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Introducción 

Desde el comienzo de este siglo, un cierto número de patógenos nuevos o reemergentes 

han surgido de los reservorios de vida silvestre y se han extendido a las poblaciones 

humanas, causando enfermedades graves. Actualmente, se está viviendo una nueva era 

de enfermedades infecciosas, donde, factores como la urbanización, la globalización, los 

viajes, el comercio internacional y los cambios climáticos han contribuido a favorecer la 

aparición, propagación y transmisión de patógenos. Las nuevas enfermedades trazan un 

camino que comienza con un estado de emergencia, seguido de la transmisión a escala 

local, el movimiento se propaga rápidamente y con la ayuda de la conectividad global se 

genera la propagación a escala mundial. La Organización Mundial de la Salud (OMS) y los 

Institutos Nacionales para Alergias y Enfermedades Infecciosas (NIAID) publicaron una 

lista de patógenos a los que se debe dar prioridad para la investigación y el desarrollo a 

nivel mundial, por su potencial epidémico, no existen contramedidas eficientes, o 

requieren nuevas estrategias terapéuticas y de diagnóstico, donde los virus son los 

agentes etiológicos principales (NIAID, 2022; OMS, 2022). En México, según lo reportado 

por el  INEGI (Instituto Nacional de Estadística y Geografía) en el 2022, tres  de las diez 

principales causas de muerte a nivel nacional están asociadas a enfermedades 

infecciosas de origen viral, donde la principal causa fue por COVID-19 (causado por el 

virus SARS-CoV-2), seguida por enfermedades del hígado causadas por virus de la 

Hepatitis C y enfermedades respiratorias crónicas causadas por el virus de la influenza A 

y B (INEGI, 2022). Por todo esto, es necesario crear nuevas estrategias de detección y 

monitoreo y alternativas terapéuticas tanto de tratamiento como de prevención con el 
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fin de prevenir, tratar y/o controlar más rápidamente enfermedades infecciosas con un 

alto potencial de impacto en la salud pública y en la economía global.  
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CAPÍTULO 1 

Virus emergentes de RNA 

Un virus emergente puede ser definido como un virus que ha aparecido recientemente, 

ha aumentado notablemente su incidencia o rango geográfico, o que tiene el potencial 

de aumentar en un futuro cercano (Holland, 1998). Los virus emergentes son una de las 

principales causas de enfermedades infecciosas emergentes. La mayoría de las 

enfermedades virales emergentes han sido causadas por zoonosis, es decir, transmitidas 

de animales a humanos en condiciones naturales. Si bien muchos virus se extienden para 

infectar huéspedes nuevos o alternativos, solo unos pocos logran esta transición, y las 

razones del éxito de esos patógenos aún no están claras, sin embargo, el éxito en esta 

cadena de transmisión dentro de esa nueva población huésped y la creciente interacción 

humana con entornos de vida silvestre son los principales componentes para la 

generación de pandemias y epidemias (Parrish et al., 2008). Entre todos los patógenos 

potenciales que pueden estar involucrados en las transmisiones entre especies, los virus 

de RNA son motivo de especial preocupación. Los virus de RNA a menudo se destacan 

como la clase más común de patógenos detrás de las nuevas enfermedades humanas 

que causan epidemias y pandemias (cada año se descubren de 2 a 3 virus nuevos) 

(Rosenberg, 2015), debido a sus altas tasas de mutación (son seis órdenes de magnitud 

mayores que las de sus huéspedes celulares) (Holmes, 2009), los tamaños de población 

potencialmente grandes y su rápida replicación (Wasik et al., 2019). En este trabajo nos 

centramos en tres virus emergentes de RNA, dos fueron patógenos causales de dos 

grandes pandemias en los últimos años, SARS-CoV-2 y el virus de la Influenza, y además 
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un virus de RNA que ha generado epidemias a lo largo del tiempo en diversos estados 

del país, con potencial para generar una pandemia, el virus del Dengue (DENV).  

 

Coronavirus 2 causante del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) 
 
El patógeno causante de la enfermedad COVID-19 o SARS-CoV-2 ha causado desde su 

identificación en la ciudad de Wuhan China en el 2019 hasta la fecha más de 6 millones 

de muertes en todo el mundo (reportado por la base de datos del Center for System 

Science and Engineering de la universidad Johns Hopkins, 25 de mayo 2023). 

El SARS-CoV-2 es un virus con un genoma de RNA (+) que codifica para 29 proteínas de 

las cuales 4 proteínas son estructurales: la proteína de espícula (S o Spike), la proteína 

de membrana (M) la proteína de nucleocápside (N) y la proteína de envoltura (E) (Bai et 

al., 2022). 

De todas las proteínas virales descritas, la proteína Spike ha sido de gran interés debido 

a que la unión y la entrada del virus a la célula huésped esta mediada por esta proteína 

a través de su receptor de unión (RBD) que se une al receptor de la superficie celular de 

la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). La proteína Spike sufre cambios 

conformacionales para la internalización del virus a la célula y comenzar el ciclo 

replicativo (Hangping Yao et al., 2020) (figura 1). 
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Figura 1. Esquema de la proteína Spike del virus SARS-CoV-2 y su interacción con la célula huésped. (A) 

Esquema de la proteína Spike y sus subunidades, (B) unión de la proteína Spike con su receptor celular 

ACE2 y (C) proceso de unión y fusión virus-célula mediado por la proteína Spike (adaptada de Huang (2020) 

Structural and functional properties of SARS-CoV-2 spike protein: potential antivirus drug development for 

COVID-19 (Huang et al., 2020). 

 

Durante su rápida propagación en humanos, el SARS-CoV-2 ha desarrollado nuevas 

formas independientes, llamadas "variantes", que presentan variaciones en su genoma 

principalmente en la secuencia nucleotídica y aminoacídica de la proteína Spike. Estas 

modificaciones aumentaron la afinidad de la proteína Spike por su receptor celular ACE2, 

la transmisibilidad del virus en la población y la evasión de la respuesta inmune innata 

A B 

C 
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(Lorente-González et al., 2022; Telenti et al., 2022). Si bien estos cambios han afectado 

la afinidad por el receptor, estas modificaciones no han representado un cambio 

conformacional importante a nivel estructural en la proteína Spike (Gobeil et al., 2021; 

Kumar et al., 2022). 

La transmisibilidad de este virus está determinada por el número de replicación básico 

(R0) descrito como el número promedio de infecciones secundarias causadas por un 

individuo infectado en una población inmunológicamente nativa, es decir, en una 

población que no ha tenido contacto con este virus. R0 es un factor clave para predecir 

la propagación de un virus en una población. También se utiliza para estimar la 

proporción de individuos necesarios en una población para lograr la inmunidad colectiva. 

Además, la magnitud de R0 también se puede utilizar para predecir si un virus 

respiratorio en climas templados desarrollará un patrón estacional de infección (como 

se observa con los coronavirus endémicos) en lugar de una transmisión continua durante 

todo el año (Prada et al., 2021). Basado en los casos confirmados, la OMS determinó que 

el virus SARS-CoV-2 presentó un R0 promedio de 3.8 a comienzos de la pandemia y en 

2022 se ubica en 1.95, mientras que la variante Delta presentó el mayor valor de R0, 5.08 

(Ahmad et al., 2022), indicando que dependiendo de la variante (y de la población y sus 

medidas preventivas) es la capacidad infectiva del virus.  

Entre los síntomas que se presentan durante la infección por el SARS-CoV-2 (puede variar 

según la variante) se encuentran los síntomas característicos de enfermedades 

respiratorias como estornudos, dolor muscular, fatiga, falta del sentido del olfato, 

esputo, etc. (Schulze & Bayer, 2022). Esto dificulta el correcto diagnóstico, y por lo tanto 
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ha generado la propagación rápida del virus entre la población. Actualmente, con el fin 

de disminuir la mortalidad por este virus y proteger a la población de sus efectos a largo 

plazo se han diseñado y distribuido vacunas que permiten la generación de anticuerpos 

neutralizantes contra el virus. Al menos el 78% de la población mexicana ha recibido la 

primera dosis mientras que el 62% presenta el esquema completo de vacunación 

(Edouard Mathieu, 2020).  

 

 

Virus causante de la Influenza A 
 
Los virus de la influenza son virus de RNA envueltos con un genoma monocatenario de 

polaridad negativa que contiene ocho genes que codifican para once proteínas, entre las 

destacan la hemaglutinina (HA) y la neuroaminidasa (NA), debido a su participación en 

la interacción virus-huésped, (figura 2A).  

Estos virus pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, de la cual se derivan cinco géneros: 

Influenza virus A, Influenza virus B, Influenza virus C, Thogovirus e Isavirus. Los que 

infectan a humanos incluyen tipo A y B. Para los virus de la influenza A se han clasificado 

diversos subtipos los cuales están etiquetados según un número H (para el tipo de 

hemaglutinina) y un número N (para el tipo de neuraminidasa).  

Los virus de influenza A expresan HA en la superficie del virión para facilitar la entrada a 

la célula huésped a través de la unión a su receptor y la fusión de la membrana del virión 

con la membrana endosomal de la célula. Los virus de la influenza típicamente infectan 

células del tracto respiratorio superior de los humanos, donde la HA reconoce 

estructuras de glicano que terminan en ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac), 
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generalmente conocido como ácido siálico, unido a galactosa (Gal) en un enlace β1-4 a 

glucosamina (GlcNAc) (ver figura 2B) (Byrd-Leotis et al., 2017). 

 

 

 

Figura 2. Esquema del virus de la influenza y su interacción con la célula huésped. (A) Esquema del virus 

de la influenza (adaptada (Michael W. Davidson and The Florida State University, 2015)), (B) unión del virus 

a la célula huésped mediante la interacción de la proteína viral HA con el receptor celular ácido siálico 

(adaptada (Byrd-Leotis et al., 2017)). 

 

A 

B 
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Según el Centro de Prevención y Control de Enfermedades (CDC) han sido caracterizados 

dieciocho antígenos H diferentes (H1 a H18) y 11 antígenos N diferentes (N1 a N11), 

donde en este trabajo nos centramos en el subtipo H1N1 debido a que es el agente 

patógeno responsable de la pandemia reportada en el 2009 que infectó al 45% de la 

población mundial (Girard et al., 2010). En México, durante la temporada de Influenza 

estacional 2021-2022 se reportaron 1,062,724 casos sospechosos, sin embargo solo 

pudieron confirmarse 3,081 casos (DGE, 2022a). El valor R0 calculado para los virus de 

influenza varia, la cepa responsable de la influenza estacional es en promedio de 1.3 (va 

de un rango de 0.9 a 2.1), mientras que, el valor R0 calculado para el virus A/(H1N1) fue 

de entre 1.4 a 1.6 (Baldo et al., 2016). Dado que todos estos valores son cercanos, es 

razonable suponer una transmisibilidad similar entre todas las cepas de influenza A. 

Los síntomas de la infección por influenza A son fiebre, fatiga, dolores de cabeza, tos, 

nariz congestionada, dolores musculares o corporales etc. 

Debido a que la sintomatología es parecida a otras enfermedades respiratorias, se 

requiere una prueba de detección molecular del virus para confirmación del diagnóstico 

clínico. 

 

Virus del Dengue  
 
El DENV es un virus envuelto con un genoma de RNA monocatenario de polaridad 

positiva con un tamaño aproximado de 10.7 Kb, que se traduce como una sola 

poliproteína y luego se escinde por proteasas codificadas por virus y huésped en tres 
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proteínas estructurales cápside (C), premembrana/membrana (prM/M) y envoltura (E) y 

siete proteínas no estructurales (NS) (figura 3). 

 

 

Figura 3. Esquema del virus del Dengue y su genoma (adaptada (Souza et al., 2022)). 

 

El virus del dengue (DENV) es el patógeno causante de la fiebre del dengue (FD), la 

enfermedad viral transmitida por artrópodos (principalmente por el mosquito Aedes 

aegypti) más prevalente en humanos en zonas tropicales. Se han encontrado cuatro 

serotipos del virus (DENV 1-4), todos los cuales pueden causar el espectro completo de 

la enfermedad en humanos.  
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El DENV es un miembro de la familia Flaviviridae del género Flavivirus que comparte 

características estructurales y en su genoma con otros virus de la misma familia como el 

virus de la fiebre amarilla, virus de hepatitis C, de la encefalitis japonesa y del Nilo.  

El ciclo infectivo del DENV comienza cuando el virus ingresa a las células blanco por 

endocitosis (células dendríticas, monocitos o macrófagos) después de que la proteína E 

viral se adhiere a los receptores de la superficie celular, principalmente DC-SIGN (por sus 

siglas en inglés, dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin) como se observa en 

la figura 4. Posteriormente, la acidificación endosómica induce un cambio 

conformacional en la proteína E, lo que resulta en la fusión de las membranas viral y 

endosómica y la liberación de la nucleocápside en el citoplasma (Cruz-Oliveira et al., 

2015). 

 

Figura 4. Esquema de la interacción del virus del dengue con su célula blanco (adaptada (SIB Swiss 

Institute of Bioinformatics, n.d.)). 

 

Este virus y otros transmitidos por artrópodos (Arbovirus), como la fiebre amarilla, 

Chikungunya y Zika, son amenazas actuales para la salud pública en áreas tropicales y 
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subtropicales. La frecuencia y magnitud de los brotes por estos arbovirus, están 

aumentando a nivel mundial, impulsados por la convergencia de factores ecológicos, 

económicos y sociales. La OMS ha advertido que los patógenos transmitidos por insectos, 

incluidos el Dengue y el Zika tienen el potencial de ser los responsables de la próxima 

pandemia. Por lo tanto, se requiere de un plan estratégico que se enfoque en el 

monitoreo, prevención, detección y respuesta ante el virus del Dengue y otros arbovirus. 

