diferencias en cada uno de ellos: en aquel al
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que se le afadié unicamente DSP se vio un desplazamiento y pico nuevo de

reduccién. El que tenia el anticuerpo presenta varios picos extra de reduccién y

oxidacion pronunciados. El del DSP y BSA no se observé desplazamiento a

diferencia del que solo tiene DSP y se observan picos extra en oxidacion.

Cgrriente
o))

0.000015
0.00001

0.000005

-0.000015
Potencial

Figura 19. Blanco. Electrodo sin modificar

Cgrriente
'S

0.00004

~0.00001
-0.00002
-0.00003

-0.00004 Potencial

Figura 20. Electrodo al que Unicamente se le anadiéo DSP

0.6

0.3
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0.000015

0.00001

0.000005

Cgrriente
)}

-0.000005

-0.000015 Potencial

Figura 21. Electrodo al que se adicion6 DSP y Anticuerpo

0.00035

0.0003

0.00025

0.0002

0.00015

0.0001

Corriemte

0.00005

0

' ' -0.0001

-0.00015
Potencial

0.2 0.4

Figura 22. Electrodo al que se adicion6 DSP y BSA

0.

0.6

6
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En los ensayos con antigeno (figuras 23-25) se observo poca conductividad.
Estos ensayos corresponden a las concentraciones de antigeno de: 10 ug/mL, 1

ug/mLy 0.1 ug/mL respectivamente.

0.00005
0.00004
0.00003
0.00002
3
.E’ 0.00001
]
0.6 0.4 0.6

-0.00003

-0.00004
Potencial

Figura 23 Electrodo con Antigeno a una concentracién de 10 ug/mL

0.00003

0.00002

0.00001

0.4 0.6

Cgrriente

-0.00001

-0.00003
Potencial

Figura 24 Electrodo con Antigeno a una concentracién de 1 ug/mL
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0.0006

0.6

Cgrriente

-0.0006
Potencial

Figura 25 Electrodo con Antigeno a una concentracién 0.1 ug/mL

Los resultados obtenidos en esta parte, podrian indicar que el biosensor ya ha
pasado su vida util ya que, por ejemplo, los controles presentan comportamientos
muy distintos a los observados en las mediciones con laminillas medidas el

mismo dia 0 pocos después de su preparacion.
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Capitulo 7. Discusion de resultados

Los resultados de las mediciones indican que el biosensor desarrollado es capaz
de detectar a la proteina debido a la reaccidén antigeno-anticuerpo tanto en estado
puro como en una matriz compleja como es el suero humano; esto es congruente
con lo que ya han reportado otros investigadores como Tang et al en 2006,
Malecka et al en 2011 y Diouani et al en 2015, en sus voltamperogramas se
observa que conforme se modifica la superficie, la transferencia de electrones en
el par redox de ferrocianuro/ferricianuro se ve perturbada, hecho que se
manifiesta en la reduccidén de los picos de las graficas, lo que es consistente
debido a que estas modificaciones actian como barreras y se comprueba la

inmovilizacidn de dicha sustancia en la superficie del electrodo.

Se pudo observar que las reducciones debidas a la inmovilizacion DSP y el
anticuerpo son leves, sin embargo, esto es distinto para el caso del BSA, con
esta sustancia se produjo la mayor disminucién de la corriente. Se encuentra que
este fendmeno también ha ocurrido en otros trabajos, destacando el de Diouani
et al 2015. Luego del blogueo con BSA y la adicién de antigenos se produjo
aumento ligero aumento transferencia de electrones, o que se atribuye al
ensamblaje de estas capas, esto aunado a que dicho aumento de la corriente es
dependiente de la concentracion de antigeno, siendo mayor conforme menor sea
la concentracién de antigeno, de manera que se obtiene que aquellos electrodos
tratados con mayor concentracion presentan una menor conductividad con
respecto al blanco, es decir, que si bien la reaccion antigeno-anticuerpo permite

que aumente levemente la transferencia de electrones luego del bloqueo con
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BSA, esto ocurre principalmente a concentraciones menores, bloqueandose de
nuevo a medida que va aumentando la concentracion del antigeno, lo que es un

indicativo que la inmovilizacion se realiz6 segun lo esperado.

También es importante mencionar que los resultados obtenidos también son
congruentes con lo reportado por Nidzworski et al en 2017, Talan et al en 2018 y
Bhradwaj en 2019; en donde se obtuvo la diferencia existente entre los picos del
voltamperograma del electrodo sin modificar con aquellos correspondientes a los
distintos ensayos con los respectivos antigenos. Se obtuvo que efectivamente
esta diferencia es dependiente de la concentracion de los antigenos; atribuyendo
esto a lo mencionado anteriormente, la obstruccion de la transferencia de
electrones entre la solucion redox y el electrodo conforme va aumentando segun

mayor sea la concentracion de la proteina.

