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Proposito y método de estudio: El objetivo de la investigacion es desarrollar un método de
diagnostico que detecte la proteina E del virus del dengue, mediante un inmunosensor

electroquimico que presenta un electrodo de trabajo serigrafiado de oro.

Contribuciones y conclusiones: La superficie del electrodo de trabajo fue modificada para formar
la SAM exitosamente, ya que se pudo constatar la reaccion antigeno-anticuerpo, es decir el
electrodo desarrollado, es capaz de detectar la proteina E de DENV 1,2 y 3, en diluciones de 1:5,
1:10 y 1:50, asi como DENV 1y 2 aislados de pacientes. Ademas, los resultados demostraron que
el electrodo discrimina entre las muestras con DENV Yy las que presentan otros arbovirus como es
el caso de Chikungunya, el cual presenta sintomatologia similar DENV y puede confundirse su

diagndstico; por otro lado, también diferencia las muestras de personas sanas.
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RESUMEN

En las Gltimas décadas las enfermedades causadas por Flavivirus, principalmente dengue y zika
han ido en aumento, convirtiéndose en un problema de salud mundial. Para poder combatir estas
enfermedades de una manera eficiente y brindarle al paciente la mejor atencion se hace necesario
desarrollar métodos de diagnostico econémicos que puedan llegar a todos y al mismo tiempo
rapidos y confiables. Una alternativa que estd cobrando mucha fuerza son los sensores para la
deteccion de agentes infecciosos. Por estas razones nuestro trabajo se centra en desarrollar un

inmunosensor voltamperométrico para detectar la proteina E de Flavivirus.

Los resultados de los voltamperogramas ciclicos demuestran que en cada paso de la modificacion
del electrodo hubo una disminucion en las corrientes anodicas y catodicas; por tanto, la
metodologia que Ilevamos a cabo permitio la correcta modificacion de la superficie del electrodo
para anclar el bioreseptor, que en este caso es el anticuerpo anti-flavivirus 4G2. Ademas, se
comprobd la reaccion antigeno-anticuerpo de los serotipos 1,2 y 3 del virus del dengue y de un
aislado del serotipo 1 y otro del serotipo 2 de pacientes de Nuevo Leon, resultando en picos
disminuidos con respecto al electrodo sin modificar, por las barreras fisicas aislantes que

representan las particulas de dengue al unirse al electrodo.

Se pudo demostrar, ademas, que el sensor es capaz de discriminar entre muestras que tienen dengue
y las que tienen otros virus como es el ejemplo de Chikungunya, este es un virus que al igual que
dengue es transmitido por artropodos pero no pertenece a los Flavivirus, por tanto el electrodo no
lo reconoce, esto es muy importante para el objetivo del diagnostico porque al presentar sintomas
y signos similares se puede dar un falso resultado, con este electrodo al enfrentarlo a Chikungunya
no hubo disminucidn de la corriente y se puede decir que no se unié. Otro control fue que se utilizé

suero de personas sanas, en este caso tampoco el electrodo pudo reconocer ninguna particula.

Cumpliendo asi con los objetivos planteados en el trabajo podemos decir que el electrodo

desarrollado funciona como método de diagndstico para el virus del dengue.

Palabras Clave: Dengue, Flavivirus, inmunosensor, voltamperometria ciclica
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CAPITULO 1

Introduccioén

Los virus son agentes infecciosos constituidos por macromoléculas, principalmente &cido nucleico
y proteinas. A traves de los afios han sido un problema de salud en todo el mundo, causando brotes
de enfermedades que pueden diseminarse répidamente provocando epidemias e incluso
pandemias. La diversidad de los virus que afectan al humano hacen que el diagnostico, tratamiento
y recuperacién de la enfermedad infecciosa sea mas complejo que el de otros agentes patogenos,
lo que trae como consecuencia la pérdida de incontables vidas [Esparza et al., 2016]. Por tanto, es
de primera prioridad contar con métodos diagnostico rapido y certeros para poder administrar un

tratamiento adecuado en cada caso.

Una de las enfermedades virales que ha cobrado importancia al paso de los afios es el dengue,
considerada la infeccion viral transmitida por mosquitos Aedes aegypti y en menor grado por Aedes
albopictus de més rapida propagacion en el mundo [Brady y Hay 2019]. El agente etiolégico de la
enfermedad es el Virus del Dengue (DENV), que tiene cuatro serotipos distintos, pero
estrechamente emparentados: DENV 1, DENV 2, DENV 3 y DENV 4 [OMS 2019], con la
capacidad de causar el mismo cuadro patologico al infectar al hospedero humano a través de la
picadura del mosquito hembra [Yung et al., 2015, Tsai et al., 2019]. Sus manifestaciones clinicas
varian en severidad, desde un sindrome febril en su forma mas leve a hemorragias internas y dafos
en los 6rganos en su manifestacion mas grave que pueden llegar a ser fatales [Correa et al., 2016].
Otro problema que es necesario afrontar para el control de la enfermedad es que el mosquito vector
presenta una gran adaptabilidad a cualquier zona, tanto en localidades rurales, semirrurales o
urbanas, sin embargo, se desarrolla mejor en ambientes tropicales donde abundan la humedad y

los cuerpos de agua fresca [Yung et al., 2015].

En las Gltimas décadas la situacion epidemiologica ha ido empeorando, con la expansion de la
enfermedad hacia mas paises, siendo endémica en Africa, el Mediterraneo Oriental, el Sudeste
Asiatico, el Pacifico Occidental y en América. Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud
solamente en América se notificaron en el afio 2019 un namero de 3,1 millones de casos, de los

cuales 25 000 se clasificaron como graves [OMS 2020].
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La situacion en México no se aleja del panorama internacional, visto que el dengue es la infeccion
viral, transmitida con mayor frecuencia, por artropodos en el pais. A pesar de las estrategias de
control del vector implementadas por las autoridades sanitarias y de que se cuenta con protocolos
de diagndstico estandarizados en el sistema de salud, cada afio la cantidad de personas que se
enferman es mayor a las cifras reportadas con anterioridad, pasando a ser un problema importante
para la salud publica. Este desafortunado panorama nos conduce a la necesidad de contar con
métodos de diagndstico innovadores que favorezcan la deteccion de la infeccion de manera mas

rapida y eficiente de lo que se ha logrado hasta ahora [Arredondo et al., 2020].

Con tal motivo esta investigacion se enfocara en el disefio de un inmunosensor voltamperométrico
para la deteccion del virus Dengue. Los inmunosensores son artefactos fundamentados en la
afinidad antigeno-anticuerpo que han demostrado su capacidad para el diagnostico de agentes tanto
virolégicos como bacterianos. La funcionalidad del dispositivo es a partir de un sensor
electroquimico, que consiste en un arreglo de electrodos donde ocurre la reaccion especifica
(antigeno-anticuerpo); dicha reaccion se puede medir mediante técnicas electroquimicas, entre las
que destacan las voltamperometrias, por proporcionar resultados rapidos de la diferencia en el
potencial del electrodo cuando se coloca en una solucién con un par redox. Se espera que el método
pueda implementarse en los puntos primarios de atencién para la deteccion eficiente del virus e

incluso utilizarse para el analisis de muestras de campo [Espinosa 2019].
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CAPITULO 2

Antecedentes

2.1 Virus del dengue

A nivel mundial, el dengue es la enfermedad por arbovirus mas comun, se le denomina arbovirus
a el grupo conformado por todos los virus transmitidos por artropodo hematéfago, principalmente
mosquitos y garrapatas a un vertebrado susceptible [Arredondo et al., 2016; Le J y Nathanson

2016]. Las familias que tienen miembros dentro de este grupo son:

e Bunyaviridae (que comprende los Bunyavirus, Flebovirus, Nairovirus y
Hantavirus)

o Togaviridae

e Reoviridae (que comprende a Coltivirus y Orbivirus)

e Togaviridae (que comprende a los Alfavirus)

o Flaviviridae (que comprende solo a los Flavivirus y donde se incluye el virus del

dengue)
Otras especies de importancia clinica que conforman el género Flavivirus son: el virus de la fiebre

amarilla, el virus del Nilo Occidental y el virus del Zika [Le J and Nathanson N. 2016].
2.1.1 Estructura general del virion

La morfologia que presenta DENV es esférica al observar la microscopia electronica. El virion
tiene un didmetro entre 40-60 nandémetros, son envueltos en una membrana lipidica donde se
encuentran dos proteinas estructurales: la de envoltura (E) y la de membrana (M), las cuales
cumplen importantes funciones. La proteina E es el mayor determinante antigénico del virion ya
que es la que media la union y fusion durante la entrada del virus a la célula, la proteina M es un
pequefio fragmento obtenido por protedlisis de la proteina precursora de membrana (prM) y se
produce durante la maduracion viral en la ruta secretora de la célula. La tercera de las proteinas
estructurales es la de capside (C) [Byk 2016], que tiene simetria icosaédrica y confiere proteccion
al material genético del virus, como se puede observar en la figura 1. Ademas, tiene siete proteinas
no estructurales que se forman e intervienen en los procesos de replicacion del virus, pero no
forman parte de la particula final, que se denominan NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5 (NS del inglés- nonstructural) [Laredo et al., 2012].
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Proteina de la
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ARN monocatenario
positivo

Figural. Estructura del virion de DENV
2.1.2. Estructura del genoma

El genoma de DENV consiste en una molécula de RNA de polaridad positiva. Tiene una longitud
de unas 11 kb y un peso molecular de 4,2 kD, con una estructura en forma de caperuza en su
extremo 5 que sirve para estabilizar el RNA viral, iniciar la traduccion y subvertir los mecanismos
celulares iniciales de defensa. [Dafis et al., 2010]. La molécula de ARN viral cumple con varias
funciones en el ciclo de vida del virus: sirve como ARNm para la traduccion de las proteinas
virales y como molde para la replicacion, hasta obtenerse el genoma que serd empaquetado en la
nucleocapside de la progenie viral [Plevka et al., 2011]. La organizacion general del genoma es
como se observa en la figura 2, Siendo C cépside; prM precursor de membrana; E envoltura. Los
genes que codifican para las proteinas estructurales se encuentran hacia el extremo 5’ terminal,

mientras que el segmento restante se ocupa de las proteinas no estructurales [Martinez et al., 2017].