En México, durante el 2022 se reportaron 54,779 casos sospechosos de infecciones por 

DENV, sin embargo, solo se confirmaron 6,582 (DGE, 2022b). El R0 reportado para DENV, 

fue de entre 3.15 y 4.19, donde los cambios inducidos en el comportamiento de 

alimentación de sangre de los mosquitos agravan drásticamente la epidemiología del 

DENV llevando su R0 a un valor de 7.65 (Wei Xiang et al., 2022). Según la CDC, la infección 

por el DENV causa un espectro de síntomas clínicos que van desde una enfermedad 

aguda debilitante o enfermedad febril limitada a complicaciones hemorrágicas graves 

que pueden conducir a la muerte. Estos síntomas generalmente se confunden con otras 

enfermedades febriles como las causadas por infecciones con otros virus, por lo que se 

requieren métodos innovadores para diagnóstico diferencial.  

Métodos de detección y diagnóstico viral 
 
Las pruebas para la detección e identificación de virus se realizan con el fin de generar 

un diagnóstico certero de la enfermedad, que mejora la eficacia de los tratamientos y 

evitar complicaciones a largo plazo para el paciente infectado. Además, los pacientes no 

diagnosticados correctamente y a tiempo pueden transmitir la enfermedad a otras 
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personas sin saberlo, por lo que, el diagnóstico temprano puede ayudar a prevenir o 

detener un brote (o disminuir los casos durante una epidemia o pandemia). 

Para la confirmación de un diagnóstico se utilizan múltiples métodos para la detección e 

identificación del patógeno viral, incluido el cultivo viral, la detección de antígenos, la 

detección del genoma y la serología para identificación de anticuerpos contra el 

patógeno.  

Para el diseño de nuevas estrategias de detección y monitoreo de virus, la OMS ha 

instaurado lineamientos con las consideraciones mínimas necesarias tanto para el 

desarrollo de estas pruebas como para realizar estudios de funcionalidad y certeza de la 

prueba mediante un manual de recomendaciones (OMS, 2014).  

Existen múltiples aspectos en la evaluación de una nueva prueba de detección, como la  

reproducibilidad, es decir, si se vuelve a hacer la misma prueba, se obtendrá el mismo 

resultado; la precisión, es decir, el grado de concordancia entre los resultados de la 

prueba diagnóstica en estudio y los de una prueba de referencia; y el valor adicional para 

una estrategia diagnóstica, es decir, la implementación de la prueba diagnóstica en el 

paquete rutinario de pruebas diagnósticas mejorará el diagnóstico, el tratamiento y el 

resultado del paciente (Van Stralen et al., 2009). 

Entre los parámetros a considerar para determinar la precisión de la detección se realiza 

una comparación de los resultados con la prueba estándar de referencia (denominada 

gold estándar) que es un modelo experimental que se ha probado exhaustivamente y 

cuenta con la reputación de ser un método  de detección confiable (Cardoso et al., 2014). 

Con esos datos, se pueden determinar también otros parámetros de precisión y certeza 
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como, la sensibilidad de la prueba (determinando los verdaderos positivos y negativos), 

la especificidad, el límite de detección de la prueba, etc., los cuales les confieren 

veracidad a los resultados obtenidos con los métodos de detección probados (Bretnall & 

Clarke, 2011).  

 

La precisión del método de detección (pruebas diagnósticas), está determinado por 

diversos factores como el tipo de prueba que se realiza, el ambiente en el que se lleva a 

cabo, el tiempo y calidad de la muestra que se desea analizar etc.  

Existen dos tipos de pruebas de diagnóstico según el lugar donde se realicen, las pruebas 

de laboratorio y las pruebas en el punto de atención o point of care (POC). Las primeras 

son sensibles, de alto rendimiento y se realizan en un ambiente controlado con equipo y 

personal especializado; mientras que las pruebas POC son pruebas rápidas que utilizan 

los mismos principios biológicos que los utilizados en las pruebas de laboratorio, pero 

con una mínima manipulación de la muestra para obtener resultados en menor tiempo 

(aproximadamente 15 min) y sin necesidad de equipos especializados. 

 Los métodos de detección viral pueden dividirse entre métodos que directamente 

detectan elementos virales (como el genoma o las proteínas) o métodos indirectos que 

identifican elementos de respuesta a la infección viral del huésped, como anticuerpos 

específicos. A continuación, se presentan los métodos diagnósticos aprobados por el 

Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC) para la identificación de 

los virus mencionados anteriormente, para la confirmación del diagnóstico clínico y el 

monitoreo epidemiológico. 
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Detección del Virus de Dengue  
 
Según lo establecido por el CDC, para el diagnóstico de una infección por DENV se utilizan 

pruebas de amplificación de ácidos nucleicos (NAAT) que se realizan en muestras de 

suero recolectadas siete días o menos después del inicio de los síntomas, mediante la 

detección de secuencias genómicas virales por pruebas de reacción en cadena de la 

polimerasa con transcriptasa inversa (RT-qPCR) o detectando el antígeno de la proteína 

no estructural 1 (NS1) del virus por inmunoensayo (Centros para el control y la 

preevención de enfermedades, 2019). 

La proteína NS1 es detectable durante la fase aguda de las infecciones por el virus del 

dengue, donde un resultado positivo en la prueba de NS1 confirma la infección por el 

virus del dengue, pero no brinda la información sobre el serotipo y un resultado negativo 

en la prueba no descarta la infección por este virus.  

Este tipo de abordaje diagnóstico dificulta el tamizaje real de la infección por este virus. 

Además, se han buscado alternativas para la detección de este virus en los vectores de 

transmisión con el fin de determinar las áreas de riesgo, monitorear la transmisión y 

evitar los brotes epidémicos, sin embargo, son pocos los métodos diagnósticos que se 

han desarrollado que se puedan realizar fuera de los laboratorios (S.-C. Lai et al., 2022; 

Yi et al., 2022).  

 

 

Detección del Virus de la influenza A 
 
Las pruebas de diagnóstico disponibles para la detección de virus de influenza A en 

muestras respiratorias incluyen ensayos moleculares, como las RT-qPCR y otras pruebas 
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de amplificación de ácidos nucleicos; y pruebas de detección de antígenos, incluidas las 

pruebas rápidas de diagnóstico o LFAs y los ensayos de inmunofluorescencia.  

La sensibilidad y especificidad de cualquier prueba para la detección del virus de 

influenza en muestras respiratorias puede variar según el tipo de método de prueba, el 

tiempo en el que se tomó la muestra, la calidad, la fuente, el manejo y procesamiento. 

La Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA) recomienda el uso de 

pruebas de diagnóstico rápido de influenza para la detección de virus de influenza en 

muestras respiratorias de pacientes ambulatorios y el uso de RT-qPCR para la detección 

en muestras respiratorias de pacientes hospitalizados. 

Sin embargo, actualmente, el diagnóstico de enfermedades respiratorias causadas por 

virus de la influenza se limita al diagnóstico clínico donde muy pocas veces se realiza una 

prueba de laboratorio confirmatoria, y debido a que los síntomas presentados se 

comparten con otras enfermedades respiratorias, el diagnóstico puede no ser certero. 

Detección del Virus SARS-CoV-2 
 
Entre los métodos de detección más usados actualmente para el diagnóstico de COVID 

19 es la prueba de antígenos para la detección de proteínas virales nucleocápside (N) o 

Spike (S) y las pruebas de detección de los genes que codifican para las proteínas S y N 

del virus por RT-qPCR. Para obtener resultados certeros, estas pruebas están sujetas al 

tiempo de exposición al virus y a la sensibilidad de la prueba, por lo que la búsqueda de 

nuevas alternativas para la detección rápida y sensible del SARS-CoV-2 siguen siendo 

necesarias.  
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Con el fin de establecer mejores métodos de diagnóstico de estos virus de RNA, se han 

propuesto diversas herramientas basadas en nanomateriales y en sistemas de detección 

simples y rápidos que no requieran equipo especializado. En este trabajo nos 

centraremos en dos métodos de detección viral directos, las pruebas de flujo lateral LFAs 

y los ensayos ELONA (Ensayos de oligonucleótidos ligados a enzimas). 

Ensayos de oligonucleótidos ligados a enzimas (ELONAs) 
 
ELONA (Enzyme-Linked Oligonucleotide Assay) es un método bioquímico basado en el 

ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (Enzyme-linked immunosorbent assay o 

ELISA), en donde, se puede realizar la detección de un antígeno de interés (en este caso 

viral) usando aptámeros. Los ensayos ELONA generalmente se llevan a cabo en placas de 

96 pocillos, lo que permite medir múltiples muestras en un solo experimento. Los 

oligonucleótidos utilizados en este método generalmente se conjugan con biotina o 

digoxigenina, que posteriormente pueden ser reconocidas por estreptavidina conjugada 

con HRP o anticuerpos anti-digoxigenina marcados con HRP (respectivamente) y al 

agregar el sustrato produce una señal proporcional a la cantidad de antígeno unido al 

pocillo que se mide colorimétricamente a 450 nm. 

Existen tres tipos de ELONAs, directo, tipo sándwich y competitivo (figura 5). En el ELONA 

directo, el antígeno o muestra se inmoviliza directamente en la placa y el aptámero de 

detección conjugado se une al objetivo. Luego se agrega la molécula de reconocimiento 

conjugada a HRP y el sustrato, produciendo una señal indicando la presencia del analito. 

Este tipo de ELONA es el más sencillo y debido a que se requieren menos elementos para 

la detección, se considera el menos costoso.  
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En los ELONA tipo sándwich se utilizan dos aptámeros específicos para intercalar el 

antígeno. El aptámero de captura se inmoviliza en la microplaca, se agrega la muestra, 

el antígeno de interés se une y luego se agrega un aptámero de detección conjugado que 

se une a otro epítopo del antígeno objetivo. Finalmente, se agrega sustrato que produce 

una señal que es proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra. Los ELONA 

tipo sándwich son altamente específicos, ya que se requieren dos aptámeros para unirse 

a la proteína de interés (figura5).  

El ELONA competitivo, puede realizarse de dos formas, en la primera, el analito marcado 

y sin marcar compiten por una cantidad limitada de aptámero de unión. En el ELONA 

competitivo indirecto, después de permitir la unión del analito marcado a la placa de 

microtitulación y bloquear con un agente de bloqueo adecuado, se añade el aptámero 

marcado junto con otro aptámero sin marcar. Posteriormente, se realiza la lectura para 

recopilar la señal generada a partir del aptámero marcado unido (figura 5) (Moreno et 

al., 2023).  

 
 

 
 

Figura 5. Esquema de los diferentes tipos de ELONA. Tipos de ELONA más comunes para la detección 

de antígenos utilizando aptámeros (adaptado de Stoltenburg et al., 2016). 
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Pruebas de flujo lateral (LFAs) 
 
Las pruebas de flujo lateral o LFAs (Lateral Flow Assays, por sus siglas en inglés) son 

pruebas cromatográficas en papel en las que los reactivos de detección se cargan 

previamente y se activan cuando se agrega la muestra, obteniendo resultados en 

aproximadamente 15 minutos.  

Estas pruebas se componen de diferentes partes o componentes que se ensamblan 

sobrelapadas en un respaldo. Sus componentes son la almohadilla de muestra, la 

almohadilla de conjugación, la membrana de detección y almohadilla de adsorción 

(figura 6). La membrana de detección a su vez, se divide típicamente al menos en dos 

zonas, una usada como control de la prueba (zona de control) y otra que indica la 

presencia del analito a detectar (zona de prueba). Cada uno de los componentes de la 

LFA son tratados por separado y los reactivos pre-inmovilizados en ellas se activan al fluir 

la muestra líquida por capilaridad a través de la tira (figura 6).  

 

 

Figura 6. Configuración típica de una prueba de flujo lateral (adaptado de Koczula & Gallotta, 2016). 
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En las LFAs, el espécimen que tiene los analitos a detectar se coloca en la almohadilla de 

muestra. Se pueden analizar una gran variedad de muestras biológicas, incluyendo orina 

(de Lourdes Moreno et al., 2017), saliva (Carrio et al., 2015), sudor (Hudson et al., 2019), 

suero (Schmidt et al., 2018), plasma (Gao et al., 2017), sangre completa (Si et al., 2019) 

y otros fluidos, los cuales se pueden depositar directamente en esta almohadilla sin 

realizarles previamente ningún tratamiento. 

Posteriormente, la muestra fluye por capilaridad al segundo componente, la almohadilla 

de conjugación, que contiene los elementos de reconocimiento que son específicos del 

analito objetivo (anticuerpos, ácidos nucleicos, proteínas, etc.) y que están conjugados 

con moléculas que generan una señal actuando como marcadores (fluoróforos, 

nanopartículas de oro coloidal, látex, selenio o colorantes, etc.).  

Una vez que el analito se une a las moléculas de reconocimiento, estos complejos migran 

hacia la membrana de detección (generalmente de nitrocelulosa) que contiene 

componentes biológicos específicos inmovilizados en zonas de detección que reaccionan 

con el analito unido al conjugado. El reconocimiento del analito en este sitio da como 

resultado una respuesta en la zona de prueba, mientras que una respuesta en la zona de 

control únicamente indica el adecuado flujo del líquido a través del sistema (figura 7). 

Después de la detección, la muestra no adherida sigue fluyendo a través de la prueba, 

hacia la almohadilla absorbente en el lado distal de la tira.  
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Figura 7. Esquema del funcionamiento de la LFA (adaptado de Lee et al., 2013). 