Es menester mencionar que se realizd una prueba de deteccién de antigeno en
suero humano y los resultados indican que el biosensor es capaz de discriminar
entre las diferentes proteinas presentes en la matriz de una muestra; esto es
concordante con Diouani et al 2015 donde, con la finalidad de probar la
especificidad de su biosensor realizé el mismo procedimiento de modificacion de
la superficie solo que en lugar de anadir el antigeno especifico utilizé otra proteina
que también esta presente en la bacteria y sus resultados indicaron que el
anticuerpo inmovilizado fue capaz de discriminar entre su antigeno especifico y

otra proteina similar.

Para tener una idea de la estabilidad del biosensor se aprovecharon laminillas
que se prepararon pero no se llevaron a cabo las mediciones electroquimicas
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hasta cuatro meses después, Si bien lo observado en dichas mediciones, puede
deberse a la reaccidon antigeno-anticuerpo, [Tang 2006] también pueden deberse
a que termind la vida util del biosensor [Pingarron 2008, Thevenot 1999], esto
se realizd. Hay poca informacion acerca de cuanto tiempo de vida util tiene un
inmunobiosensor luego de llevar a cabo la reaccién antigeno anticuerpo, algunos
estudios indican que esta es variable, algunos de solo 14 dias a otros de hasta 4

meses. (ver tabla 5)

Tabla 5 tiempo de vida de algunos biosensores electroquimicos.

Electrodo Tiempo de vida  Autor
Platino 1 mes Tang 2004
Platino 1 mes Tang 2005
Oro 1 mes Tang 2006
Platino 4 mes Tang 2004
Oro 3 meses Zhuo 2005
Oro 90 dias XU 2006

De todos estos destaca, por ser el mas parecido al nuestro, el estudio realizado
por Tang et al en 2006 donde realizaron mediciones del biosensor al momento
de que se puso al antigeno en contacto con los antigenos inmovilizados y luego
de un mes y se observa una reduccion en la respuesta, 10 que parece estar

relacionado con la inactivacion gradual del anticuerpo.

Mas recientemente Talan et al en 2018 decidi6 probar la estabilidad de su
biosensor, por lo que se almacené a 4°C durante 21 dias luego de los cuales no
se encontraron diferencias significativas en las mediciones; no fue hasta otros 20
dias después que se empezaron a manifestar dichas diferencias, aunque fuera

minimamente, lo que confirma la estabilidad del biosensor desarrollado.
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Si bien como se mencioné los biosensores cuentan con una mayor vida util
mientras no se lleve a cabo aun procesos bioldgicos, esto depende de muchos
factores, como la temperatura, humedad, pH etc. Esto podria explicar como
algunos biosensores presentan mayor estabilidad que otros ya que no en todas
partes se cuenta con el mismo control de las condiciones mencionadas
anteriormente por lo que es posible que durante el tiempo transcurrido entre la
preparacion de las laminillas de noviembre hasta su medicion hayan ocurrido
anormalidades en el almacenamiento que pudieran haber alterado los resultados

obtenidos.
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Capitulo 8 Conclusiones

Se logro desarrollar un biosensor electroquimico capaz de detectar la presencia

de la proteina hemaglutinina 1 mediante una reaccién antigeno-anticuerpo.

Se realizaron los ensayos de deteccidon de antigenos, tanto con la proteina en
estado puro, es decir, una muestra con las condiciones controladas, y como
estaba esperado, se logr6 la deteccion de la proteina y finalmente, se propuso
detectar al antigeno en muestras “reales”; se trabajé con suero de un individuo
sano al cual se le anadidé antigeno. Los resultados obtenidos determinan que
efectivamente el biosensor desarrollado es capaz de discriminar entre la
hemaglutinina 1 y el resto de proteinas presentes en esta matriz compleja gracias

a la reaccidn especifica de antigeno-anticuerpo.

Comparando los resultados de las mediciones de los ensayos preparados y
medidos con diferentes tiempos de antigiedad, podria dar una idea de la vida
libre del biosensor, la cual se confirma como poco estable luego de cuatro meses
de su preparacion. Para concluir se utilizaron los resultados de laminillas
preparadas y medidas ese mismo dia, y donde hubo dias de diferencia
respectivamente entre la reaccion antigeno-anticuerpo y su evaluacién. Los
resultados indican diferencias en la reduccion de la corriente entre las laminillas,
lo que se traduce a que, si bien el biosensor es capaz de detectar a la proteina,
es importante que las mediciones se lleven a cabo lo mas pronto posible luego

de llevar a cabo el proceso biolégico.
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