Genoma Virus dengue

ORF RNA genémico
SOl —ye yom

I

/
/ l Traduccion

!
{ Estructural

»
J —-‘—/

No Estructural
s o M . A, 2 Y
NH, ns [2a] 28] ns3 [aa[as] nss | coow

A [ Y 3
A Proteasas celulares
A NS2B-NS3

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura genomica del virus. Fuente: Martinez et
al., 2017
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A diferencia de los ARNm celulares, el genoma de DENV carece de cola poliadenilada en su
extremo 3°. Contiene un solo marco abierto de lectura (ORF del inglés Open Reading Frame) de
unos 3400 codones (10 250 nucledtidos) flanqueado por regiones 5"y 3"no traducidas (UTR del
inglés Untranslated Regions), que codifica para un precursor polipeptidico, del cual se derivan 10
proteinas virales a través del procesamiento co y post-traduccional por peptidasas celulares y
virales [Junjhon et al., 2010]. Estas regiones UTR influyen en la traduccion del genoma viral y en
la replicacion, ya que a la region UTR 57se une la RNA polimerasa-RNA
dependiente/metiltransferasa viral (NS5). La sintesis de la poliproteina ocurre en el citoplasma, en
el Reticulo Endoplasmaético (RE) [Laredo et al., 2012, Arredondo et al., 2016].

2.1.3 Caracteristicas de las proteinas virales

Las proteinas estructurales y no estructurales de DENV juegan importantes papeles para la correcta
replicacion del virus en la célula. La proteina C es el componente basico de la nucleocapside
debido a la presencia de residuos aminoacidicos de lisina y arginina, lo cual hace posible que
interactle con el RNA viral. Es el primer polipéptido viral sintetizado durante la traduccion, con
un peso molecular de unos 11 kD. La proteina recién sintetizada contiene en su extremo C-terminal
una cola hidrofébica que sirve como peptido sefial para la translocacion al reticulo endoplasmatico
(RE) de prM, que es una glicoproteina de membrana de 26kD, precursora de la proteina de
membrana (M) madura, a la cual da lugar mediante su escision proteolitica por la enzima celular
furina [Goncalves et al., 2018, Plevka et al., 2011]. E es la principal proteina en la superficie de
los viriones de Flavivirus (53 kD) y también la mas conservada del género, es una proteina que
media tanto la union al receptor celular como la fusion de la membrana de la célula hospedera y la
particula viral. Ademas, E es la mayor responsable de la inmunidad contra el DENV, la cual es
mediada por anticuerpos neutralizantes contra esta proteina. La proteina E tiene una estructura de
tres dominios: DI) que forma un barril de hojas f y es el dominio central; DII) un dominio de

dimerizacion y DIII) un dominio inmunoglobulinico. [Siew et al., 2021, Messer et al., 2014].

Por otro lado, las proteinas no estructurales cumplen roles diferentes, los cuales son los siguientes:
la glicoproteina NS1 (46 kD) forma homodimeros estables y adquiere afinidad por las membranas.
Se ha planteado que juega un papel en la replicacién temprana. Esta glicoproteina presenta

determinantes antigénicos especificos de serotipo y de grupo, esta caracteristica la hace util en el
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desarrollo de métodos de diagndstico que se explicaran mas adelante en este escrito. La proteina
NS2 esta constituida por dos proteinas: NS2a y NS2b. NS2a es una proteina hidrofobica de unos
22KkD, que se origina en el citoplasma debido a la escision por NS2b-NS3. Puede estar relacionada
en funcion con el reclutamiento de los RNA moldes para la replicasa, asi como inhibir la
sefializacion via interferon [Simmons et al., 2012]. NS2b forma un complejo estable con NS3 y
sirve para anclar este complejo a las membranas celulares, ademas de actuar. como un cofactor
necesario para la actividad serina-proteasa del complejo NS2bNS3 [Gongalves et al.,2018]. NS3
tiene un peso molecular de 70 kD. Estéa altamente conservada en los Flavivirus y es un componente
de la maquinaria enzimética de la replicacion del RNA viral, llevando a cabo funciones
importantes requeridas para el procesamiento de la poliproteina y la replicacion del RNA.
Funciona como proteasa, helicasa, y RNA-trifosfatasa, esta Gltima actividad es necesaria para la
formacion de la caperuza en el extremo 5 del genoma viral [Wu et al., 2003]. Ademas de su papel
en la replicacidon viral, el dominio helicasa de NS3 se encuentra implicado en el ensamblaje de las
particulas virales [Kimmerer et al., 2002, Pérez et al., 2015]. La proteina NS4 se modifica post-
traduccionalmente y da lugar a NS4a y NS4b, proteinas hidrofobicas pequefias (16kD y 27kD
respectivamente). NS4a esta implicada en la replicacion del RNA viral a través de su interaccion
con NS1. NS4b es una proteina de membrana que se localiza con NS3 en los presuntos sitios de
replicacion de RNA. NS5 es la proteina de mayor tamafio (103 kD), altamente conservada y
multifuncional con actividades necesarias para la formacion de la caperuza de RNA como
metiltransferasa y RNA polimerasa-RNA dependiente (RpRd) [Davidson, 2009]. NS3 y NS5

funcionan juntas durante la formacion de la caperuza del RNA viral [Tittarelli et al.,2017].

2.1.4 Replicacion viral

Una vez establecida la infeccion, la replicacion viral tanto en el hombre como en el mosquito se
inicia con el acercamiento del DENV a la superficie celular; luego, la proteina E interactta con
proteinas o proteoglucanos de la membrana celular que median la unién. Posterior al
reconocimiento por parte de los receptores de membrana, el virion de DENV entra a la célula por
endocitosis. Dentro de la célula la replicacion comienza con la sintesis de una cadena RNA de
polaridad negativa que sirve como molde para la sintesis de nuevos RNA progenie de polaridad
positiva. La sintesis del RNA viral es asimétrica, con una acumulacion de RNA (+) diez veces

mayor que la cantidad de RNA (-) sintetizada. En las células infectadas por DENV pueden
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apreciarse cambios estructurales en membranas perinucleares [Beita et al., 2016]. La traduccién
es dependiente de caperuza, y la metilacion de la caperuza 5" ayuda a evadir las defensas antivirales
innatas que inhiben la traduccidn en células infectadas. La traduccion del Gnico ORF produce una
poliproteina larga que es co- y postraduccionalmente escindida en 10 proteinas. Los cortes son
Ilevados a cabo por proteasas celulares y virales. Para el ensamblaje de las nuevas particulas el
extremo N-terminal de la proteina C actia como una secuencia sefial [Lorch et al., 2020]. Los
viriones parcialmente ensamblados son transportados al RE de la célula hospedera, donde las
nucleocépsides son envueltas con la membrana del RE que ya contiene las proteinas virales E
(envoltura) y prM (pre-membrana), formandose viriones inmaduros de unos 60 nm de didmetro.
Finalmente, estas particulas son transportadas a través de la ruta secretora celular, mientras las
proteinas prM son escindidas por la proteasa celular furina y se obtiene proteina M, lo cual desata
una redisposicion de las moléculas de M y E para formar los viriones maduros. Tras el ensamblaje
los viriones y su transportacion a través de la ruta secretora, son liberados en la superficie celular.
Pasos adicionales de maduracion ocurren durante la salida del virus, como la modificacion de prM
y E por adiciones y deleciones terminales [Junjhon et al., 2010]. El esquema general de la infeccidn

por dengue puede observarse a continuacion en la figura 3.
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Figura 3. Esquema de replicacién de DENV
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2.1.5. Serotipos del virus del dengue

Se han descrito cuatro serotipos de virus: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV -4, capaces de
causar la fiebre del dengue y un quinto DENV-5 que hasta el momento no representa interés
clinico, porque solo sigue el ciclo selvatico [Mustafa et al., 2015]. Estos virus tienen epitopos
comunes en la proteina de la envoltura, lo que ocasiona una elevada reactividad cruzada en las
pruebas seroldgicas, por lo que cada serotipo crea inmunidad especifica a largo plazo contra
infecciones por el mismo serotipo (homdlogas), de por vida. En cuanto a organizacion genémica,
los serotipos difieren en su secuencia nucleotidica un 30% aproximadamente. Cada uno de los 4
serotipos en particular presenta diversidad genética, en forma de cluster filogenéticamente

distintos llamados genotipos [Arredondo et al., 2016].