Las LFAs se pueden clasificar según el formato de detección que presenten, los de tipo 

sándwich (más comunes), tipo competitivo y los de detección múltiple. Entre estos 

formatos los componentes (almohadillas) tienen la misma función, sin embargo, la forma 

en la que se realiza la interacción de la detección y la interpretación para obtener los 

resultados es diferente. La mayoría de las pruebas LFA están diseñadas en formato 

sándwich, utilizando dos elementos que se unen a diferentes sitios en el antígeno que se 

va a detectar (un elemento de captura que es parte de un sensor y un elemento 

inmovilizado en la fase sólida de la LFA). En este formato el analito de interés queda 

atrapado en el centro, creando una especie de “Sándwich” (figura 8).  
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Figura 8. LFA con formato tipo sándwich (adaptado Bahadır & Sezgintürk, 2016). 

 

En el formato tipo competitivo (figura 9A), la solución que contiene el analito se aplica 

sobre la almohadilla de muestra y el elemento de detección marcado que se encuentra 

en la almohadilla se hidrata y comienza a fluir con el líquido por capilaridad. En la zona 

de prueba se inmoviliza el mismo analito a detectar, el cual se une específicamente al 

complejo mientras que en la zona de control se inmoviliza una molécula de 

reconocimiento del complejo (comúnmente un anticuerpo secundario complementario). 

Cuando la muestra líquida llega a la zona de prueba, el analito pre-inmovilizado se unirá 

al conjugado marcado, en caso de que, el analito en la muestra esté ausente, 

observándose dos líneas en la prueba (Sajid et al., 2015). Si el analito está presente, 

cuando el conjugado llegue a la zona de detección ya habrá interaccionado con el analito 

por lo cual no se unirá al que este inmovilizado, observándose únicamente la zona de 

control. 
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Se llama competitivo, debido a que el antígeno en la solución de muestra y el que está 

inmovilizado en la línea de prueba de la tira compiten para unirse con el conjugado 

marcado, por lo tanto, la ausencia de color en la línea de prueba es un indicativo de la 

presencia de analito (figura 9C), mientras que la aparición de color tanto en la línea de 

prueba como en la de control indica un resultado negativo (figura 9B). Este tipo de 

formato esta sugerido para detectar compuestos de bajo peso molecular que no pueden 

unirse a dos ligandos simultáneamente (Koczula & Gallotta, 2016). 

 

 

Figura 9. LFA con formato tipo competitivo. A) Diseño de la LFA, B) Diseño de la LFA con muestra sin 

el analito el cual genera un resultado negativo en la prueba y C) Diseño de la LFA con muestra 

que tiene el analito a detectar el cual genera un resultado positivo en la prueba (adaptado de 

Bahadır & Sezgintürk, 2016). 

A 

B 

C 
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La popularidad e importancia tecnológica y comercial de las LFAs radica en sus ventajas 

contra otros métodos de detección como: 

 

I. Facilidad de fabricación relativa, donde los equipos, materiales y procesos ya están 

desarrollados y disponibles 

II. Son fácilmente escalables a producción de alto volumen 

III. Tienen una larga vida útil de 12 a 24 meses, a menudo sin refrigeración 

IV. Facilidad de uso para el operador, con mínimos pasos e interpretación sencilla de los 

resultados 

V. Requiere pequeños volúmenes y se pueden usar múltiples tipos de muestra 

VI. Los resultados pueden observarse a simple vista o integrarse con dispositivos 

electrónicos o sistemas de lectura para generar bases de datos 

VII. Tienen alta sensibilidad, especificidad y buena estabilidad 

VIII. Versatilidad de formatos, moléculas de bioreconocimiento, etiquetas (marcadores) 

y sistemas de detección 

IX. Se obtienen resultados en menos de 30 minutos 

X. Tienen costos de producción relativamente bajos, a comparación de otros sistemas 

XI. Cuentan con presencia y aceptación en el mercado ya que no se requiere una previa 

formación del usuario para su uso 

 

A pesar de que se le ha dado mucho énfasis a la aplicación de este sistema en el 

diagnóstico clínico, su uso se ha extendido a áreas tan diversas como veterinaria, 
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agricultura, alimentos, seguridad ambiental, pruebas industriales, así como en 

investigación para el diagnóstico molecular. 

Las múltiples propiedades del sistema y su fácil y rápido uso las han convertido en 

excelentes herramientas para la detección de diversas moléculas.  

Las LFAs han permitido detectar de manera rápida y precisa, patógenos infecciosos 

reconocidos como causantes de problemas de salud públicos, como el virus de la 

influenza A (Robson et al., 2018), el virus de la hepatitis B (Shen & Shen, 2019), la bacteria 

Clostridium tetani causante del tétanos (Juanzu Liu et al., 2018), Chlamydia trachomatis, 

causante de la infección por clamidia urogenital (Gwyn et al., 2016), entre otros. 

La necesidad de tener métodos de detección rápidos y eficientes en áreas rurales donde 

ha aumentado la incidencia de enfermedades diseminadas por vectores, ha generado el 

desarrollo de LFAs para la detección de estos patógenos en el vector transmisor (Barfield 

et al., 2010; Y. Zhang et al., 2015).  

Las LFAs generalmente utilizan nanopartículas de oro (AuNPs) como moléculas de 

marcaje que se funcionalizan con elementos de reconocimiento biológico para formar 

biosensores específicos que capturan los antígenos de interés para realizar la detección. 

El desarrollo de las LFAs que utilizan biosensores basados en AuNPs se utilizan en el 

diagnóstico clínico para la detección de virus, bacterias, hongos, hormonas, etc. sin la 

necesidad de disponer de un laboratorio especializado.  
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Nanopartículas: clasificación y propiedades 
 
En 2011, la Comisión de la Unión Europea definió a la nanopartícula (NP) de la siguiente 

manera: 

“La nanopartícula es un material natural, incidental o manufacturado que contiene 

partículas, en un estado ya sea no unido o agregado o aglomerado y para la cual el 50% 

o más de las partículas en la distribución de su tamaño numérico, una o más dimensiones 

externas de ella están en el rango de tamaño de 1 nm – 100 nm”. 

Debido a que la definición de NP se volvió muy amplia, existen muchas maneras de 

clasificarlas, la más usada es por su composición química clasificándose en 3 grupos (Ealia 

& Saravanakumar, 2017): orgánicas, inorgánicas y basadas en carbono.  

Para esta tesis, son de nuestro interés las NP inorgánicas, en particular las basadas en 

metales, debido a sus posibles aplicaciones en diversas áreas que van desde la 

electrónica, la cosmética, los recubrimientos, el embalaje y la biotecnología incluyendo 

la biomedicina, donde en esta última área, se han distinguido por sus aplicaciones en 

terapias, tratamientos, métodos de diagnóstico, entre otros. 

Los metales comúnmente utilizados para la síntesis de estas NPs son aluminio (Al), 

cadmio (Cd), cobalto (Co), cobre (Cu), oro (Au), hierro (Fe), plomo (Pb), plata (Ag) y zinc 

(Zn). Este tipo de NPs tienen propiedades distintivas, tales como sus características 

superficiales (alta relación entre superficie y volumen), su tamaño de poro, su carga 

superficial y densidad de carga superficial, sus diferentes estructuras ya sean cristalinas, 

amorfas o con formas (como esféricas y cilíndricas), su color, su alta reactividad y 

sensibilidad, etc. 
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Nanopartículas de oro: características y ventajas de su aplicación.  
 
Entre los diferentes tipos de NP, las nanopartículas metálicas, especialmente las 

nanopartículas de oro (AuNPs), han generado gran interés de diferentes campos de la 

ciencia, ya que además de las propiedades que presentan como NP, presentan 

características particulares como, alto coeficiente de absorción de rayos X, facilidad de 

manipulación sintética, lo que permite un control preciso sobre las propiedades 

fisicoquímicas de la partícula, fuerte afinidad de unión a tioles, disulfuros y aminas, 

ópticas sintonizables únicas y propiedades electrónicas distintas (Alaqad & Saleh, 2016). 

Existen muchas formas en que se pueden encontrar las AuNPs, determinando su 

aplicación en función a sus características específicas. Las características más 

sobresalientes que dependen de la morfología de las NPs son la resonancia plasmónica 

superficial (SPR) y las propiedades ópticas, haciéndolas excelentes nanomateriales para 

el desarrollo de biosensores y sistemas de detección en el área médica. 

Las moléculas biológicas más utilizadas para conjugar con las AuNPs y conferirles 

funcionalidad son los ácidos nucleicos (fragmentos de DNA, RNA, aptámeros, 

oligómeros, etc.), enzimas, anticuerpos, proteínas, péptidos y algunos biopolímeros. 

La elección de la estrategia de conjugación está inicialmente dictada por una 

combinación de factores que incluyen el tamaño, la forma, la química de la superficie y 

la morfología de las AuNPs, la naturaleza de los ligandos que se acoplaran a la superficie 

y sus grupos funcionales disponibles, el tipo de molécula biológica, su tamaño, su 

composición química y la utilidad deseada en la aplicación final de la AuNPs 

funcionalizadas. Teniendo en cuenta las características anteriores, la conjugación de 
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AuNPs-ligando puede ser de tipo covalente o no covalente (por unión electrostática, 

formas de adsorción y encapsulación) (Sapsford et al., 2013). 

Además de la funcionalización, cubrir la superficie de la AuNP con diferentes ligandos 

(como anticuerpos o proteínas) le proporciona solubilidad en disolventes acuosos u 

orgánicos, le otorga estabilidad y evita la agregación. Aunque las AuNPs tienen un núcleo 

de metal noble bastante inerte y no reactivo, para las aplicaciones biológicas a menudo 

se requiere la funcionalización de la superficie para garantizar la alta biocompatibilidad 

y la baja citotoxicidad (Mieszawska et al., 2013).  

 

Caracterización de las propiedades fisicoquímicas de las nanopartículas 
 
La caracterización de las AuNPs se basa en la determinación del tamaño, la morfología y 

la carga superficial (entre otras características relacionadas como la estabilidad física, la 

dispersión etc.), utilizando diferentes técnicas avanzadas. En la Tabla 1 se mencionan las 

diferentes herramientas y métodos de caracterización de las nanopartículas.  
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Tabla 1. Métodos y pruebas para la caracterización de las nanopartículas (adaptado de Bhatia, 2016). 

Parámetro Método de caracterización 

Determinación de la carga 
Anemometría láser Doppler 

Determinación del potencial zeta (DLS) 

Análisis químico de la superficie 

Espectrofotometría de masas de iones secundarios 

estáticos 

Sortometría 

Estabilidad del ligando 

Bioensayo de extracción del ligando de las 

nanopartículas 

Análisis químicos del ligando 

Estabilidad de dispersión de las 

nanopartículas 

Temperatura crítica de floculación 

Microscopía de fuerza atómica 

Tamaño y distribución de las partículas Defractometría láser 

Espectroscopía de correlación de fotones 

Microscopía electrónica de barrido 

Microscopia electrónica de transmisión 

Determinación del diámetro hidrodinámico 

Hidrofobicidad de la superficie Medición del ángulo de contacto con el agua 

Espectroscopía de fotoelectrones por rayos X 

 

A continuación, hablaremos brevemente de las técnicas más usadas (Espectroscopía UV-

Vis y DLS) para caracterizar nanopartículas. 

Espectroscopía UV-Vis 
 
La espectrofotometría de absorción ultravioleta y visible es una técnica basada en la 

atenuación de la medición de la radiación electromagnética por una sustancia 
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absorbente. Esta radiación, tiene un rango espectral de aproximadamente alrededor de 

400-800 nm, donde puede observarse una atenuación resultante de la reflexión, 

dispersión, absorción o interferencia y medirse por absorbancia (Passos & Saraiva, 2019). 

Los nanobjetos como las AuNPs cuentan con propiedades ópticas bien definidas que 

dependen del tamaño, la forma y la funcionalización de la superficie de la AuNP 

(Humbert et al., 2013). 

Esta técnica se usa para caracterizar la resonancia de plasmón superficial de las AuNP, 

donde se pueden observar cambios en el pico máximo de absorbancia cuando se dan 

cambios de tamaño o funcionalización de las AuNPs. Debido a que la absorbancia es 

proporcional a la concentración del analito a determinar, estos cambios también han 

sido utilizados para la detección de moléculas en sistemas de detección coloidal. 

Ensayo de dispersión dinámica de luz 
 
La dispersión dinámica de la luz o DLS (Dynamic Light Scattering, por sus siglas en inglés) 

es una técnica hidrodinámica que mide, generalmente, los coeficientes de difusión 

traslacionales y / o rotacionales, que luego se relacionan con tamaños y formas a través 

de relaciones teóricas (Pecora, 2000). 

DLS se utiliza como una técnica óptica-analítica común para caracterizar la distribución 

del tamaño de las partículas (o macromoléculas) en suspensión. Las AuNPs tienen una 

alta capacidad de dispersión de la luz, lo que les permite ser detectados por DLS y su 

intensidad de dispersión de la luz es proporcional al tamaño de partícula. Por lo tanto, 

esta técnica se ha utilizado recientemente para observar el cambio de tamaño de las 

AuNPs causados por los analitos unidos (J. Wang et al., 2019). 
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Actualmente, esta técnica no solo se usa para caracterizar a las AuNPs funcionalizadas, 

sino que también, se utiliza para la generación de biosensores, empleado a las AuNPs 

como sondas para la detección de diversas moléculas (Y. H. Lai et al., 2015; Chao Li et al., 

2016; Shardlow et al., 2019). 