Los genotipos presentan un rasgo biologico importante que es su distribucion geogréafica. Unos
genotipos son cosmopolitas, ya que pueden infectar al hombre en distintos continentes, mientras
que otros genotipos estan mas restringidos geograficamente. Sin embargo, no esta claro si este
fendmeno se debe a la exportacion de linajes especificos o refleja las diferencias intrinsecas en la
adaptabilidad [Galan 2013].

2.1.6 Situacién epidemiologica

En la antigua China en la Enciclopedia de Sintomas de las Enfermedades y Remedios, publicada
por primera vez durante la Dinastia Chin (265-420 D.C). se describe una enfermedad con sintomas
similares a los de la fiebre por DENV. Esta enfermedad fue llamada por los chinos como “agua
venenosa” y ellos pensaban que de alguin modo estaba conectada con insectos voladores asociados
al agua [Galan 2013]. Los primeros casos de dengue se presentan en la isla de Java en 1779 y
Filadelfia (EE.UU.) en 1780 y es en este mismo afio cuando se describe por primera vez el cuadro
sintomatico de la enfermedad por Benjamin Rush, después de comparar pacientes en Filadelfia
durante la epidemia en Estados Unidos. Benjamin Rush es ademas el que acufia el término " Fiebre

Rompehuesos™ por los sintomas asociados a la enfermedad [Aguiar et al.,2016].

La Organizacion mundial de la salud (OMS) calcula que cada afio se producen entre 50 y 100
millones de infecciones y 2.5 billones de personas estan en riesgo de contraerlo [OMS 2020]. Los

brotes suelen ser explosivos o progresivos, dependiendo de diversos factores como la densidad y
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susceptibilidad del vector, la cepa del virus de dengue, el nivel de inmunidad en la poblacién
humana, y la intensidad de contacto vector-humano. En los ultimos 50 afios, su incidencia ha
aumentado 30 veces con la creciente expansion geografica hacia nuevos paises y, en la Gltima
década, se ha diseminado de &reas urbanas a rurales. La OMS estima cerca 2,500 millones (40%
de la poblacién mundial) de personas procedentes de zonas urbanas, peri-urbanas y rurales se
encuentran en riesgo de contraer la infeccion [Were et al., 2012]. Historicamente el dengue se ha
considerado una enfermedad tipica de paises tropicales, no obstante, hoy en dia la epidemiologia
ha cambiado, otras zonas geograficas del mundo estan siendo afectadas y la incidencia del dengue
se ha incrementado draméaticamente. La enfermedad ha sido reconocida en méas de 100 paises y es
endémica en Africa, el Mediterraneo Oriental, el Sudeste Asiético, el Pacifico Occidental y en
América [Kurane et al., 2001].

Es importante mencionar que la OMS considera el Dengue como enfermedad emergente que
constituye un problema de salud publica. Ademas, representa una carga econdémica y social para

los sistemas de salud publica en las zonas endémicas.

Entre la semana epidemioldgica (SE) 1 y la SE 52 de 2019 en la region americana se notificaron
3,139,335 casos (incidencia de 32,158 casos por 100,000 habitantes), incluidas 1,538 defunciones.
Del total de casos 28,169 (0,9%) fueron clasificados como dengue grave. La tasa de letalidad fue
0.049%. Esta impresionante cifra (3,139,335) representa el mayor nimero de casos registrado en
la historia del dengue Ameérica, superando en 30% al nimero de casos reportados en el afio
epidémico 2015. Respecto a la proporcion de casos de dengue grave (0.9%), se observd un
incremento con lo visto en los cuatro afios anteriores. Entre la SE 1y la SE 5 de 2020, se reportaron
155,343 casos de dengue, incluidas 28 defunciones. Del total de casos notificados, 15,392 fueron

confirmados por laboratorio y 715 fueron clasificados como dengue grave [OPS 2020].

Durante el 2019, 34 paises y territorios de Centro y Sur América reportaron un incremento de
casos a nivel nacional o en algunas areas del pais en comparacion con el 2018. Paises como Belice,
Costa Rica, El Salvador, México, Nicaragua reportaron tres veces mas casos que en el afio previo.
Otros paises y territorios como Antigua y Barbuda, Brasil, Guadalupe, Guatemala, Honduras,
Jamaica, Martinica y Republica Dominicana reportaron entre siete a diez veces mas casos de
dengue [OMS 2019].
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Segun la informacion obtenida de sistemas de vigilancia epidemiolégica se ha podido constatar
que en Latinoamérica circulan los cuatro serotipos del virus del dengue (DENV 1, DENV 2, DENV
3y DENV 4), y en 2019 se detecto la circulacion simultanea de todos ellos en Brasil, Guatemala
y México; mientras que, en Colombia, Martinica, Panama, Republica Dominicana y Venezuela,
circulan los serotipos DENV 1, DENV 2 y DENV 3, en Paraguay y Per, DENV 1, DENV 2y
DENV 4, y en Islas Caiman se reportd la circulacion de los serotipos DENV 2, DENV 3y DENV
4 [OPS 2020]. Siendo los paises con las tasas de incidencia mas altas Nicaragua, Belice, Honduras,
Brasil y El Salvador. El caso de México que es el que nos interesa, ocup6 el noveno lugar con
205,39 casos por 100,000 habitantes, esta informacion se puede observar en la tabla 1[OPS 2020].

Tabla 1. Incidencia de casos de dengue, proporcion de dengue grave, letalidad y serotipo, en 11 paises

seleccionados de la region de América. Fuente: OPS 2020

Pais Incidencia por Casos Proporcion de Letalidad Serofipos

100.000 habs. dengue grove % (%) reportados

Nicaragua 296218 186.173 0.65 0,016 2
Belice 2.173.30 8.302 1.31 0.000 1-2
Honduras 1.230.71 112.708 17.24 0.160 1-2
Brasil* 737.40 2.226.865 0.06 0.035 1-2-3-4
El Salvador 428,42 27.470 0,39 0.051 2
Guatemala 285,20 50.432 0.22 0.131 1-2-3-4
Colombia 475,40 127.553 1,10 0.068 1-2-3
Jamaica 260.61 7.555 0.04 0.318 2-3
México 205.31 268.458 1.25 0.071 1-2-3-4
Costa Rica 189.78 7.400 0.12 0,000 1-2
Paraguay 171,25 11.811 SD 0.076 1-2-4

* Este valor se refiere o ko tasa de incidencio del lolal de casos de dengue notifcados en Brosk, en el perdod

comesponcente.

Nola: Para el cdiculo de I tasa de incidencio, lo proporcion de casos de dengue grave y lo taso de

letalidoad, se excluyeron los casos descortados
SD: sin datos disponibles

En México, después de la reintroduccién de dengue en México con los brotes reportados en 1980
y 1997, se tuvieron cinco afios de baja endemia (2000-2004). Entre 2010 y 2019, existieron cinco
principales brotes en 2007, 2009, 2012, 2013 y el mas reciente en 2019 con 41,505 casos
confirmados al cierre del afio, dato muy superior al compararlo con el afio 2018 (12,706 casos)
[Arredondo et al., 2020].

En otros paises también se tuvo un incremento, alcanzando hasta la SE 42 el mayor nimero de

casos registrados en la historia (2,733,635). Estos datos son preocupantes ya que demuestran que,
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a pesar de los esfuerzos para controlar el vector, el virus presenta un patrén ciclico de brotes que

puede coincidir en otras regiones [Arredondo et al., 2020].
2.1.7 Cuadro clinico

El Dengue se puede clasificar como una enfermedad febril infecciosa, de etiologia viral,
ocasionada por cualquiera de los cuatro serotipos diferentes del virus. La infeccion en humanos
causa un amplio espectro de manifestaciones clinicas que van desde una infeccion asintomatica
(cerca del 50% de los casos), a una fiebre autolimitada (FD, fiebre del Dengue o Dengue clasico)
o0 las formas severas de la enfermedad (FHD, fiebre hemorragica del dengue/SSD, sindrome de

choque por dengue), que representan el 5% de los casos [Correa et al., 2016].

Una presentacion clasica de FD comprende un periodo de incubacion de 3 a 7 dias, con un
posterior desarrollo abrupto de fiebre acompafada por otros sintomas y signos inespecificos. Estos
incluyen dolor frontal de cabeza, dolor retro-orbital, articular y muscular, nauseas, vomitos y
debilidad, erupcion en la piel, sensibilidad a la luz, etc. [Sanchez et al., 2020]. No hay un grupo de
signos clinicos especificos para diferenciar la FD de otras enfermedades virales agudas similares

a la gripe comdn, de ahi la importancia de un adecuado diagnostico.