Aplicaciones de las nanopartículas de oro 

Como se describió previamente, las AuNPs tienen características particulares que les 

confieren ventajas de uso sobre otros nanomateriales en sistemas biológicos. Sus 

aplicaciones han desarrollado tecnologías trascendentes en el área biotecnológica y 

médica, entre las más importantes se encuentran las terapias fototérmicas, donde las 

AuNPs son las más utilizadas como agentes fotosensibilizadores para la eliminación de 

células tumorales, como portadores de fármacos para mejorar la distribución y 

administración y como biosensores para la detección de moléculas o patógenos de 

importancia clínica. 

Típicamente, los biosensores de AuNPs consisten en un ligando inmovilizado en la 

superficie de la AuNP que reconoce al analito o sustrato biológico. Este reconocimiento 

genera cambios en el entorno de las AuNPs, resultando en cambios en el estado de 

agregación de las mismas que conducen a su vez a cambios de color detectables (Y. Chen 

et al., 2017). Los cambios de color surgen del acoplamiento de los plasmones entre 

partículas cambiando el color de rojo a púrpura o azul durante la agregación o de púrpura 

a rojo durante la redispersión de la agregación (Ghosh & Pal, 2007).  

Además, la detección del analito puede provocar cambios en las propiedades ópticas y 

electrónicas de la AuNP (Hao et al., 2011; Y. Wang & Alocilja, 2015). Como ligandos para 



46 

 

inmovilizar en las AuNPs, se han utilizado diferentes moléculas como DNA (Q. Wang et 

al., 2016), aptámeros (Juewen Liu et al., 2006), oligonucleótidos (Matsishin et al., 2017), 

anticuerpos (Chen-zhong Li et al., 2011) y otras moléculas(Miranda et al., 2011). 

Por todo lo antes mencionado, la importancia del desarrollo de los biosensores ha 

aumentado en los últimos años, buscando siempre los formatos más simples, estables y 

con mejor sensibilidad, que puedan usarse incluso fuera de un laboratorio para una 

rápida detección.  

 

Aptámeros  

Con la intención de mejorar la sensibilidad y especificidad de los métodos rápidos de 

diagnóstico molecular, se han desarrollado diversas moléculas de reconocimiento como 

los aptámeros. 

Los aptámeros son ácidos nucleicos cortos (generalmente de 12 a 80 nucleótidos de 

largo) capaces de unirse de forma específica y estrecha a sus moléculas diana. El término 

aptámero se deriva de la palabra latina aptus (ajuste) y la palabra griega meros (parte) 

(Nimjee et al., 2017). 

Estos se generan y seleccionan mediante un proceso llamado SELEX (evolución 

sistemática de ligandos por enriquecimiento exponencial, un proceso de selección que 

permite el aislamiento de ligandos oligonucleotídicos entre grandes poblaciones de 

oligonucleótidos (bibliotecas de hasta 1015 oligonucleótidos aleatorios) que pueden ser 

de DNA, RNA o RNA modificado monocatenario, que se unen a objetivos moleculares, 
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con alta afinidad y especificidad (Ellington & Szostak, 1990; Robertson & Joyce, 1990; 

Tuerk & Gold, 1990). 

Para la selección de aptámeros se utilizan bibliotecas de oligonucleótidos que contienen 

una región central con una secuencia aleatoria, rodeada por dos regiones con secuencias 

constantes, que sirven para la amplificación de la biblioteca durante la selección. Esta 

biblioteca se pone en contacto con la molécula blanco donde solamente algunos 

miembros de esta enorme biblioteca se unirán al objetivo deseado. Los ácidos nucleicos 

seleccionados se amplifican y se usan para las siguientes rondas de selección y el proceso 

se repite hasta que se obtengan secuencias que cumplan con la especificidad deseada. 

La clave de un procedimiento SELEX exitoso, es separar eficientemente a esos 

oligonucleótidos no afines de aquellos con afinidad. La división puede llevarse a cabo, 

utilizando filtración de nitrocelulosa, inmunoprecipitación, separación con geles de 

acrilamida o la inmovilización del objetivo en una matriz sólida (figura 9). 

 

Figura 10. SELEX convencional para generar aptámero de DNA (adaptado de Hamula et al., 2011). 
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Después de cada ronda de selección, las secuencias unidas a la molécula blanco se 

amplifican usando cebadores correspondientes a regiones fijas de la biblioteca. En 

promedio, de 5 a 15 rondas de selección son suficientes para obtener aptámeros 

candidatos. Posteriormente, la biblioteca enriquecida se clona, y se determinan las 

secuencias individuales correspondientes a los aptámeros mediante secuenciación 

(Kulbachinskiy, 2007). 

Los aptámeros pueden unirse a diversas moléculas como siRNAs (Berezhnoy et al., 2012), 

fármacos (Bagalkot et al., 2006), proteínas (Yamamoto & Kumar, 2000; Zhai et al., 2001), 

colorantes (Babendure et al., 2003), virus  (Nitsche et al., 2007), células enteras (Raddatz 

et al., 2008) incluso a nanomateriales como las AuNPs (J. Zhang et al., 2013) para la 

elaboración de biosensores. 

En los últimos 10 años, los aptámeros se han utilizado en la detección analítica, el 

diagnóstico y las aplicaciones de administración de fármacos, debido a las siguientes 

características  (Sun & Zu, 2015): 

I. Tienen un tamaño pequeño, que le permite mejor transporte e internalización en las 

barreras celulares. 

II. Capacidad para someterse a cambios conformacionales tridimensionales 

sustanciales al unirse a su objetivo 

III. Son prácticamente no inmunogénicos y no tóxicos in vivo. 

IV. No provocan efectos secundarios imprevistos en sistemas biológicos debido a que no 

cuentan con regiones redundantes (como las regiones Fc redundantes de los 

anticuerpos)  
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V. Se pueden desarrollar contra un rango aparentemente ilimitado de objetivos 

VI. Son térmicamente estables, por lo que pueden almacenarse y transportarse 

fácilmente 

VII. Muestran resistencia ante cambios de pH sin cambiar su conformación 

tridimensional. Si los aptámeros se llegaran a desnaturalizan en condiciones 

extremas ambientales, pueden replegarse nuevamente, después de eliminar las 

condiciones de desnaturalización. Sin embargo, inclusive en condiciones 

desnaturalizantes pueden unirse a sus objetivos. 

VIII. Pueden producirse o modificarse a gran escala, industrialmente hablando, con una 

variación mínima de lote a lote y en un corto tiempo (horas) 

IX. Bajos costos de producción por sus sencillas técnicas de síntesis. 

 

Caracterización de los aptámeros 

La caracterización de aptámeros no cuenta aún con pautas universalmente aceptadas, 

sin embargo, se han utilizado diversos métodos para determinar su conformación 

estructural en 2D y 3D, su afinidad y las posibles interacciones que lleva a cabo con su 

molécula blanco. Para la determinación de sus estructuras secundarias y terciarias se han 

utilizado diversos softwares que a partir de la secuencia nucleotídica generan modelos 

estructurales utilizando la mínima energía libre. Entre los ensayos que se han utilizado 

para medir eficazmente las interacciones aptámero-objetivo (y su afinidad) se incluyen 

la resonancia de plasmón superficial (SPR), la polarización/anisotropía de fluorescencia 

(FA/FP), y electroforesis capilar (CE) y los ensayos ELONA, sin embargo, cada ensayo tiene 
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su propio conjunto de limitaciones y no todos son adecuados dependiendo de la 

aplicación del aptámero. 

En este trabajo, la especificidad y afinidad de los aptámeros se determinaron por ensayos 

de dot blot y ensayos de ELONA, respectivamente. 

El ensayo de dot blot es un método alternativo simplificado del tradicional Western Blot 

para la detección de la presencia o ausencia de una proteína o biomolécula particular en 

diversas muestras. Se caracteriza por ser un ensayo rápido, simple y económico que 

analiza la interacción entre dos moléculas, una de las cuales está inmovilizada en la 

superficie de una membrana (generalmente de nitrocelulosa), donde 

convencionalmente se mide la interacción entre antígeno-anticuerpo mediante una 

señal. Estos ensayos han sido adaptados para sustituir a los anticuerpos por aptámeros 

y así determinar la especificidad de un aptámero contra su antígeno, ya sea para evaluar 

el enriquecimiento de un pool de secuencias durante el SELEX o incluso como método 

diagnóstico rápido. Si bien es un método de detección preliminar su uso se complementa 

con otros métodos de detección más sensibles como los ensayos ELONA, sin embargo, 

podría usarse en lugares donde el equipo para realizar ELONAs no está fácilmente 

disponible (Citartan, 2021). 

Los ensayos ELONA, se utilizan generalmente para determinar la afinidad de los 

aptámeros con su molécula blanco. Para ello, la densidad óptica (DO) resultante de las 

diferentes concentraciones de aptámero con una concentración constante de antígeno, 

se gráfica y mediante una ecuación de regresión no lineal se calcula la constante de 

disociación (Kd). A menor Kd mayor afinidad presenta el aptámero por su antígeno. 
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Uso de aptámeros para mejorar el diagnóstico molecular 

La desventaja de los métodos de diagnóstico convencionales, como los métodos 

inmunológicos (como ELISA), la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), el aislamiento 

de patógenos, el cultivo para el crecimiento y la identificación microscópica, es que 

requieren alrededor de más de 24 horas para obtener los resultados. En los últimos años, 

las tecnologías de diagnóstico en el punto de atención, ha creado un cambio en el campo 

del diagnóstico y la biodetección al mejorar la velocidad y la precisión de los métodos 

diagnósticos, mediante la reducción en el tiempo de respuesta, de la dependencia a 

equipos sofisticados y personal calificado. Como parte de la mejora en las pruebas POC, 

los aptámeros se han utilizado para remplazar diversas moléculas de reconocimiento 

(como los anticuerpos) con el fin de disminuir los costos y mejorar la sensibilidad y 

especificidad de los métodos. 

Actualmente, varios aptámeros se utilizan de forma rutinaria para el diagnóstico de 

enfermedades infecciosas, entre los que se incluyen métodos fluorescentes (C. Zhang & 

Johnson, 2009), colorimétricos  (Bosak et al., 2019; Medley et al., 2008) y electroquímicos 

(Jo et al., 2015). 

En particular, en los últimos años se ha reportado el desarrollo de aptámeros para la 

detección y diagnóstico de enfermedades virales de importancia mundial como las 

enfermedades causadas por los virus Zika y Chikungunya (Saraf et al., 2019), la fiebre del 

Valle del Rift (Ellenbecker et al., 2012), encefalitis transmitida por garrapatas (Kondratov 

et al., 2013), SARS-CoV-2 (Stanborough et al., 2021; L. Zhang et al., 2020) entre otros. 
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Además, se han propuesto a los aptámeros como marcadores diagnósticos in vivo de 

cáncer de ovario en modelos murinos (J. Wang et al., 2021), gastrointestinal (Pan et al., 

2018) hepatocarcinoma (Shangguan et al., 2008), etc.  

Por todo lo descrito, se ha propuesto el uso de los aptámeros para la mejora de métodos 

diagnósticos ya establecidos o en el desarrollo de nuevos métodos alternativos. 
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CAPÍTULO 2 

Justificación 

Las enfermedades infecciosas emergentes son provocadas por un agente infeccioso 

recientemente identificado o por microorganismos que reaparecen después de un 

control previo, y/o erradicación y representan una amenaza grave para la salud pública 

a nivel global. Casi el 60% de las enfermedades infecciosas emergentes son por zoonosis 

y aproximadamente el 40% son causadas por virus emergentes o reemergentes. El 

estudio y la detección de estos virus son acciones fundamentales para el control 

epidemiológico, el desarrollo de tratamientos y a su vez la prevención de epidemias y 

pandemias.  El desarrollo de pruebas sensibles, rápidas y accesibles para el oportuno 

diagnóstico y contención de los casos es una prioridad en México. El uso de pruebas 

rápidas que no requieran un ambiente de laboratorio agilizará el monitoreo de la 

presencia de virus emergentes en diversas zonas aisladas y de bajos recursos. El diseño 

de sistemas de detección de virus que sean sencillos y económicos permitirá la 

disminución de los tiempos de espera en las unidades de salud pública.  

Es por ello, que este trabajo propone diseñar y desarrollar tres sistemas de detección de 

virus de RNA como herramientas alternativas de diagnóstico. El primer sistema consiste 

en una prueba flujo lateral compuesta de biosensores basados en nanopartículas de oro 

recubiertas con anticuerpos específicos contra la proteína E para la detección de virus 

del dengue (y otros flavivirus). El segundo sistema consiste en una prueba rápida tipo 
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dot blot basada en un biosensor que detecta la proteína RBD del virus SARS-CoV-2 por 

colorimetría. 

El tercer sistema, consiste en un ensayo ELONA que utiliza aptámeros específicos como 

moléculas de detección para la detección del virus de influenza. Además, en este trabajo 

se reporta el diseño, generación y caracterización de aptámeros específicos contra 

proteínas virales con el fin de estandarizar la síntesis de aptámeros específicos y aplicar 

esos aptámeros en sistemas teranósticos. 
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Objetivos 

Objetivo general 

Diseñar, desarrollar y optimizar sistemas de detección basados en bionanosensores y 

aptámeros para la detección de virus de RNA (dengue, influenza A y SARS-CoV-2). 

 

Objetivos específicos 

1. Diseñar, caracterizar fisicoquímicamente y evaluar la funcionalidad, de los 

biosensores (nanopartícula de oro-anticuerpo) para detectar DENV y SARS-CoV-2 

2. Elaborar sistemas de flujo lateral utilizando los biosensores (AuNP-Anticuerpos) para 

la detección de virus de RNA (Dengue)  

3. Generar y caracterizar aptámeros específicos contra la proteína H1 del virus de la 

influenza A (H1N1) 

4. Elaborar sistemas ELONA utilizando los aptámeros diseñados para la detección del 

virus de la Influenza A (H1N1). 
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CAPÍTULO 3 

Materiales y métodos 

Materiales 

Reactivos 

Diseño de los biosensores: 

 Nanopartículas de oro esféricas recubiertas de citrato (cat. A11-60-CIT-DIH, 

Nanopartz) 

 Kit de conjugación de oro (40nm, 20 OD) ab154873 

 Sacarosa (cat. PQ07642, Fermont) 

 Tris (cat. 161-0719, Biorad) 

 Albúmina de suero bovino (BSA) (cat. A9647-100G, Merck) 

 Azida de sodio (cat. 26628-22-8, Sigma-Aldrich)  

 Anticuerpo anti-flavivirus, antígeno 4G2 (cat. NBP2-52709-0,2 mg, Novus) 

 Anticuerpo anti-RBD SARS-CoV-2 (cat. MAB10540, R&D systems) 

 Anticuerpo anti-Spike SARS-CoV-2 (2019-nCoV) (cat. 40591-MM42, Sino 

Biological) 

Diseño de la tira de flujo lateral: 

 Fosfato de sodio dibásico heptahidratado (Na2HPO4 · 7H2O) (cat. 7782-85-6, 

Sigma-Aldrich) 

 Fosfato dihidrógeno de sodio monohidratado (NaH2PO4 H2O) (cat.10049-21-5, 

Sigma-Aldrich) 
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 Tetraborato de sodio decahidratado (Na2B4O7 · 10H2O) (cat. 1303-96-4, Sigma-

Aldrich) 

 Triton X-100 (cat. 9002-93-1, Sigma-Aldrich) 

 Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4) (cat. 10890, Sigma-Aldrich)  

 Alcohol polivinílico (PVA) (cat. 341584-500g, Sigma-Aldrich)  

 Polivinilpolipirrolidona (PVP) (cat. 25249-54-1, Sigma-Aldrich)  

 Caseína (cat. C6554, Sigma-Aldrich)  

 Tween 20 (cat. 9005-64-5, Sigma-Aldrich)  

 Anticuerpos IgG anti-ratón (cat. Ab6708, Abcam) 

 Almohadilla absorbente (cat. 07.623.30, Claremont Bio)  

 Tarjeta Adhesiva (cat. 07.615.40, Claremont Bio) 

 Membrana de nitrocelulosa (NC) (cat. 07.626.10, Claremont Bio)  

 Almohadilla de muestra (cat. 07.622.30, Claremont Bio) 

 Almohadilla de conjugación (cat. 07.614.30, Claremont Bio)  

 

Métodos 

Propagación del virus del Dengue  

El DENV que se utilizó en este trabajo se aisló del suero de un paciente virémico con 

diagnóstico confirmado de fiebre aguda por dengue atendido y diagnosticado en Nuevo 

León en agosto de 2012. El virus obtenido de la muestra de suero fue aislado y propagado 

en células de mosquito C6/36. Se aisló el genoma viral y éste fue secuenciado mediante 

la plataforma Sanger e identificado con el siguiente número de acceso en Genbank: 
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KM279427.1. Los virus se propagaron en células C6/36 en medio Leibovitz L-15, 

suplementado con suero fetal bovino (5-10 %), se incubaron a 28°C sin atmósfera de CO2 

y se purificaron mediante un protocolo tradicional de ultracentrifugación sin gradiente 

en una solución de sacarosa seguido de precipitación selectiva de viriones (Jensen et al., 

2016). Los aislados virales se titularon utilizando el protocolo para la formación de focos 

líticos en células Huh-7, tinción con el colorante Naphtol Blue-Black y la Dosis Infecciosa 

Mediana de Cultivo de Tejidos (TCID50) y la Unidad Formadora de Placa por mL (PFU/ 

mL) se calculó por titulación viral (Horstmann, 1970), las ecuaciones y cálculos se pueden 

consultar en el anexo A. Se almacenaron las alícuotas de stock viral a -80 °C hasta su uso. 

Preparación de los biosensores 

Optimización de la funcionalización de AuNPs por adsorción 

Para optimizar la funcionalización de la superficie de las AuNPs con anticuerpos, se 

cambió el pH de la solución resuspendida antes de agregar el anticuerpo. Para ajustar el 

pH de la solución de nanopartículas, se utilizó una solución de borato 0.1 M a un pH 

diferente (5.0-10.0). La estabilidad de los conjugados a diferentes valores de pH se midió 

mediante la prueba de agregación de oro (GAT), modificando las absorbancias utilizadas 

en la ecuación (Chamorro-Garcia et al., 2016) y ajustando los valores de absorbancia 

presentados para las AuNP de 60 nm. Se colocaron 100 µL de nanopartículas en una placa 

de 96 pozos, luego se agregaron 20 µL de tampón borato 0.1 M de cada pH. Se añadieron 

10 µL del anticuerpo (hasta una concentración final de 10 µg/mL) a las nanopartículas y 

se incubaron durante 30 minutos con agitación a 4 °C. Cada muestra se preparó por 

triplicado y se midió el valor de absorbancia a 534 y 600 nm en un espectrofotómetro. 
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Posteriormente, se añadió a cada pocillo una solución de NaCl al 20%, se incubó durante 

10 minutos a 23°C y se midió la absorbancia a 534 y 600 nm. Los valores se usaron para 

calcular el valor de GAT mediante la siguiente ecuación, identificando como el conjugado 

menos estable al de mayor valor de GAT: 

 
UAbsCambio = [UAbs534 – UAbs600]antes del NaCl −[UAbs534 – UAbs600]después del NaCl 
 

 

Funcionalización de las AuNPs con los anticuerpos por adsorción 

Para la formación del biosensor (por adsorción), las AuNPs de 60 nm fueron conjugadas 

con el anticuerpo 4G2 (cat. NBP2-52709 - 0.2 mg), un anticuerpo comercial que reconoce 

específicamente el dominio II de la proteína E del grupo de los flavivirus (incluyendo virus 

del Dengue, virus del Nilo Occidental, encefalitis japonesa, virus de la fiebre amarilla, 

virus Zika, etc.). Para la funcionalización, el pH de las AuNP se ajustó a 6 mediante la 

adición de una solución de borato 0.1 M (pH 6), luego, se agregaron diferentes 

concentraciones finales de anticuerpo 4G2 (0, 3 y 6 µg/mL) a la solución coloidal de AuNP 

(1 mL) con una OD 1 (concentración de 0.05 mg/mL de AuNPs, según el fabricante). La 

mezcla se incubó a 4°C durante 40 minutos en agitación rotatoria. Después de la 

incubación, se añadió una solución de funcionalización (sacarosa 2.1 M, BSA al 0.1 %, 

azida de sodio al 1 %) y se incubó a 4 °C durante 10 minutos en el rotador. Luego, se 

agregaron 20 µL de BSA al 10 % y la mezcla se incubó durante 10 minutos a 4 °C con 

agitación. La mezcla de AuNP funcionalizadas con anticuerpo se centrifugó a 2500 g 

durante 15 minutos. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 250 

µL de solución de almacenamiento (sacarosa 0.1 M, BSA 0.1 % y azida de sodio 0.01 %), 
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concentrando la cantidad de AuNP 4 veces. La solución de AuNP se almacenó a 4 °C hasta 

su uso. 

Funcionalización de las AuNPs con los anticuerpos por enlaces covalentes 

Para la formación de los biosensores (por enlaces covalentes) de SARS-CoV-2, las AuNPs 

de 40 nm fueron funcionalizadas con el anticuerpo RBD (cat. MAB10540) (biosensor RBD) 

y con el anticuerpo Spike (cat. 40591-MM42) (biosensor Spike). Cada anticuerpo se 

diluyo con la solución de dilución del kit a una concentración de 0.1 mg/mL. 

Posteriormente, 45 µl de la solución de anticuerpos se usaron para resuspender un vial 

de AuNPs, reconstituyéndolo suavemente con la pipeta y se incubó a 23°C por 15 

minutos. A la mezcla se le agregaron 5 µl del buffer quencher y se dejó incubando 5 

minutos a 23°C. La mezcla se centrifugó a 9000 g por 10 minutos a 4°C, se lavó con una 

dilución 1:10 del buffer quencher y los agregados se resuspendieron con 50 µl de 

solución de almacenamiento (buffer quencher 1% BSA). 

Caracterización de los biosensores 

Pruebas de caracterización fisicoquímica de los conjugados  

Espectrofotometría 

Los espectros ultravioleta-visible de las AuNPs y los biosensores se midieron con un 

espectrofotómetro Microplate reader Cytation 3 (Biotek Instruments). En una placa de 

96 pocillos, se colocaron 100 µL de las AuNP o conjugados (y leyeron en el equipo 24 

horas después de la conjugación). Las muestras se leyeron por triplicado en un rango de 

longitud de onda de 450 a 700 nm cada 2 nm y se calcularon los promedios. 
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Determinación de los parámetros fisicoquímicos por dispersión dinámica de la luz 

(DLS) 

El tamaño, el potencial z y el índice de polidispersidad de las AuNPs y los biosensores se 

determinaron utilizando un DLS Zetasizer Nanoseries (instrumentos Marvern) con un 

láser de 4 mW (633 nm) a 25 °C. Para preparar las muestras se colocaron 100 µL de las 

AuNPs y los biosensores (24 horas después de haber sido preparados en solución de 

almacenamiento) en una celda (de cuarzo para medir el tamaño, o en una celda capilar 

para medir el potencial Z), se agregaron 900 µL de agua desionizada y se leyeron las 

muestras en el equipo. Cada medición constaba de 20 corridas y las muestras se 

analizaron por triplicado. 

Ensayos de movilidad electroforética 

Para la prueba de movilidad electroforética se centrifugaron 100 µL de las nanopartículas 

o de los biosensores a 2500 g durante 15 minutos a 4 °C. El sedimento se recuperó y se 

resuspendió en 20 µL de buffer de borato 0.1 M pH 8 y se mezcló con el buffer de carga 

(Tris HCl pH 8, 40 % de glicerol y azul de bromofenol) y se cargó en un gel de agarosa al 

1 % (0,5X TBE). El gel se corrió en buffer TBE al 0.5% durante 1 hora a 150 V y 200 mA.  

 

Elaboración de la LFA para la detección de Dengue (formato competitivo) 

La LFA desarrollada para la detección de DENV fue diseñada en un formato competitivo 

en donde la presencia del analito (el antígeno del virus) de la muestra compite para 

unirse al biosensor con el analito presente en la zona de prueba de la ventana de 

detección. La señal en la zona prueba (T) indica la ausencia del analito objetivo en la 
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muestra, mientras que la señal en la zona de control indica que el biosensor fluyó 

correctamente a través del LFA. El diseño permite observar dos señales cuando la prueba 

es "negativa" para la presencia de antígeno viral, mientras que se observa una señal (solo 

en la zona de control) cuando la prueba es “positiva”, indicando la presencia del antígeno 

viral en la muestra (figura 11). 

 

Figura 11. Esquema de la LFA competitiva para la detección de Dengue. A) En la tira, la muestra fluye por 

capilaridad a los diferentes componentes, reaccionando con el biosensor en la almohadilla de conjugado 

produciendo una señal en la membrana de detección. (B) Si la muestra no contiene flavivirus, el biosensor 

fluye hacia la membrana de detección, uniéndose al analito presente en la zona de prueba (DENV) y al 
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anticuerpo secundario contra IgG presente en la zona de control, generando dos señales (prueba 

negativa). (C) Si la muestra contiene flavivirus, se forma un complejo biosensor-analito, que fluye hacia la 

membrana de detección y genera una sola señal en la zona de control (prueba positiva). En ambos casos, 

la señal de la zona de control debe ser observada para confirmar el correcto funcionamiento del LFA. 

 

La LFA constó de cuatro componentes pretratados montados uno encima de otro en una 

tarjeta adhesiva: una almohadilla de muestra, una almohadilla de conjugación, una 

membrana de nitrocelulosa (membrana de detección) y una almohadilla absorbente. 

Cada componente se preparó por separado y luego se montó en una tarjeta adhesiva 

antes de su uso. 

La almohadilla de muestra fue previamente tratada con una solución de tetraborato de 

sodio 0.1 M decahidratado, 0.05% tritón y 0.5% BSA pH 8 por 5 minutos en agitación 

rotatoria a 23°C, se dejó secar por 2 h a 37 °C y se almacenó a 4 °C hasta su uso. 

La almohadilla de conjugación de fibra de vidrio se trató con una solución de fosfato de 

sodio dibásico 0.05 M tritón 0.05 % BSA 0.5 % y alcohol polivinílico al 0.5 % pH 7.4 

durante 5 minutos con agitación y se dejó secar a 37 °C durante 2 h. Posteriormente, los 

conjugados de AuNP-4G2 (3 µg/mL) se aplicaron a la almohadilla de conjugación hasta la 

saturación y se dejaron secar durante 30 minutos a 37 °C. 

Para la membrana de detección se utilizó una membrana de nitrocelulosa (Nitrocelulosa 

FF 170). Las soluciones que se colocaron en la membrana se prepararon de la siguiente 

manera: el antígeno DENV sin diluir y el anticuerpo secundario IgG anti-ratón de cabra 

se diluyeron por separado 1:1 en una solución al 1% de metanol-PBS. La solución de 

antígeno de DENV se inmovilizó en la membrana en la zona de prueba, mientras que la 
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solución de anticuerpo secundario se colocó en la zona de control. Ambos se dejaron 

secar a 23°C durante 10 minutos y posteriormente, la membrana se bloqueó con una 

solución de TBS con caseína al 0.015% polivinilpirrolidona 0.3%, tween 20 al 0.001% pH 

8 durante 10 minutos en agitación a 23°C y se dejó secar a 23°C. Se almaceno a 4°C hasta 

su uso.  