La FHD/SSD son enfermedades severas que se diferencian principalmente de la FD por la
presencia de una permeabilidad vascular aumentada. Estas formas de la enfermedad se caracterizan
por fiebre (>38.5°C), trombocitopenia, manifestaciones hemorragicas y evidencia de
permeabilidad vascular incrementada con infiltracion de liquido intravascular en espacios
intersticiales, lo cual contribuye significativamente a la severidad de la enfermedad y al estado de
shock con amenaza para la vida del paciente. La patogénesis de la FHD/SSD es compleja. EI SSD
es la forma méas grave de dengue, necesariamente requiere tratamiento hospitalario, ya que el

sistema circulatorio del paciente se ve muy comprometido [Simmons et al., 2012].
2.1.8 Transmision de DENV en la naturaleza

DENYV en la naturaleza presenta dos distintos ciclos de transmision: endémico y selvatico. En el
ciclo endémico, DENV circula entre humanos, quienes sirven como reservorio y hospederos de
amplificacion del virus, y estan los vectores peridomésticos Aedes aegypti y Aedes albopictus. El

vector se ha adaptado a la convivencia con los humanos, reproduciéndose en espacios donde se
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pueden dar acumulaciones de agua en basureros, patios y jardines o en contenedores desechados.
El ciclo comienza cuando el virus es inoculado en los seres humanos con la saliva del mosquito
vector hembra, luego se localiza y se replica en diversos érganos diana [de Souza et al., 2010]
Posteriormente se libera en la sangre para infectar a los leucocitos y otros tejidos linfaticos Cuando
un nuevo mosquito ingiere sangre de una persona infectada, este pasa al mosquito y se replica en
el tubo digestivo, los ovarios, el tejido nervioso y el cuerpo graso, luego se difunde en la cavidad
corporal y posteriormente infecta las glandulas salivales, donde se replica. El ciclo se cierra cuando

otro hombre sano es picado [Dejnirattisai et al., 2010].

Existen también un ciclo de transmision selvatico del virus del dengue en bosques y selvas de Asia
y Africa que involucra a primates inferiores como hospederos. Sin embargo, el humano es el
hospedero de excelencia debido a la alta viremia sistémica que se produce, eliminando la necesidad
de un hospedero enzodtico para amplificar al virus. Otra caracteristica es que el mosquito hembra

puede pasar el virus a su progenie mediante transmision transovarica [Galan et al, 2013].

Aunque la hembra del mosquito se alimenta durante el dia, el riesgo de ser picado es mas alto
durante el inicio de la mafiana y en la tarde antes de la puesta del sol, ya que son los horarios en

los cuales las hembras se alimentan con mayor frecuencia [Galan et al, 2013].
2.1.9 Diagndstico de laboratorio de las infecciones por DENV

Cuando existe la sospecha de infeccion por dengue en pacientes se debe realizar una biometria
hematica completa. En caso de un descenso en la cuenta de leucocitos hace muy probable el
diagnostico de dengue. También una disminucion rapida en el recuento de plaquetas, concurrente
con un hematocrito que aumenta en relacion con el basal es sugestiva de progresion a la fase critica
de fuga plasmatica. Estos resultados deben ser corroborados con una prueba confirmativa de la
infeccién por DENV, para poder dar un diagndstico apropiado, ya que los resultados de la

biometria pueden asociarse a otros padecimientos [Yung et al., 2015].

DENYV se encuentra entre los Arbovirus mas dificiles de detectar y propagar, en gran parte debido
a la no existencia de un buen modelo animal para su estudio. Entre los métodos disponibles para
el diagnostico se encuentra el aislamiento viral, el cual provee el resultado mas especifico, pero no
siempre se cuenta con instalaciones aptas para el trabajo con cultivo viral. Lineas celulares de

mosquito como la C6/36 de A. albopictus y de mamiferos son utilizadas con este objetivo.

26



Generalmente se utiliza suero para el aislamiento, pero también se puede realizar a partir de

plasma, leucocitos, sangre completa y tejidos obtenidos de autopsia [Moriel et al., 2014].

Las pruebas seroldgicas, como la inmunoadsorcién enzimética (ELISA), son las més utilizadas en
el diagnostico de Dengue debido a que presentan ventajas sobre los métodos moleculares y el
aislamiento, ya que son mas econdmicas y faciles de realizar. Estas técnicas detectan IgM a partir
de una semana después de la infeccion, detectdndose los mayores niveles entre la segunda y la
cuarta semana, estos resultados evidencian una infeccion reciente. También detectan los niveles
de 1gG en el suero, estos tardan en mas aparecer que la IgM pero duran afios dando a entender que

se trata de una infeccion antigua [Siew et al., 2021].

Dentro de este grupo de pruebas esta también la deteccion del antigeno viral NS1. Esta proteina es
secretada al torrente sanguineo y se han desarrollado diferentes dispositivos basados en su
deteccion. Este tipo de prueba rapida solo muestra la presencia del antigeno NS1 de dengue, pero
no discrimina serotipos, ni debe usarse como el unico criterio para el diagnéstico [Muller et al,
2017].

Las pruebas moleculares son otra opcion para el diagnostico de DENV, estas técnicas permiten
obtener resultados desde cuantitativos hasta utilizarse para fenotipificar. Entre estas pruebas
destacan todas las variantes de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés:
Polymerase chain reaction). Se han descrito varios ensayos de Reaccidn en cadena de la polimerasa
acoplada a transcriptasa reversa (RT-PCR), que utilizan diferentes procedimientos de
amplificacion y van dirigidos a distintos genes Los ensayos mas usados son RT-PCR simples,
ensayos de RT-PCR anidadas, o ensayos de RT-PCR multiplex de un solo paso. Por ejemplo, se
tiene la Reaccién en cadena de polimerasa cuantitativa (RT-gPCR), que permite cuantificar el
titulo viral en poco tiempo, ademads no requiere de electroforesis, ya que utiliza zondas
fluorescentes unidas al blanco amplificado. Otra ventaja es que permite hacer ensayos
“singleplex”, para detectar un solo serotipo por reaccién, o “multiplex” identificando los 4

serotipos de una sola reaccién [Tsai et al., 2019].

2.1.10 Tratamiento

La primera vacuna contra dengue que recibié autorizacion por parte de las entidades reguladoras

para su comercializacién fue la CYD-TDV de Sanofi Pasteur. Dicha autorizacion se le otorg6 por
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primera vez en diciembre de 2015 en México para ser utilizada en personas de 9 a 45 afios que
vivian en zonas endémicas. Se trata de una vacuna recombinante tetravalente con virus vivos, que
se administra con una pauta de tres dosis a intervalos de seis meses (al inicio, a los 6 y a los 12
meses). Sin embargo, con el uso de la vacuna se observo un aumento del riesgo de hospitalizacion
y de dengue grave en individuos seronegativos (personas que no han padecido la enfermedad)
[Sridhar et al., 2018].

Por otro lado, el tratamiento de las formas no complicadas de la enfermedad, radica en hacer
reposo, mantener hidratado al paciente y el uso de analgésicos para controlar los sintomas.
Ademas, se debe observar cualquier cambio que pueda indicar complicaciones de la enfermedad

para actuar de manera rapida y ver si se requiere de cuidados hospitalarios [Sanchez et al.,2020).
2.2 Biosensores

Los biosensores son dispositivos compactos que permiten el reconocimiento de un componente
biologico, asociado a un sistema de transduccion que procesa la sefial producida por la interaccion
del elemento de reconocimiento y el analito. Esta interaccion se basa generalmente en la afinidad,
del elemento biolégico inmovilizado con la molécula de interés en el analito. Estos dispositivos
pueden clasificarse dependiendo del tipo de interaccién que se establece (biocatalitica o
Bioafinidad), el método utilizado para detectar la interaccion (directa o indirecta), la naturaleza del
elemento de reconocimiento (&cidos nucleicos, anticuerpos, enzimas, tejidos, células, etc.) o del
sistema de transduccion (electroquimico, optico, piezoeléctrico, termométrico y nanomecanico).
Teniendo en cuenta da la amplia diversidad de estos dispositivos, es apropiado enfocarse en los

inmunosensores electroquimicos, que seran los utilizados en este estudio [Hassanpour et al., 2018].
2.2.1 Inmunosensor electroquimico

Los inmunosensores son aquellos cuyo reconocimiento se basa en la union antigeno-anticuerpo.
Los antigenos (Ag) son sustancias extrafias al organismo y por lo general son dafiinas, la presencia
de estos desencadena la produccién de anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (1g), como también
se conocen. Los Ac son un grupo de glicoproteinas del sistema inmune que se unen a los Ag para

marcarlos y destruirlos posteriormente. Existen cinco tipos de Ac o Ig designadas como IgG, IgA,
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IgM, IgD e IgE, que se diferencian entre si en sus propiedades fisicoquimicas y serologica
[Hardeep et al., 2018, Jazib et al., 2017].