La almohadilla de absorción de celulosa no tuvo tratamiento. Cada uno de los 

componentes secos se cortó en rectángulos de 10 cm, se ensamblaron sobre la tarjeta 

adhesiva y se colocaron en la cortadora de membranas Matrix 1201 de Kinematic 

Automation para formar las tiras. Los LFA se almacenaron a 20–22°C en paquetes 

sellados que contenían perlas de sílice. 

 

Pruebas de funcionalidad in vitro de las LFAs para la detección de DENV 

Para determinar la funcionalidad in vitro del LFA para la detección de DENV, se utilizó 

buffer PBS 1X como control negativo y la solución de DENV (disuelto en PBS) a una 

TCID50/mL= 4.58 x 103 (3.2 x 103 PFU/mL) como muestra positiva. Antes de agregar la 

muestra, las LFAs se dejaron secar durante 10 minutos a 23°C y luego se colocaron 160 

µL (5.12 x 102 PFU) de la muestra positiva para DENV en la almohadilla de muestra y se 

permitió que migraran a través de la tira por capilaridad. Después de 10 minutos, los 

resultados se observaron en la ventana de detección. De acuerdo con el diseño del LFA, 

dos puntos rojos (uno en la zona de prueba y otro en la zona de control) se interpretaron 

como negativos y los LFA con un solo punto rojizo (en la zona de control) se interpretaron 

como positivos (ver figura 11). 
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Pruebas de reconocimiento de los anticuerpos y las proteínas recombinantes por dot 

blot 

Para determinar la afinidad de los anticuerpos a las proteínas recombinantes se 

realizaron pruebas de reconocimiento por dot blot. Las proteínas recombinantes RBD y 

BSA (100 ng) se colocaron en las membranas de nitrocelulosa y se dejaron secar. Las 

membranas se bloquearon con solución de bloqueo (PBS-T 10% Leche descremada) por 

una hora a 23°C en agitación. Las membranas se lavaron con PBS-T tres veces 10 minutos 

a 23°C en agitación y se incubaron con anticuerpo Spike o RBD (dilución 1:1000 con PBS-

T 1% leche descremada) 1 hora a 23°C en agitación. Las membranas se lavaron con PBS-

T tres veces 10 minutos a 23°C en agitación y se incubaron con anticuerpo secundario 

anti-ratón HRP (dilución 1:10,000 con PBS-T 1% leche descremada) una hora a 23°C en 

agitación. Se retiro el sobrenadante y las membranas se lavaron con PBS-T tres veces 10 

minutos a 23°C en agitación. La detección de la señal presente en la membrana se midió 

mediante quimioluminiscencia utilizando el kit Super Signal West Pico PLUS 

Chimiluminescent Sustrate de Thermo Scientific (cat. 34580) y Chemidoc Imaging 

Systems (Biorad). 

Pruebas de funcionalidad del biosensor por dot blot 

Para determinar la afinidad de los biosensores se realizaron pruebas de reconocimiento 

por dot blot. Las proteínas recombinantes RBD y BSA (100 o 200 ng) se colocaron en las 

membranas de nitrocelulosa y se dejaron secar. Las membranas se bloquearon con 

solución de bloqueo (PBS-T 10% Leche descremada) por una hora a 23°C en agitación. 

Las membranas se lavaron con PBS-T tres veces 10 minutos a 23°C en agitación y se 
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incubaron con 500 µl del biosensor (OD 10) 30 minutos a 23°C en agitación. Se retiró el 

sobrenadante y las membranas se dejaron secar a temperatura ambiente.  

 

Diseño y caracterización de los aptámeros  

Diseño de la biblioteca y primers  

La biblioteca de oligonucleótidos de DNA se diseñó con una secuencia aleatoria central 

de 30 nucleótidos flanqueada por dos secuencias constantes de 20 nucleótidos en los 

extremos para su amplificación (Sigma Aldrich). La secuencia de la biblioteca fue la 

siguiente: 5´- TAATACGACTCACTATAGGG-N30-CCCCGGAGTGAGTCGTATTA -3´. Se 

diseñaron primers para la amplificación de la biblioteca (y los aptámeros candidatos), el 

primer Forward con la secuencia: 5´-GGGGTAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3´ y el primer 

Reverse con la secuencia: 5- TAA TAC GAC TCA CTC CGGGG -3´. 

Optimización de la amplificación de la biblioteca 

La biblioteca (400 nM) se amplificó por PCR punto final realizando varias reacciones de 

50 µl usando las siguientes condiciones:  

Tabla 2. Condiciones de reacción para la amplificación de la biblioteca de aptámeros 

Reactivo Concentración inicial Concentración final 

Buffer  10x 1x (5 µl) 

MgCl2 50 mM 1.5mM (1.5 µl) 

Primers (Biblioteca Forward y 
reverse) 

10 µM 300 nM (1.5 µl) 

Taq polimerasa 5 U 2.5 U (0.5 µl) 

dNTPs mix (dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP) 

10 mM 0.2 mM (1 µl) 

H20  35 µl 

Volumen final de   50 μl 
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La amplificación se realizó utilizando el siguiente programa, probando diferentes ciclos 

de amplificación para determinar el programa óptimo.  

Tabla 3. Programa utilizado para la amplificación de la biblioteca 

Tipo de ciclo Temperatura Tiempo ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

95°C 5 min  

Desnaturalización 95°C 1 min 

8, 10, 12 y 
14 

Alineamiento 55°C 45 seg 

Extensión 72°C 1 min 

Extensión final 72°C 1 min  

 

Optimización de la PCR asimétrica 

Con el fin de que las secuencias aleatorias sean monocatenarias, se realizó la PCR 

asimétrica. Esta PCR consistió en favorecer una sola cadena limitando la cantidad de uno 

de los primers en la reacción (forward para favorecer el sentido y reverse para favorecer 

la antisentido). Para favorecer la obtención de ssDNA por PCR asimétrica se probaron 

diferentes protocolos los cuales se diferenciaron en la cantidad de DNA molde y la 

concentración de primers usados en la reacción (tabla 4). Las condiciones de la reacción 

y el programa utilizado para la amplificación se observan en la tabla 5 y 6, 

respectivamente. 
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Tabla 4. Protocolos para la amplificación de ssDNA por PCR asimétrica 

Volumen del 
DNA en la PCR 

asimétrica 
10% 20% 

Proporción 100:1 Fwd:Rev 50:1 Fwd:Rev 100:1 Fwd:Rev 50:1 Fwd:Rev 

Condición I II III IV V VI VII VIII 

Primer Fwd 300 nM 600 nM 300nM 600nM 300 nM 600 nM 300nM 600nM 

Primer Rev 3nM 6nM 6nM 12nM 3nM 6nM 6nM 12nM 

 

Tabla 5. Condiciones de reacción para la PCR asimétrica a partir de la PCR punto final 

Reactivo Concentración inicial Concentración final 

Buffer  10x 1x (5 µl) 

MgCl2 50 mM 1.5mM (1.5 µl) 

Taq polimerasa 5 U 2.5 U (0.5 µl) 

dNTPs mix (dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP) 

10 mM 0.2 mM (1 µl) 

H20  35 µl 

Volumen final de reacción  50 μl 

 

Tabla 6. Programa utilizado para la PCR asimétrica a partir de la PCR punto final 

Tipo de ciclo Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

95°C 5 min  

Desnaturalización 95°C 1 min 

35 Alineamiento 55°C 45 seg 

Extensión 72°C 1 min 

Extensión final 72°C 2 min  

 

También se realizó un gradiente de temperaturas de alineamiento para determinar la 

temperatura óptima a los 35 ciclos para obtener ssDNA. En la siguiente tabla se muestran 

las condiciones de la PCR y en la tabla 8 el programa seguido para las amplificaciones: 
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Tabla 7. Condiciones de reacción para la PCR para el gradiente de temperatura 

Reactivo Concentración inicial Concentración final 

Buffer  10x 1x (5 µl) 

MgCl2 50 mM 1.5mM (1.5 µl) 

Primer biblioteca Forward 10 µM 600 nM 

Primer biblioteca Reverse 100 nM 6 nM 

Taq polimerasa 5 U 2.5 U (0.5 µl) 

dNTPs mix (dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP) 

10 mM 0.2 mM (1 µl) 

H20  35 µl 

Volumen final de   50 μl 

 

Tabla 8. Programa utilizado para la PCR para el gradiente de temperatura 

Tipo de ciclo Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

95°C 5 min  

Desnaturalización 95°C 1 min 

35 
Alineamiento 50, 51.9, 53.1, 54, 

55, 56.7, 57.7 y 60°C 
45 seg 

Extensión 72°C 1 min 

Extensión final 72°C 2 min  

 

 

Obtención de ssDNA por PCR asimétrica 

Para la obtención de ssDNA a partir de PCR asimétrica se hicieron reacciones de 50 µl 

con las siguientes condiciones de reacción, en la tabla 10 se muestra el programa seguido 

para la amplificación: 
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Tabla 9. Condiciones utilizado para la PCR asimétrica 

Reactivo Concentración inicial Concentración final 

Buffer  10x 1x (5 µl) 

MgCl2 50 mM 1.5mM (1.5 µl) 

Primer biblioteca Forward 10 µM 600 nM (3 µL) 

Primer biblioteca Reverse 100 nM 6 nM (3 µL) 

Taq polimerasa 5 U 2.5 U (0.5 µl) 

dNTPs mix (dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP) 

10 mM 0.2 mM (1 µl) 

DNA (PCR simétrica)  10 µL 

H20  26 µl 

Volumen final de reacción  50 μl 

 

Tabla 10. Programa utilizado para la PCR asimétrica 

Tipo de ciclo Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

95°C 5 min  

Desnaturalización 95°C 1 min 

35 Alineamiento 55°C 45 seg 

Extensión 72°C 1 min 

Extensión final 72°C 2 min  

 

Las reacciones se guardaron a -20°C hasta su disposición.  

Purificación del ssDNA a partir de una PCR asimétrica  

Se preparó un gel de acrilamida-bisacrilamida 19:1 al 10%, se cargaron las muestras más 

buffer de carga con gel red (6X) y se corrieron a 100 V por 1 hora. Las bandas que se 

observaban más abajo en el gel se cortaron en el transiluminador, se colocaron en tubos 

eppendorf de 1.5 mL y se trituraron con ayuda de una puntilla de 20-200 µL (2 bandas 

por cada tubo). A cada tubo se le adicionó 400 µL de buffer de elución y se incubó a 37°C 
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durante 3 horas a 850 rpm. Los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm por 2 minutos para 

separar el gel, se recuperó el sobrenadante y se colocó en un tubo nuevo de 1.5 mL. Al 

sobrenadante se le adicionaron 3 volúmenes de etanol absoluto frio y se incubo a -20°C 

toda la noche. Al día siguiente se centrifugó a 13,000 por 30 minutos y se decantó el 

sobrenadante. La pastilla se lavó con etanol 70% frio (preparado con agua DEPC) y se 

centrifugó a 13,000 por 20 minutos. 

Cuantificación de DNA (ssDNA y dsDNA) 

La cuantificación del DNA se realizó mediante la técnica de espectrofotometría en el 

equipo nanodrop 2000 (Thermofisher Scientific). Para cada medición, el equipo se 

calibró y se puso en la función de DNA o ssDNA dependiendo de lo que se midió. Cada 

muestra se leyó por triplicado. 

Selección de los aptámeros (SELEX) 

Para la selección in vitro de los aptámeros se prepararon previamente membranas de 

PVDF con la proteína. Las membranas se cortaron en cuadrados de 0.5 x 0.5 cm, se 

pusieron en contacto con metanol 1 minuto y luego con agua DEPC 1 minuto. Mientras 

la membrana seguía húmeda se colocó la proteína en el centro y se dejó secando a 

temperatura ambiente.  

La biblioteca de oligonucleótidos (ssDNA), se ajustó a una concentración final de DNA (a 

380 o 700 ng según el blanco) con PBS 2x y agua llegando a un volumen final de 100 µl, 

se calentó a 90°C por 10 minutos y se dejó enfriando a temperatura ambiente para 

favorecer la formación de estructuras para el reconocimiento del blanco. 

Posteriormente, la biblioteca se incubó con la proteína inmovilizada en la membrana de 
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PVDF cinco minutos en agitación rotatoria a 23°C. La membrana se lavó tres veces con 

PBS 1X y se colocó en un tubo eppendorf con 100 µL de agua DEPC, la solución se calentó 

a 94°C por 8 minutos y pasado el tiempo, se recuperó el sobrenadante del tubo y se 

colocó en un tubo limpio.  

Amplificación de secuencias por PCR punto final 

Después de cada selección las secuencias obtenidas en cada sobrenadante se 

amplificaron por PCR punto final. Para la amplificación se realizaron varias reacciones de 

PCR de 50 µl utilizando las siguientes condiciones en la reacción: 

Tabla 11. Condiciones utilizadas para la amplificación de las secuencias obtenidas en cada ciclo por PCR 

punto final 

Reactivo Concentración inicial Concentración final 

Buffer  10x 1x (5 µl) 

MgCl2 50 mM 1.5mM (1.5 µl) 

Primers de la biblioteca 
Forward/reverso 

10 µM 600 nM (3 µL c/u) 

Taq polimerasa 5 U 2.5 U (0.5 µl) 

dNTPs mix (dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP) 

10 mM 0.2 mM (1 µl) 

DNA   10 µL 

H20  26 µl 

Volumen final de reacción  50 μl 

 

El programa utilizado para las reacciones de PCR fue el siguiente: 
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Tabla 12. Programa utilizado para la amplificación de las secuencias obtenidas en cada ciclo por PCR 

punto final 

Tipo de ciclo Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

95°C 5 min  

Desnaturalización 95°C 1 min 

35 Alineamiento 55°C 45 seg 

Extensión 72°C 1 min 

Extensión final 72°C 2 min  

 

Clonación de las secuencias de aptámeros candidatos  

Al final de la selección las secuencias candidatas se amplificaron por PCR punto final para 

adicionar adenina a los extremos 3´en los productos de PCR (fragmentos amplificados 

con Taq polimerasa) e inmediatamente se clonaron en el vector TOPO TA (cat. 450030, 

Invitrogen). La reacción de clonación se realizó según la siguiente tabla y se puso a 

incubar 30 minutos a 23°C. 

Tabla 13. Condiciones de la reacción de clonación 

Reactivo Volumen 

Producto PCR 
50 ng 

0.5 µL 

Solución salina 1 µL 

Agua 3.5 µL 

Vector TOPO TA 1 µL 

Volumen final 6 µL 

 

Preparación de células calcio-competentes de E. coli 

Para preparar células calcio-competentes se dejó creciendo un subcultivo una noche 

antes con 50 µL de las bacterias DH5α en 5 mL de caldo LB Miller y se incubo en agitación 
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a 37°C. Al día siguiente, se inocularon 100 mL de caldo LB utilizando 2 mL del subcultivo 

bacteriano y se incubaron en agitación a 37°C hasta obtener una OD de 0.5 (600nm). El 

cultivo se transfirió a tubos de centrifuga de 50 mL y se centrifugó a 5000 rpm por 10 

minutos a 4°C. Se decantó el sobrenadante y el pellet celular se resuspendió en 5 mL de 

una solución de CaCl2 0.03 M fría. Las células se repartieron en tubos cónicos eppendorf 

de 1.5 mL y se centrifugaron 30 s a 14,000 rpm a 4°C. Se decantó el sobrenadante y cada 

paquete celular se resuspendió suavemente en frío en 500 µL de una solución de CaCl2 

0.03 M glicerol 10%. Las alícuotas se guardaron a -80°C. 

Transformación de células calcio-competentes  

Para la transformación de células competentes, se dejaron descongelando en hielo 10 

min las células calcio-competentes preparadas y se dividieron en alícuotas de 50 µL en 

tubos de 1.5 mL. A cada tubo se la adicionó 2 µL del plásmido (o reacción de clonación) 

agitando levemente, las células se mezclaron 5 veces con la pipeta y se incubó en hielo 

durante 30 minutos. Posteriormente, se realizó un choque térmico a las células 

incubándolas a 42°C durante 30 s y luego colocándolas en hielo por 5 minutos. A cada 

tubo se adicionó 950 µL de medio SOC atemperado y se incubaron en agitación (300 rpm) 

por 1 h a 37°C. Pasado el tiempo se centrifugaron a 14,000 rpm por 15 s para descartar 

el sobrenadante y el paquete celular se resuspendió en el líquido restante agitando con 

movimientos suaves (aproximadamente 100 µL). Las células se sembraron por estriado 

en placas Petri con medio LB con ampicilina 100 μg/mL y se incubaron a 37°C durante 16 

h. 
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Recuperación de plásmidos por lisis alcalina 

Las clonas obtenidas después de la transformación fueron recuperadas picando con un 

asa y se inocularon en 5 mL de medio LB con ampicilina 100 μg/mL y se incubaron a 37°C 

por 16 h. Los subcultivos se dividieron en tubos de 1.5mL y se centrifugaron a 2000 g por 

10 min 4°C para separar el medio. Se descartó el sobrenadante y los paquetes celulares 

se resuspendieron con 300 µL de la solución I de lisis alcalina fría (ver apéndice) y se agitó 

vigorosamente con vortex. Se agregaron 300 µL de la solución II de lisis alcalina, se 

mezcló suavemente 15 veces por inversión y se incubó por 5 min a 23°C. Se añadieron 

300 µL de la solución III de lisis alcalina y se mezcló suavemente 15 veces por inversión y 

se incubó 5 minutos en hielo. Los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 min a 4°C. 

Se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo, se agregó un volumen de isopropanol (o 

2 volúmenes de etanol absoluto frío), se mezcló suavemente por inversión 15 veces y se 

incubó en hielo por 15 minutos. Los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm por 30 minutos 

a 4°C y la pastilla se lavó dos veces con 1 mL de etanol al 70% frío. La pastilla se dejó 

secar a 23°C y el DNA plasmídico recuperado se resuspendió con 30 µL de agua DEPC 

(todos los tubos en uno solo).  

Preparación de los fragmentos para la secuenciación (Sanger) 

Amplificación de los fragmentos  

Los fragmentos a secuenciar primero se amplificaron por PCR punto final utilizando los 

primers M13, estos oligonucleótidos se unen a secuencias en el vector TOPO que 

flanquean la región de clonación.  
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Tabla 14. Secuencias de los oligonucleótidos M13. 

Primers Secuencia 

M13 Forward 5´-GTAAAACGACGGCCAG-3´ 
 

M13 Reverso 5´-CAGGAAACAGCTATGAC-3´ 
 

 

Cada reacción se realizó en volumen final de 30 µL con las siguientes condiciones:  

 

 

Tabla 15. Condiciones para la amplificación de los fragmentos para la secuenciación por PCR punto 

final. 

Reactivo Concentración inicial Concentración final 

Buffer  10x 1x (3 µL) 

MgCl2 50 mM 1.5mM (0.9 µL) 

Primers M13 Forward/reverso 10 µM 600 nM (1.8 µL c/u) 

Taq polimerasa 5 U 2.5 U (0.3 µL) 

dNTPs mix (dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP) 

10 mM 0.2 mM (0.6 µL) 

DNA (Plásmidos)  100 ng (1 µL) 

H20  21 µL 

Volumen final de reacción  30 μL 

 

Y las reacciones se amplificaron usando el siguiente programa: 

Tabla 16. Programa para la amplificación de los fragmentos para la secuenciación por PCR punto final. 

Tipo de ciclo Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

94°C 5 min  

Desnaturalización 94°C 30 seg 

35 Alineamiento 56°C 30 seg 

Extensión 72°C 90 seg 

Extensión final 72°C 5 min  
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Purificación de los fragmentos  

Cada reacción de PCR se mezcló con buffer de carga 6X (jugo naranja con gel red), se 

cargaron en un gel de agarosa al 2% y se corrieron con TBE 1X por 1 h a 100 V. 

Las bandas mayoritarias, de 140 pb en adelante observadas en el analizador (chemidoc) 

se cortaron en el transiluminador, se colocaron en tubos de 1.5 mL y se pesaron. Para 

purificar las bandas se utilizó el kit de extracción de Qiagen (cat. 28706) siguiendo el 

protocolo indicado por el proveedor. Por cada 100 mg de agarosa se adicionaron 6 

volúmenes de buffer QG Qiagen (600 µL) y se incubaron a 50°C por 10 minutos o hasta 

que se disolvió el gel. Se adicionó 1 volumen de isopropanol por cada 100 mg de agarosa. 

La mezcla se colocó en una columna (hasta 800 µL), se centrifugó 1 min a 13,000 rpm y 

se descartó el sobrenadante. Se adicionaron a la columna 500 µL del buffer QG Qiagen y 

se centrifugó 1 min a 13,000 rpm. La columna se lavó adicionando 750 µL de buffer PE 

Qiagen, se centrifugó 1 min a 13,000 rpm, se descartó el sobrenadante y se volvió a 

centrifugar. Se colocó la columna en un tubo de 1.5 mL limpio y para eluir el DNA se 

adicionaron 50 µL del buffer EB Qiagen y se centrifugó 1 min a 13,000 rpm. Las muestras 

se guardaron a 4°C hasta su uso. 

Preparación de las reacciones de secuenciación  

La obtención de secuencias de los aptámeros candidatos se realizó por secuenciación 

Sanger, un método de secuenciación de DNA que implica electroforesis y se basa en la 

incorporación aleatoria de didesoxinucleótidos que terminan la cadena marcándola con 

un fluoróforo.  Para preparar las reacciones de secuenciación se usó el Kit de 

secuenciación BigDye™ Terminator v3.1 (cat. 4337458, ThermoFisher) utilizando las 
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siguientes condiciones, donde por cada muestra se prepararon dos reacciones una con 

el primer forward y uno con el reverso:  

Tabla 17. Condiciones de la reacción de marcaje de las secuencias para la secuenciación. 

Reactivo Concentración inicial Concentración final 

Big Dye   4 µL 

Primer M13 forward o reverso 40 pmol 3.2 pmol (1 µL) 

Templado  2 ng (1 µL) 

H20  3 µL 

Volumen final de reacción  10 μL 

 

Para la amplificación de fragmentos marcados se utilizó el siguiente programa: 

Tabla 18. Condiciones de la reacción de marcaje de las secuencias para la secuenciación. 

Tipo de ciclo Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

96°C 1 min  

Desnaturalización 96°C 10 seg 

25 Alineamiento 50°C 5 seg 

Extensión 60°C 4 min 

 

Purificación de las reacciones de secuenciación 

La purificación de las reacciones de secuenciación se realizó por el método etanol/EDTA. 

Cada reacción de 10 µL se colocó en un pozo de una placa MicroAmp Optical 96-Well 

Reaction Plate (Cat. N801-0560, Applied Biosystems). A cada pozo se le adicionó 2.5 µL 

de una solución de EDTA 125 mM pH 8 y se mezcló con la pipeta 20 veces. 

Posteriormente, se le adicionó 36 µL de etanol 95%, se selló la placa con una película 

adhesiva plástica y se mezcló el contenido vigorosamente con vortex durante 60 s. La 

placa se incubó a 23°C por 15 minutos y de nuevo se mezcló vigorosamente con vortex 
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durante 60 s. El contenido de la placa se centrifugó 2000 g por 45 min a 23°C. Se le retiro 

la película plástica a la placa, se invirtió en una toalla absorbente de papel en la parte de 

la centrifuga y se centrifugó 180 g por 1 min. Se retiro la placa de la centrifuga, se le 

adicionó a cada pozo 30 µL de etanol al 70% y se mezcló 20 veces con la pipeta. La placa 

se selló nuevamente y se centrifugó 1600 g por 15 min. Se le retiro la película plástica a 

la placa, se invirtió en una toalla absorbente de papel en la parte de la centrifuga y se 

centrifugó 180 g por 1 min. La placa se guardó a -20 °C protegida de la luz.  

Secuenciación de aptámeros candidatos 

Para obtener las secuencias de los aptámeros candidatos se corrió el programa Fast en 

el secuenciador Thermo Fisher Scientific CE 3500 y se utilizó el polímero Pop-7 (Cat. 

4393708) como matriz en un capilar de 50 cm. 

Análisis in sillico del aptámero 769 

Para el análisis in sillico se utilizó la secuencia del aptámero candidato, Apta 769. 

Se predijeron las estructuras bidimensionales del aptámero candidato usando Mfold 

(University at Albany, n.d.) según lo establecido en el método de Zuker (Zuker, 2003) 

utilizando como parámetros de ejecución una temperatura de plegamiento de 25°C, una 

concentración iónica de 157 mM de Na+ y 0 mM de Mg2+, se generaron varias 

predicciones de todas las estructuras posibles con valores mínimos de energía libre. 

Posteriormente, se eligió la estructura termodinámicamente más estable con la energía 

libre de Gibbs más baja (en formato Viena) y se cargaron en la plataforma RNAComposer 

(Institute of Computing Science, n.d.) para obtener las estructuras tridimensionales. Sin 

embargo, debido a que no existe un servidor que modele DNA, el modelamiento 
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tridimensional en el software (para RNA) realizo cambio las timinas de la secuencia por 

uracilos, por lo que posteriormente las estructuras terciarias se modificaron mediante la 

eliminación de O en el átomo de carbono 2´ de la ribosa y agregando metilo en el átomo 

de carbono 5´ de todas las bases de uracilo utilizando la herramienta mutagénesis del 

programa PyMol.  Para los análisis de interacción con las proteínas blanco (docking) se 

utilizó el programa “High Ambiguity Driven Docking” (HADDOCK), el cual basado en la 

información ingresada realiza tanto el acoplamiento de las estructuras rígidas como el 

refinamiento semiflexible de las estructuras tridimensionales. Para realizar el “docking” 

se ingresó la estructura tridimensional del ssDNA del aptámero candidato con la menor 

energía de Gibbs y el modelamiento tridimensional de la proteína en formato PDB, 

descargado de la plataforma RCSB PDB (RCSB PDB Protein Data Bank, n.d.), y se generó 

el reporte de las estructuras y de los parámetros de interacción. 

 

Determinación de la especificidad de los aptámeros por dot blot 

Para determinar la afinidad de los aptámeros se realizaron pruebas de reconocimiento 

por dot blot. Las proteínas recombinantes RBD, H1 y BSA (100 o 200 ng) se colocaron en 

las membranas de nitrocelulosa y se dejaron secar. Las membranas se bloquearon con 

solución de bloqueo (PBS-T 10% Leche descremada) por una hora a 23°C en agitación. 

Las membranas se lavaron con PBS-T tres veces 10 minutos a 23°C en agitación y se 

incubaron con 500 nM de los aptámeros biotinilados por 1 hora a 23°C en agitación. Se 

retiró el sobrenadante y las membranas se lavaron con PBS-T tres veces 10 minutos a 

23°C en agitación.  Las membranas se incubaron con una dilución 1:5000 de 
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estreptavidina-HRP/ PBS-T 1% leche por 1 hora a 23°C en agitación y se lavaron con PBS-

T tres veces 10 minutos a 23°C en agitación. La detección de la señal presente en la 

membrana se midió mediante quimioluminiscencia utilizando el kit Super Signal West 

Pico PLUS Chemiluminescent Sustrate de Thermo Scientific (cat. 34580) y el analizador 

Chemidoc Imaging Systems (Biorad). 