Para el andlisis electroquimico en un inmunosensor la inmunoglobulina mas utilizada es la IgG.
La estructura que presenta su molécula es de cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas ligeras
(L) y dos cadenas pesadas (H), unidas por puentes disulfuro y otras uniones de tipo no covalente.
Presenta region variable (V) en la secuencia de aminoacidos de los extremos amino terminal (VH,
VL) y regiones constantes (C) en los extremos carboxilo en cada una de las cadenas (CH, CL). Las
IgG constan, ademas, de tres fragmentos (figura 4), uno denominado Fc, que contiene el alotipo y
determina la actividad bioldgica y la clase de cadena pesada, y dos denominados Fab, que
contienen el idiotipo y es por donde la molécula se une al antigeno [Abbas y Lichtman 2004,
Fernandez 2015].
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Figura 4. Estructura de 1gG Fuente: Kergaravat 2013

El termino electroquimico se debe a que el transductor en este caso es un conjunto de electrodos

disefiados para la deteccion electroquimica. Existen cuatro tipos de sensores electroquimicos que
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son: conductimétricos, potenciométricos, amperométricos e impedimétricos, de acuerdo con que,
si los cambios que detectan son en la conductividad, en el potencial, en una corriente generada o
en la impedancia. En la figura 5 se pude ver un esquema general de un biosensor electroquimico.
Este tipo de sensores muestran prometedoras ventajas con respecto a los otros, por ejemplo, la
naturaleza interfacial de las medidas electroquimicas posibilita la monitorizacién de volumenes
extremadamente pequefios de muestra, lo que los hace adecuados para la monitorizacion “in vivo™.
También son altamente sensibles, sencillos, de facil manejo, bajo coste y facil miniaturizacion
[Kaur et al., 2018]. Estas ventajas favorecen el uso de estos dispositivos para el diagnéstico en

puntos primarios de atencién.
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Figura 5. Estructura de un biosensor electroquimico Ronkainen et al., 2010

Las técnicas electroquimicas miden propiedades eléctricas de una disolucion en una célula o celda
electroquimica. Una de las desventajas que pudiera presentar esta medicion es respecto a las
interferencias que se pudieran aparecer, pero como los inmunosensores se basan en la unién
especifica antigeno-anticuerpo, la diferencia de potencial en teoria debe deberse solamente a la
union [Ronkainen et al., 2010, Espinosa 2019]

El arreglo de electrodos mas utilizado en estas celdas electroquimicas incluye el electrodo de
trabajo que es donde ocurre la reaccién, un contraelectrodo y un electrodo de referencia. La funcion
del contraelectrodo es lograr que la corriente circule entre este y el electrodo de trabajo evitando
que pase por el electrodo de referencia y por tanto que este se polarice. En el electrodo de referencia

el potencial debe ser constante durante la medicion.
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2.2.2 Voltamperometria Ciclica

La voltamperometria es una técnica versatil que permite estudiar propiedades tanto cinéticas como
termodinamicas, a través de la informacién grafica que se obtiene de intensidad de corriente contra
potencial (i-E). [Chen 2013, Espinosa 2019]

Existen varios tipos de voltamperometria entre los que se incluyen: voltamperometria de barrido
lineal, voltamperometria ciclica, voltamperometria hidrodinamica, voltamperometria de pulso
diferencial, voltamperometria de onda cuadrada, voltamperometria de decapado, etc. Una de las
voltamperometrias méas utilizadas para las mediciones electroquimicas en un inmunosensor es la
voltamperometria ciclica (VC). Durante la VC 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 el sentido del barrido
del potencial cambia hasta que el potencial vuelve al valor inicial, o bien a otro potencial distinto.
En la figura 6 se muestra el resultado de la VC y sus magnitudes fisicas, el cual se denomina

voltamperograma ciclico [Baeza et al., 2011].
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Figura 6. Magnitudes de un voltamperograma ciclico de acuerdo con el convenio planteado por
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a, = potencial de pico anddico
i = intensidad de corriente de pico catddico

i%, = intensidad de corriente de pico anodico

El comportamiento en un voltamperograma se debe al equilibrio que se establece entre las especies
del par redox, este efecto es explicado por la ecuacion de Nernst (figura 7) que relaciona el
potencial de una celda electroquimica (E) con el potencial estandar de una especie (E °) vy las

actividades relativas del analito oxidado (Ox) y reducido (Red) en el sistema en equilibrio.

L )
nF  (Red)

Figura 7. Ecuacion de Nernst. 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

Con la informacion que nos brinda la ecuacion de Nernst se puede predecir cémo responderad un
sistema a un cambio de concentracion de especies en solucién o un cambio en el potencial del
electrodo [Elgrish et al., 2018]. Los resultados del voltamperograma permite examinar diferentes
parametros como el potencial redox E ° = Eap+Ecp / 2, la relacién pico-corriente = iap / icp, la
diferencia de potencial AE = Ecp — Eap y la corriente de reduccion (Ipc) que nos permite
determinar mediante la ecuacion Alcp = Icp © — Icpmuestras, Si eXiste diferencia en los picos de

corriente de reduccion después de que ocurre la unién antigeno-anticuerpo [Elgrish et al., 2018].
2.2.4 Inmunosensores para el diagnostico de enfermedades

Existen varias investigaciones que han mostrado buenos resultados con el uso de los
inmunosensores como método de diagndstico. Entre las que destacan la deteccion de agentes
virales. Como por ejemplo, un estudio realizado por Bai et al., 2012 detect6 el virus de la influenza
aviar H5N1 en muestras de saliva de aves de corral, mediante un biosensor portéatil de Resonancia
de Plasmon de Superficial, pero también se ha logrado la deteccion del virus HIN1 en humanos,

en 2010 por Endo et al., mediante reflectometria utilizando anticuerpos inmovilizados de nano
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impresion flexible con un biosensor de cristal fotonico bidimensional, el cual demostrd un limite

de deteccién 1 ng/mL—1.

También existen varios trabajos enfocados a dengue, como la investigacion de Arshad et al., 2020,
que desarrollaron un sensor impedimétrico basado en MIP para detectar biomarcadores de fiebre
del dengue, pudiendo detectar concentraciones de NS1 tan bajas como 0.3 ng / mL y en muestras
de suero humano se obtuvieron recuperaciones satisfactorias que variaban del 95 al 97,14% con
desviaciones estdndar de menos del 5%. Otro trabajo del mismo afio de Omar et al., dirigido a la
deteccion de la proteina E de DENV-2, en este caso mediante un sensor de resonancia de plasmon
de superficie basado en una capa delgada autoensamblada de dendrimero de poliamidoamina-
6xido de grafeno reducido, pudo detectar con éxito la concentracién mas baja de proteinas E de
DENV-2 de 0,08 pM en 8 min, segun la conclusion de los autores. El sensor también mostré una

alta selectividad hacia las proteinas E de DENV-2.

También con la reciente pandemia por SARS-CoV-2 se han trazado estrategias de todo tipo para
controlar la enfermedad y los sensores prometen ser una alternativa para el diagnostico, como lo
demostraron investigadores Raziq et al., 2021 con el desarrollo de un sensor electroquimico

portatil basado en MIP para la deteccion del antigeno SARS-CoV-2.

El uso de los biosensores se aplica también a la deteccion de antigenos bacterianos y no solo
virales. 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 diagnostico exitoso de la tuberculosis.

Escherichia coli es otra bacteria para la que también se han desarrollado biosensores para su
deteccidn, como ejemplo se puede mencionar el estudio realizado por Barreiros dos Santos et al.,
en 2013, en el cual se utiliz6 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 deteccion de
2 UFC/mL.

Pese a que se han desarrollado inmunosensores electroquimicos para la deteccion de disimiles
patdgenos, incluyendo dengue, todavia no se han explotado todas las posibilidades de estos

dispositivos Las ventajas que brindan sobre otros métodos de diagnostico es que requieren de poca
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muestra, son portables, presentan alta sensibilidad dada por la union especifica Ag-Ac También,
los electrodos serigrafiados presentan un bajo costo y pueden ser producidos en cantidades

considerable, lo cual permite que se puedan desechar después de hacer cada medicion.
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CAPITULO 3

3.1 Hipdtesis

La proteina E del virus del dengue puede ser detectada por un inmunosensor electroquimico por

voltamperometria ciclica.

3.2 Objetivo general

Detectar la proteina E del virus del dengue, mediante un inmunosensor voltamperométrico

utilizando un electrodo serigrafiado de oro.

3.3 Objetivos especificos

1) Modificar la superficie del electrodo de trabajo para la inmovilizacion del anticuerpo contra
Flavivirus 4G2

2) Evaluar la reaccion antigeno-anticuerpo en el inmunosensor por voltamperometria ciclica

3) Detectar la proteina E en virus aislados de pacientes, mediante la reaccion antigeno-anticuerpo

en el biosensor por voltamperometria ciclica
3.4 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 4

Materiales y métodos

4.1 Equipo
Microelectrodo serigrafiado de oro con contra electrodo de oro y electrodo de referencia de plata.
Marca Metrohm DroSens

Potenciostato galvanostato. Marca Biologic SP-150. Disponible en: Laboratorio de tratamientos

superficiales y fotocatalisis.

4.2 Reactivos

Cepas de dengue: H-159911(DENV 1), H-17247 (DENV 2) y H-87 (DENV 3). Todas fueron
aisladas a partir de suero de pacientes virémicos, en cultivo de C6/36 y donados por la Dra. Maria
Alba Lorofio Pino (tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de los virus prototipos empleados

VIRUS CEPA ANO LUGAR GeneBank 1D
DENV 1 H-159911 1944 Hawaii DQ672563.1
DENV 2 H-17247 1972 Nueva Guinea M29095.1
DENV 3 H-87 1957 Filipinas M93130.1

También se utilizaron cepas de Dengue 1y 2 aisladas de pacientes virémicos del estado de Nuevo

Ledn, donadas por el Dr. Daniel Arellano Soto.
Cepa de Chikungunya, donada por el Dr. Daniel Arellano Soto.

Anti-flavivirus (D1-4G2-4-15 (4G2)) Marca: Novusbio, donado por departamento de Bioquimica

y biologia molecular de la Facultad de Ciencias Médicas de la UANL
Albumina sérica bovina 1% (p / v)

Buffer de fosfatos 10mM pH 7.4
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Nitrato de potasio 1 M

Acido clorhidrico 1 M

Acido 11-mercaptoundecanoico 1.0 mmol L
1-etil-3-(3- diaminopropil) carbodiimida 0.4 mol L
N-hidroxisuccinimida 0.4 mol L™

Agua desionizada

4.3 Metodologia

Para evaluar la deteccion de Dengue mediante el uso del inmunosensor propuesto, desarrollamos
una metodologia conformada por varios pasos principales. Primero se modifico la superficie de
oro del electrodo de trabajo, adicionando un inmovilizador. Luego se afiadio el anticuerpo 4G2
anti-flavivirus para funcionalizar el electrodo mediante esta inmovilizacion. Con el objetivo de
bloguear los sitios que no se ocuparon con el anticuerpo 4G2 se adiciond albumina sérica bovina.
Por altimo, se agregaron los antigenos de dengue y se evaluo la reaccion antigeno-anticuerpo por
voltamperometria ciclica y espectroscopia de impedancia electroquimica. En la figura 8 se

representa la estrategia general.
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4.4 Modificacion de la superficie del electrodo

El sensor utilizado consiste en una laminilla con un disefio clésico de tres electrodos: un electrodo
de trabajo de oro, un electrodo de referencia de plata y un contraelectrodo de oro. Los tres
electrodos son serigrafiados sobre un sustrato de ceramica y una capa aislante es impresa sobre el
sistema de electrodos, dejando los contactos eléctricos y el area de trabajo descubierta (figura 9).

El electrodo de trabajo tiene un didmetro de 4 mm, ideal para utilizar volimenes inferiores a 50Ll.

Electrodo Contraelectrodo 3

de trabajo ' >
Conexion ~_ Electrodo de
\ referencia
. Conexion

Conexion

Figura 9. Laminilla de electrodos marca Metrohm DroSens.

Primeramente, se lavo el electrodo de trabajo con agua desionizada y etanol absoluto y se dejé
secar a temperatura ambiente. Con el propdsito de modificar la superficie del electrodo se adecuo
la metodologia descrita por Cecchetto et al., 2017, una vez secos los electrodos se les afiadio 50pl
de 4cido 11-mercaptoundecanoico (11-MUA) a una concentracion de 1.0 mmol L en una solucion
de etanol absoluto y se dejo reaccionar durante 16 horas a 4°C, en una camara humeda para evitar
la desecacion del electrodo de trabajo, luego se enjuagd con agua desionizada y etanol absoluto

para eliminar los excesos del1-MUA.

El 11-MUA-es un alcanotiol, los grupos tioles que presenta adsorben sobre la superficie del oro
por interacciones intermoleculares y forman estructuras altamente organizadas conocidas como
monocapas autoensambladas (SAM por sus siglas del inglés). La figura 10 muestra la reaccion

formal de la adsorcion.
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RSH + Au — RSH—-Anu
RSH—Au — RS—Au+ i H,

Figura 10. Esquema general de la reaccion entre el oro y los tioles.

En la primera etapa, las moléculas de tioles (RSH) se adsorben sobre la superficie de Au y luego
pierden el &tomo de H del grupo tiol, generando el radical tiol (RS) para formar una unién (S—Au).

Este es considerado un enlace covalente [Pensa 2011, Frederix 2003].

El proximo paso para conseguir la inmovilizacion del Ac es activar los grupos terminales de la
SAM mediante la adicion en el electrodo de trabajo de 25ul de una solucién de 1-etil-3-(3-
diaminopropil) carbodiimida (EDC) a 0.4 mol L™ y 25ul de N-hidroxisuccinimida (NHS) a 0.4
mol L. La inmovilizacion se logra por la formacidn de un enlace covalente con la amina primaria
del Ac y el éster formado por la activacion de la superficie con NHS y EDC. Para que ocurra esta
reaccion de activacion se incubaron las laminillas bajo las mismas condiciones del paso anterior,
y luego de 30 min se lavaron con Buffer fosfato salino (PBS) de pH7.4 y se adiciond en cada
electrodo 50 pl a 0.1 ug/ml de anti-flavivirus 4G2, el cual es un Ac monoclonal que reconoce la
proteina E de los Flavivirus, que se encuentra expuesta en la superficie de DENV vy asi dirigir el
mecanismo de deteccion de la laminilla a la particula viral completa en sangre periférica.

Posteriormente, se incub6 nuevamente por 16 horas a 4°C en camara humeda.

Los anticuerpos no unidos se eliminan mediante un lavado con PBS y con la finalidad de bloquear
los sitios donde no se haya unido el anticuerpo, se adiciona una solucion de Albumina Sérica
Bovina (BSA) al 1% (p/ v) y se incuba a 4° en cdmara himeda durante 1 hora; asi se evitan uniones
inespecificas al momento del analisis de las muestras. Luego de ese tiempo se hizo un lavado con
PBS para eliminar excesos. En la figura 11 se observa la metodologia seguida para la modificacion

de la superficie de oro.
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Figura 11: Esquema de la metodologia para la modificacién de la superficie de oro.

4.5 Adicion de antigenos

Para comprobar el funcionamiento del sensor se llevo a cabo la reaccion antigeno-anticuerpo
afiadiendo en el electrodo de trabajo 25 pl de las cepas de DENV1, 2 y 3 y dos cepas de virus
aislados de pacientes una muestra de DENV 1, y la otra de DENV 2,. Se utilizaron 3 diferentes
diluciones de antigeno (1:5, 1:10 y 1:50) para DENV1, 2 y 3, para los aislados de pacientes se
hicieron las mismas diluciones en el caso de DENV 1,, pero para DENV 2, solo se realizaron 2
(1:5 y 1:10). Después se dejo que trascurriera la reaccién durante media hora a temperatura
ambiente en camara hiumeda. Luego se realizo el altimo lavado con PBS y se guardaron a 4°C

hasta que se realizaron las mediciones correspondientes.
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4.6 Controles

Se adicionaron varios controles durante el desarrollo de la metodologia con la finalidad de asegurar

la validez de los resultados obtenidos

1.

Laminilla desnuda (ED); se lavé la laminilla con etanol absoluto y agua desionizada y no
se le adiciond ningun otro reactivo

Laminilla con 11-MUA, EDC y NHS (electrodo modificado EM); se realizo el
procedimiento hasta la adicion de EDC y NHS, luego se lav6 con agua desionizada y se
guardd a 4°C en camara himeda hasta realizar las mediciones

Laminilla con 11-MUA, EDC, NHS vy anticuerpo 4G2 (EM+Ac); se realizo el
procedimiento hasta la adicion de anti-flavivirus 4G2, luego se lavé con PBS y se guardd
a 4°C en camara himeda hasta realizar las mediciones

Laminilla con 11-MUA, EDC, NHS, anticuerpo 4G2 y BSA (EM+Ac+BSA); se realizo el
procedimiento hasta la adicion de anti-flavivirus 4G2, luego se lavé con PBS y se guardd
a 4°C en camara humeda hasta realizar las mediciones

Laminilla con 11-MUA, EDC, NHS, anticuerpo 4G2, BSA y suero (SUERO); se realizd
el procedimiento completo de la modificacion de la superficie del electrodo,
posteriormente se adicionaron 25ul de suero de persona sana para comprobar que el Ac no
se une a ninguna otra molécula en una matriz compleja. Luego se guardo a 4°C en camara
himeda hasta realizar las mediciones

Laminilla con 11-MUA, EDC, NHS, anticuerpo 4G2, BSA y cepa de Chikungunya
(CHIKV); se realizo el procedimiento completo de la modificacidon de la superficie del
electrodo, posteriormente se adicionaron 25ul de una cepa de Chikungunya donada por el
departamento de Bioquimica y biologia molecular de la Facultad de Medicina, UANL, esto
se realiz6 con el objetivo de comprobar la especificidad del Ac ya que a pesar de que
Chikungunya es un virus transmitido por artropodos no pertenece a los Flavivirus, por
tanto, no se esperaria una union Ag-Ac. Luego se guardo6 a 4°C en camara humeda hasta

realizar las mediciones
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4.7 Medicion de voltamperometria ciclica

Las mediciones electroquimicas de voltamperometria ciclica se llevaron a cabo agregando en el
electrodo de trabajo una solucion que contiene 5mM de K4 [Fe(CN6)] y 5mM K3 [Fe(CN6)] que
actia como sonda redox y 1M de KNOs como electrolito soporte, todas las mediciones se
realizaron a temperatura ambiente en un potenciostato galvanostato marca Biologic SP-150, los
parametros fueron controlados mediante el software EC-LAB 11.31, al finalizar, los resultados del

voltamperograma ciclico de potencial contra corriente, fueron arrojados por este mismo software.

Las condiciones de medicion que se aplicaron a la voltamperometria fueron: voltaje 100mV/s,
potencial —0.5-0.6V y se realizaron 3 ciclos consecutivos. Durante esta prueba la corriente se mide
en el electrodo de trabajo. Para establecer un voltaje deseado entre el electrodo de trabajo y la
solucion, se debe hacer contacto eléctrico con la solucion usando un electrodo de referenciay /o
contraelectrodo. El electrodo de referencia mantiene un potencial eléctrico fijo y reproducible entre
el contacto del metal y la solucidon, permitiendo que se apliqgue un voltaje conocido y el
contraelectrodo suministra corriente a la solucion para mantener el voltaje deseado de la solucion
del electrodo, generalmente en retroalimentacién electronica con el electrodo de referencia

monitoreando el voltaje de la solucion.

Los resultados de las mediciones reflejan lo que ocurre con la solucion en el electrodo de trabajo
durante el barrido. Se parte de un valor de potencial en donde no ocurre la electrolisis, hasta que
llega a un valor donde comienza la electrolisis y a partir de ese valor la corriente (icatodica) Crece
exponencialmente. Conforme se sigue realizando el barrido de potencial la concentracion de la
especie en disolucion disminuye cerca de la superficie del electrodo, porque la reaccion de
transferencia de electrones es mucho mas rapida que la velocidad de difusion y ésta ultima es el
paso determinante, por tanto, la concentracion de K3 [Fe(CNG6)] se agota y es cuando la corriente
llega a un maximo. Posteriormente, se sigue realizando el barrido de potencial, ahora en
condiciones limitadas, en respuesta a esto, la corriente disminuye debido a que no hay mas
compuesto que pueda llegar a la superficie del electrodo. Llegando a un punto donde comienza la

oxidacion de K4 [Fe(CN6)], dando como resultado el compuesto inicial y se continua con el
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barrido hasta que la corriente (ianodica) también llega a un maximo [Monarrez 2020]. La reaccion
anteriormente descrita representa el caso puntual del electrodo sin modificar, las magnitudes
fisicas obtenidas permiten contar con un modelo cinético donde no influyen las moléculas de la
modificacion de la superficie del electrodo, ni la unién antigeno-anticuerpo, Luego de realizar las
respectivas modificaciones en la superficie del electrodo y comprobar la reaccion antigeno-
anticuerpo los pardmetros cinéticos varia con respecto al electrodo sin modificacién por

interferencias en la transferencia electrdnica.

4.8 Disposicion de residuos

Durante la metodologia desarrollada no se generaron residuos que requirieran algun manejo
especial, se siguio el Sistema Globalmente Armonizado en cumplimiento aal NOMO018-STP-2015
y el Programa de Seguridad para el Manejo de Sustancias Quimicas Peligrosas, establecido por el

departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL.
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CAPITULO 5

Resultados

6.1 Modificacién de la superficie del electrodo de oro

La modificacion de la superficie del electrodo de trabajo se realiz6 como se describe en el acapite
4.4.1, posteriormente se midieron las VC, estos resultados se reflejan en la tabla 3 los valores de
la diferencia entre potenciales de pico (AE), el potencial redox y la relacion pico corriente se

calcularon segun las ecuaciones correspondientes (ver subindice 2.2.2)

Tabla 3. Parametros de las voltamperometrias ciclicas de la modificacion del electrodo.

- Potencial Relgcic’)n
Laminilla | Ipa (MA) | Epa (V) |Ipc (WA) | Epc (V) AE Redox pico
corriente

ED 144,942 10.214 132.447 10.101 0.113 1.58E-01 1.09E+00
EM 109.956 |0.185 110.789 [0.0922 |0.0928 1.39E-01 9.92E-01
Ac 70.805 |0.205 66.64 [0.104 |0.101 1.55E-01 1.06E+00
BSA 65.807 |0.207 60.809 [0.0818 |0.1252 1.44E-01 1.08E+00

Se realizaron 3 ciclos de voltamperometria ciclica por laminilla cada uno demord 1min
aproximadamente. La laminilla desnuda (figura 12) muestra una curva tipica del comportamiento
del par redox ferro/ferricianuro de potasio, este electrodo funciona como un blanco perfecto para
comparar las alteraciones en los voltamperogramas, durante la modificacion en la superficie del

electrodo y posteriormente con las mediciones de las muestras y de los controles.
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Figura 12. Voltamperograma ciclico de la laminilla desnuda, sin modificacion de la superficie del
electrodo.

La figura 13 refleja los voltamperogramas ciclicos de los pasos obtenidos de la modificacion del
electrodo. Se puede observar en los voltamperogramas una disminucion en los picos de corriente
anddica (Ipa P="%= 144737 pA; Ipa M= 118.75 pA; Ipa EM*A= 69.149 PA; Ipa EMTACHBSAZ
61.111 pA) y de igual manera en los picos de corriente catddica (Ipc P®="%= 138.158uA; Ipc
EM=112.5 pA; Ipc EM*A=74.468 pA; Ipc EMTACBSA=EE 556 IA), debido a que la transferencia
electronica se ve comprometida a medida que se unen reactivos a la SAM, por tanto los resultados

demuestran que se realiz6 una correcta modificacion de la superficie del electrodo.
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Figura 13. Voltamperogramas ciclicos de cada paso de la modificacién de la superficie del

electrodo.
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6.2 Comprobacion de la reaccion antigeno-anticuerpo DENV1

Los resultados obtenidos tras agregar las tres diluciones de DENV1 en los electrodos para efectuar

la unién antigeno-anticuerpo, se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Parametros de las voltamperometrias ciclicas de la reaccion antigeno-anticuerpo DENV1

Ipa Epa Ipc Potencial HELEETT

Dilucién Laminilla Epc (V) AE pico
LA | (V) (LA REHo corriente
1:5 DENV1 124.95 | 0.192 | 109.123 | 0.0946 0.0974 | 1.43E-01 | 1.15E+00
1:10 DENV1 91.63 |[0.198 | 108.29 |-0.0415 | 0.2395 | 7.83E-02 | 8.46E-01
1:50 DENV1 95.79510.212 | 95.795 |-0.0043 | 0.21634 | 1.04E-01 | 1.00E+00

Los picos de corriente catddica disminuyen a medida que se encuentra mas diluido el antigeno (Ipc
15=109.123pA,; Ipc ¥1%=108.29 pA; Ipc 0= 95.795uA). La variacion de las corrientes anddicas

no sigue un patron de disminucion correspondiente al aumento o disminucion de la dilucion; ya

que se obtuvo que en la dilucion 1:10 la Ipa %= 91.63 pA, siendo menor a la dilucién 1:50 la Ipa

150= 95,795 pA. Aunque cabe destacar que la Ipa de la dilucion 1:5 es mayor, al igual que sucedio

con las corrientes catodicas. Las representaciones de los voltamperogramas demuestran estos

resultados (figura 14 A). Ademas, se puede notar un desplazamiento en los potenciales catddicos,

indicando la union del antigeno al electrodo. En cuanto a la comparacion del electrodo no

modificado con la deteccion del antigeno de DENV 1, se pudo confirmar una disminucion en las

corrientes anodicas y catddicas, como se muestra en la figura 14B, este resultado es ideal ya que

permite detectar el analito a distintas concentraciones, incluso las mas bajas.
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Figura 14. Voltamperograma ciclico de la reaccion antigeno-anticuerpo A: comparacion entre las
diluciones 1:5, 1:10 y 1:50 de DENV1, B: comparacion entre las diluciones 1:5, 1:10 y 1:50 de
DENV1 y el electrodo desnudo.

Es importante mencionar que ademas se realizd un ensayo con una cepa de DENV1 aislada de
pacientes de Nuevo Leon (DENV1paciente), con las diluciones 1:5 y 1:10, con el objetivo de
comparar estas mediciones con las obtenidas para DENV1. Se observa en la tabla 5 una
disminucidon en la corriente anddica aumentar la dilucion (Ipa ¥°= 95.795 pA vy Ipa 11%= 68.306
HA) y en cuanto a las corrientes catddicas se ve un aumento al aumentar la dilucion (Ipc *°=

82.467pA Y Ipc 119= 166.6 pA).
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Tabla 5. Parametros de las voltamperometrias ciclicas de la reaccion antigeno-anticuerpo DENV1

— - Potencial Relgcién
Dilucion | Laminilla |lIpa (uA) | Epa (V) |lpc (MA) | Epc (V) | AE Redox pico
corriente
1:5 D1paciente |95.795 |0.0806 |82.467 |-0.0654 |0.146 |0.0076 1.161616
1:10 D1paciente |68.306 |0.107 166.6  |-0.0722 |0.1792 |0.0174 0.41

En la figura 15 se obtuvo el comportamiento de los voltamperogramas correspondientes a
DENV1paciente, en este ensayo no se apreciaron los picos de corrientes anddicas y catodicas tan
definidos como en los voltamperogramas anteriores, es posible que la causa de este fendmeno sea

que en el electrodo quedaron moléculas que causaron interferencias.
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Figura 15. Comparacién de los voltamperogramas ciclicos de la reaccion antigeno-anticuerpo de

las diluciones 1:5, 1:10 de DENV1 paciente.

6.3 Comprobacion de la reaccion antigeno-anticuerpo DENV2

Para DENV 2 se realizaron tres diluciones para medir la VVC, las diluciones 1:5 y1:10, al igual que
para el caso de DENV 1 paciente mostraron curvas con picos de corriente que muestran presencia
de interferencias en el reconocimiento del antigeno o que las particulas de dengue unidas al

anticuerpo presentan un volumen considerable, lo que puede impedir la transferencia de carga
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sobre el electrodo de trabajo (figura 16). En el caso de la dilucién 1:50 si se observan claramente
los picos de las corrientes anddicas y catodicas y son menores a las del electrodo desnudo.

Evidenciando que ocurre la reaccidn antigeno-anticuerpo esperada.
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Figura 16. Comparacion de los voltamperogramas ciclicos de la reaccion antigeno-anticuerpo de
las diluciones 1:5, 1:10 y 1:50 de DENV2

También para DENV 2 se realiz6 un ensayo con muestras aisladas de pacientes de Nuevo Ledn
(DENV 2paciente), solamente para una dilucion de 1:10. En este resultado, aparecen al igual que
los obtenidos para DENV 2 una interferencia y las corrientes (Ipa= 163.268A e 1pc=164.934 LA)

son mayores que las del electrodo sin modificar (figura 17).
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Figura 17. Comparacién de los voltamperogramas ciclicos de la reaccion antigeno-anticuerpo de

la dilucién 1:10 de DENV 2 paciente con el electrodo no modificado.
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6.4 Comprobacion de la reaccion antigeno-anticuerpo DENV3

Para el caso especial de DENV 3 no se contd con muestra de virus aislado de pacientes de Nuevo
Ledn, se realizé solamente una dilucion de 1:5 del antigeno DENV 3y el resultado obtenido fue
un voltamperograma donde los picos de corriente anddica y catodica practicamente desaparecen,
esto se puede deberse a que las particulas de dengue unidas al anticuerpo presentan un volumen
considerable, lo que puede impedir la transferencia de carga sobre el electrodo de trabajo. En cierta
medida los electrodos se comportaron como se esperaba, una disminucién considerable de los Ipa
e Ipc, ademas, al comparar con el electrodo sin modificar se observa una disminucion de las

corrientes (figura 18).
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Figura 18. Comparacién de los voltamperogramas ciclicos de la reaccion antigeno-anticuerpo de
la dilucion 1:5 de DENV 3 con el electrodo no modificado.

6.5 Comprobacion de los controles del virus de Chikungunya y el suero de una persona
sana

Para realizar los ensayos de los controles se realizo la misma metodologia que con las muestras de
DENV. En los voltamperogramas ciclicos de las diluciones de Chikungunya se obtuvieron los
siguientes picos anddicos Ipa 1°=103.292 YA, Ipa ¥1%= 103.292 Ay Ipa 1%°=99.96 HA y los picos
catodicos lpc 1°=66.64 PA, Ipc %= 99.96puA y Ipc 1°9=99.96 PA. Si comparamos con el
voltamperograma ciclico del electrodo sin modificar, no se observa la disminucion en la corriente

producida por la reaccion antigeno-anticuerpo, pero si hay una variacioén en el potencial con
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relacion al control (figura 19). Estos resultados indican que el electrodo no reconoce particulas
distintas a la proteina E de Flavivirus.
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Figura 19. Comparacion de los voltamperogramas ciclicos de la dilucion 1:5, 1:10y 1:50 del virus

de Chikungunya con el electrodo sin modificar.

En cuanto al control con suero de persona sana los voltamperogramas ciclicos se comportaron de
manera similar a lo que se obtuvo con la cepa del virus de Chikungunya. Las diluciones 1:5y 1:10
no muestran picos de corriente pronunciados y la dilucion 1:50 presenta un Ipa 1°°=99.96uA y de

igual manera un Ipct™°= 99.96 pA (figura 20).
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Figura 20. Comparacion de los voltamperogramas ciclicos de la dilucién 1:5, 1:10 y 1:50 del suero

de persona sana.
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CAPITULO 6

Discusion

Los voltamperogramas ciclicos de cada paso de la modificacion de la superficie del electrodo de
trabajo, demostraron una correcta formacion de la SAM para la unién a DENV, por la disminucion
de los picos de corrientes anddicas y catddicas. Otros autores han descrito resultados similares a
pesar de utilizar metodologias y materiales diferentes, como es el caso de Siew QY et al., quienes
en el 2021 desarrollaron un sensor para la deteccién de anticuerpos IgG contra DENV mediante la
uniéon de una glicoproteina antigénica de origen vegetal (cEDIII) a un electrodo de carbono que
fue modificado en varios pasos con: grafeno y dioxido de titanio (G / TiO2) y éster de N-
hidroxisuccinimida de acido 1-pirenobutirico (PSE). Al incorporar el éster de N-
hidroxisuccinimida de acido 1-pirenobutirico los picos redox mostraron una densidad de corriente
reducida en comparacion con la de los electrodos modificados anteriormente con grafeno y didxido
de titanio. La disminucién en los picos de corriente podria atribuirse a la hidrofobicidad del éster
de N-hidroxisuccinimida de &cido 1-pirenobutirico y a la formacion de una barrera fisica que
impide la transferencia de electrones a la superficie del electrodo, lo que se traduce en una
modificacion de la superficie del electrodo exitosa. Ademas, observaron una disminucion adicional
en los picos de corriente maxima en los electrodos modificados con G / TiO2 / PSE / ceDIII, lo

que indica la inmovilizacion satisfactoria de cEDIII.

En nuestro caso se obtuvieron picos de corriente menores al adicionar el anticuerpo 4G2 anti-
flavivirus, este comportamiento sugiere que el anticuerpo fue inmovilizado exitosamente. Siew
utilizo leche desnatada para prevenir la union inespecifica en los sitios activos de cEDIII esta
adicién a la superficie del electrodo también contribuyé a una caida en la respuesta de corriente.
El mismo resultado se obtiene al adicionar albimina sérica bovina para ocupar los sitios donde no
se unio el anti-flavivirus. Diouani M et al., en el 2016 y Arshad, R et al., en el 2020 son otros
autores que a medida que modificaron la superficie del electrodo sus voltamperogramas reflejaron
una disminucion en los picos de corriente tanto anddicas como catodicas. Esto sugiere que la
reversibilidad redox de [Fe (CN) 6] 3- / 4 empeora con la acumulacion de barreras fisicas aislantes

de los pasos de modificacidn secuencial, lo que dificulta lograr el equilibrio de Nernst.
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En cuanto a la comprobacion de la reaccion antigeno-anticuerpo, en los voltamperogramas ciclicos
también se obtuvieron picos de corriente menores en comparacion con el electrodo sin modificar,
para practicamente todos los serotipos que se utilizaron, incluyendo las muestras de pacientes de
Nuevo Ledn. Incluso el electrodo pudo reconocer el antigeno a las concentraciones mas bajas que
se utilizaron. Muchos autores describen una relacion de la disminucion de la corriente con las
concentraciones del analito, como explican Nidzworski et al., 2017, Talan et al., 2018 y Bhradwaj
2019 en sus investigaciones; en donde exponen la diferencia existente entre los picos del
voltamperograma del electrodo desnudo 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 la obstruccion de la transferencia de electrones
entre la solucién redox y el electrodo debido a que al aumentar la concentracion de proteina en el
medio disminuye la transferencia electronica; sin embargo, nuestros resultados no muestran del
todo esta tendencia, apoyandonos en lo expresado por numerosos investigadores podemos explicar
que los resultados de los voltamperogramas dependen de muchos factores, como son: variaciones
en la velocidad de escaneo, diferentes concentraciones o ausencia del par redox [Silva et al., 2021],
impedimento esterico o interacciones en de los compuestos de la SAM, pH [Humanes et al., 2016],
etc. También es importante destacar que la laminilla utilizada es desechable, una vez que se realiza
la medicion no es posible volver a usarla, por lo que cada voltamperogramas ciclicos mostrado en
los resultados representa una laminilla, lo que aumenta la posibilidad de errores de manipulacion
entre una medicién y la otra, lo que no quita que, a pesar de mostrar interferencias en las curvas,

por los resultados de los picos de corrientes podemos decir que ocurre la reaccion esperada.

Otro punto que demuestra que el biosensor desarrollado es confiable es que no reconocio las
particulas de Chikungunya, ni reacciond con el suero de personas sanas. Estos resultados
concuerdan con lo reportado en la literatura como por ejemplo el estudio realizado por Diouani et
al., 2016 donde, utilizando otra proteina de Mycobacterium tuberculosis y no el antigeno
especifico pudo probar la especificidad del sensor, ya que sus resultados indican que no ocurri6
reaccion entre el anticuerpo y esta proteina control. También podemos tomar un ejemplo
metodologicamente méas parecido al nuestro, donde en 2021 Mendonza et al, desarrollaron un

inmunosensor electroquimico para la deteccion de la glicoproteina NS1 de los virus Dengue y Zika
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en suero y orina, ademas de probar el electrodo con muestra reales diagnosticadas con DENV y
Zika, lo expusieron a muestras de suero de pacientes sanos y resulté en que las muestras de suero
con PBS diluidas hasta 1:50 mostraron diferencias significativas entre el control y ambos

individuos infectados; sin embargo, se detectd NS1 en sueros de ZIKV y DENV, como se esperaba.
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CONCLUSION

La superficie del electrodo de trabajo fue modificada para formar la SAM exitosamente, ya que se
pudo constatar la reaccion antigeno-anticuerpo, demostrando que es capaz de detectar la proteina
E de DENV 1,2y 3, endiluciones de 1:5, 1:10 y 1:50, asi como DENV 1y 2 aislados de pacientes.
Ademas, los resultados demostraron que el electrodo discrimina entre las muestras con DENV y
las que presentan otros arbovirus como es el caso de Chikungunya, el cual presenta sintomatologia
similar DENV y puede confundirse su diagndstico; por otro lado, también diferencia las muestras

de personas sanas.
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PERSPECTIVAS

Realizar una curva con concentraciones crecientes de la proteina E recombinante de los
cuatro serotipos de DENV.

Realizar la misma metodologia con el virus de Zika para saber si el electrodo lo detecta.
Realizar las voltamperometrias ciclicas variando el pH.

Realizar un estudio del comportamiento del electrodo con varias velocidades de escaneo.
Realizar mediciones con otras técnicas electroquimicas y comparar con las obtenidas en
este proyecto.

Realizar mediciones en suero de pacientes positivos a Dengue en distintas etapas de la

enfermedad
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