Determinación de la afinidad del aptámero por ELONA  

Para determinar la afinidad de unión del aptámero 769 a su blanco, se prepararon 

soluciones de 5 ng/µL (500 ng/pocillo) de la proteína H1 con buffer de carbonatos 0.1 M 

pH 9.6 y se inmovilizaron en una placa de microtitulación de 96 pocillos (Corning® 96-

well Clear Flat Bottom Polystyrene Not Treated Microplate Cat.  33370) incubando 

durante la noche a 4°C. Al día siguiente, los pocillos se lavaron cinco veces con PBS-T y 

luego se bloquearon 1 h a 23°C con una solución de PBS 10% de BSA. Posteriormente, se 

realizaron tres lavados y se incubo 1 h a 23°C con diferentes concentraciones de cada 

aptámero biotinilado en el extremo 5’ (0-500 nM) diluidos en el buffer PBS 1X 

(previamente se calentaron a 90°C por 10 minutos y se dejó enfriando a 23°C para 

favorecer la formación de estructuras para el reconocimiento del blanco). A 

continuación, se lavaron los pocillos tres veces con PBST, se añadieron a cada pozo 100 

μl de una solución de estreptavidina-HRP PBST 1% BSA (dilución 1:5000) y se incubo 1 h 

a 23°C en agitación. Se lavó tres veces con PBST y se reveló utilizando 50 µL de una 

solución de TMB (TMB Substrate Solution Pierce Cat. N301). La reacción de revelado se 

paró con 50 µL de una solución de ácido sulfúrico al 5%. Las absorbancias se leyeron a 

450 nm en el lector de placas GloMax® Discover Microplate Reader (Promega Cat. 
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GM3000) y los datos se analizaron utilizando el software Graphpad Prism 9 mediante 

regresión no lineal (un sitio- unión específica y no específica) con la ecuación y = (x × 

Bmax) / (x + Kd), donde Bmax es la unión máxima y Kd es la concentración de ligando 

necesaria para alcanzar la mitad de la unión máxima. Todos los tratamientos se hicieron 

por triplicado. 

Ensayos de competencia en el sitio de unión por ELONA competitivo. 

En el ELONA competitivo, el aptámero 769 sin marcar con biotina (previamente plegado) 

se añadió a diferentes concentraciones (0-500 nM) (100 µL/pocillo, por triplicado) a 

placas de 96 pocillos donde se inmovilizaron 500 ng de proteína H1, como se describió 

anteriormente. Después de tres lavados con 100 µL de PBS-T, los pocillos se incubaron 

con aptámero 769 marcado en el extremo 5´ con biotina (500 nM) por 1 h a 23°C en 

agitación. Después de tres lavados con 100 µL de PBS-T, los pocillos se incubaron con 100 

μl de una solución de estreptavidina-HRP PBST 1% BSA (dilución 1:5000), 1 h a 23°C en 

agitación. Se lavó tres veces con PBST y se reveló utilizando 50 µL de una solución de 

TMB (TMB Substrate Solution Pierce Cat. N301). La reacción de revelado se paró con 50 

µL de una solución de ácido sulfúrico al 5%. Las absorbancias se leyeron a 450 nm en el 

lector de placas GloMax® Discover Microplate Reader (Promega Cat. GM3000) y los 

datos se analizaron utilizando el software Graphpad Prism 9. 

 

Determinación del límite de detección de la prueba ELONA 

Para determinar el límite de detección (LoD) del ELONA diseñado en esta tesis, se 

inmovilizó de 0-500 ng/pocillo de la proteína H1 con buffer de carbonatos 0.1 M pH 9.6 

en una placa de microtitulación de 96 pocillos (Corning® 96-well Clear Flat Bottom 
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Polystyrene Not Treated Microplate Cat.  33370), incubando durante la noche a 4°C. Al 

día siguiente, los pocillos se lavaron cinco veces con PBS-T y luego se bloquearon 1 h a 

23°C con una solución de PBS 1% de BSA. Posteriormente, se realizaron tres lavados y se 

incubó 1 h a 23°C con 500 nM aptámero 769 biotinilado en el extremo 5’ diluido en el 

buffer PBS 1X (previamente plegado). Se lavaron los pozos tres veces con PBST, se 

añadieron a cada pozo 100 μl de una solución de estreptavidina-HRP PBST 1% BSA 

(dilución 1:5000) y se incubo 1 h a 23°C en agitación. Se lavó tres veces con PBST y se 

reveló utilizando 50 µL de una solución de TMB (TMB Substrate Solution Pierce Cat. 

N301). La reacción de revelado se paró con 50 µL de una solución de ácido sulfúrico al 

5%. Las absorbancias se leyeron a 450 nm en el lector de placas GloMax® Discover 

Microplate Reader (Promega Cat. GM3000) y los datos se analizaron utilizando el 

software Graphpad Prism 9. El límite de detección (LoD) del ensayo se calculó (para n = 

3) de la siguiente manera según lo establecido por la Unión Internacional de Química 

Pura y Aplicada (IUPAC): LoD = 3Sb/m, donde Sb es la desviación estándar del blanco y 

m es la pendiente de la ecuación de regresión lineal (Long & Winefordner, 1983). 

Ensayos de viabilidad celular 

Las células Vero fueron sembradas en placas de 96 pozos a una densidad de 1 x 104 

células/pozo; después de 24 h fueron tratadas con PBS 1X, 0-1000 nM de aptámero 769 

diluido en PBS 1X y 0.1% de DMSO (Cat. D2650-100ML, Sigma) por 24, 48 y 72 h. La 

viabilidad celular se determinó mediante el ensayo de MTT (Cat. 11465007001, Cell 

Proliferation kit I, Roche) de acuerdo con las especificaciones del fabricante y se leyó a 

600 nm en el lector de placas GloMax® Discover Microplate Reader (Promega Cat. 
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GM3000). El cálculo de porcentaje de viabilidad se realizó mediante la comparación de 

las diferentes condiciones con las células tratadas con PBS 1X (no tratadas) las cuales 

corresponden al 100% de viabilidad celular. 

Detección del aptámero en cultivo celular por qPCR 

Las células Vero fueron sembradas en placas de 96 pozos a una densidad de 1 x 104 

células/pozo; después de 24 h fueron tratadas con, 0-1000 nM de aptámero 769 diluido 

en PBS 1X por 24, 48 y 72 h. Los sobrenadantes se guardaron a -80°C para evitar la 

degradación de las secuencias.  

Para la cuantificación por qPCR, primero se realizó una curva estándar utilizando Sybr 

Green Master Mix (A25742 Thermo Fisher) y diluciones 1:10,000 del aptámero 769 (0-

1000 nM) diluido en medio DMEM suplementado. Para determinar la cantidad de 

aptámero recuperado de cada sobrenadante, las muestras se diluyeron 10,000 veces y 

se utilizó 1 µL para una reacción con un volumen final de 10 µL. Se utilizaron las siguientes 

condiciones para la reacción:  

 

Tabla 19. Condiciones para la reacción de cuantificación de secuencias obtenidas en cada ronda de 

selección positiva por qPCR. 

Reactivo Concentración inicial Concentración final 

Sybr green  2x 1x (5 µL) 

Iniciador forward  10 µM 400 nM (0.4 µL) 

Iniciador reverso 10 µM 400 nM (0.4 µL) 

Templado   1 µL 

H20  3.2 µL 

Volumen final de reacción  10 μL 
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Para la amplificación de las muestras se utilizó el siguiente programa: 

Tabla 20. Condiciones para la reacción de cuantificación de secuencias obtenidas en cada ronda de 

selección positiva por PCR en tiempo real. 

Tipo de ciclo Temperatura Tiempo Ciclos 

Activación de la 
polimerasa 

95°C 10 min  

Desnaturalización 95°C 15 seg 
40 

Alineamiento/Extensión 60°C 60 seg 

 

Los datos fueron graficados usando el software Graphpad Prism 9 con Log de las 

diluciones en el eje de las X vs. los valores de Ct obtenidos en el eje de las Y. Para 

determinar la estabilidad del aptámero, se calculó el porcentaje de aptámero 

recuperado en el sobrenadante mediante la comparación de los tratamientos con las 

diferentes concentraciones del aptámero con las diluciones del aptámero (0-1000 nM) 

en DMEM sin las células las cuales corresponden al 100% de aptámero intacto. 

Microscopia de fluorescencia 

Las células Vero se sembraron a una densidad celular de 1 x 105 con 1350 µL de medio 

DMEM suplementado (5% SFB 1% antibiótico 1% glutamina y 1% aminoácidos no 

esenciales) en cubreobjetos de vidrio cuadrados colocados en cada pozo de una placa de 

6 pozos (cat. 3516 Coning Incorporated Costar), y se incubaron durante 16 horas. Las 

células se lavaron con PBS 1X y se incubaron con 150 µL del tratamiento durante 24 y 72 

h. Los tratamientos fueron los siguientes: Apta 769-FAM, 100 µl del aptámero 769 

marcado con FAM en el extremo 5´ diluido en PBS 1X adicionado con 50 µL de agua libre 

de nucleasas estéril (la concentración final del pozo fue de 1000 nM); Apta 769-FAM y 

Proteína H1, 100 µl del aptámero 769 marcado con FAM en el extremo 5´ diluido en PBS 
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1X adicionado con 50 µL de proteína H1 (la concentración final del pozo fue de 1000 nM 

del aptámero y 500 ng de proteína H1). 

 A continuación, las células se lavaron con PBS 1X, se le añadió 1 mL de acetona-metanol 

radio 1:1 en cada pozo, se cubrió con aluminio la placa y se dejó incubando a 4°C por 20 

min. Se retiró el sobrenadante, las células se lavaron tres veces con PBS 1X y a cada 

cubreobjetos se le añadieron 5µL de medio de montaje con DAPI para visualizar el núcleo 

(Cat. 00-4959-52, Invitrogen) y se colocó sobre el portaobjetos. Las laminillas se 

examinaron en el microscopio de fluorescencia ZEISS Axio Imager 2 acoplado a la cámara 

Axiocam MRc. 

 

Caracterización de la biblioteca aleatorizada por qPCR  

Se realizó la caracterización de la biblioteca diseñada cuantificando el ssDNA recuperado 

(enriquecimiento de secuencias) en cada ronda de selección positiva por qPCR. Para la 

cuantificación primero se realizó una curva estándar utilizando Sybr Green Master Mix 

(A25742 Thermo Fisher) y diluciones seriales base 10 de la biblioteca en ssDNA de 2 a 

0.0002 pg. Para determinar la cantidad de ssDNA recuperado de las rondas de selección, 

las muestras recuperadas se diluyeron 10,000 veces y se utilizó 1 µL para una reacción 

de 10 µL. Se utilizaron las siguientes condiciones para la reacción:  
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Tabla 21. Condiciones para la reacción de cuantificación de secuencias obtenidas en cada ronda de 

selección positiva por qPCR. 

Reactivo Concentración inicial Concentración final 

Sybr green  2x 1x (5 µL) 

Iniciador forward  10 µM 400 nM (0.4 µL) 

Iniciador reverso 10 µM 400 nM (0.4 µL) 

Templado   1 µL 

H20  3.2 µL 

Volumen final de reacción  10 μL 

 

Para la amplificación de las muestras se utilizó el siguiente programa: 

Tabla 22. Condiciones para la reacción de cuantificación de secuencias obtenidas en cada ronda de 

selección positiva por qPCR. 

Tipo de ciclo Temperatura Tiempo Ciclos 

Activación de la 
polimerasa 

95°C 10 min  

Desnaturalización 95°C 15 seg 
40 

Alineamiento/Extensión 60°C 60 seg 

 

Los datos fueron graficados Log de las diluciones (eje de las X) vs. los valores de Ct 

obtenidos (eje de las Y) usando el software Graphpad Prism 9. 

 

Análisis de estadístico  

Los análisis estadísticos que se utilizaron para comparar las características de los 

biosensores fueron el análisis de varianza unidireccional (ANOVA) y la prueba de 

comparación múltiple de Tukey. Las diferencias entre los grupos fueron significativas con 

un valor de p <0.05. Los análisis estadísticos y gráficos se realizaron con GraphPad Prism 

6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). 
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CAPITULO 4 

Resultados 

 

Optimización de la funcionalización de las AuNPs (con anticuerpos) por adsorción 

para la formación de los biosensores contra DENV 

Para preparar los bionanosensores para la detección de DENV, las AuNP recubiertas de 

citrato de 60 nm se conjugaron por adsorción con el anticuerpo 4G2 (antiflavivirus). 

Primero, se determinaron las condiciones óptimas para el proceso de conjugación. Para 

esto, el pH de la solución de nanopartículas se ajustó de 5 a 10. Posteriormente, las AuNP 

se conjugaron con una concentración final de anticuerpo de 10 µg/mL (concentración 

máxima de anticuerpo). El pH óptimo para la conjugación se determinó midiendo la 

capacidad de agregación de las AuNP conjugadas. Cada biosensor (AuNP-anticuerpo) fue 

incubado con una solución de NaCl al 20%, donde el ambiente salino genera cargas 

negativas en el medio y aumenta las interacciones entre AuNPs con cargas negativas 

disponibles en su superficie (AuNPs no completamente cubiertas por el anticuerpo), 

resultando en la agregación de las AuNPs y la formación de aglomerados que se pueden 

medir por espectrofotometría. Si las condiciones de conjugación no permitieron que los 

anticuerpos se unieran a la superficie de las AuNP y la cubrieran por completo, se 

formarán agregados en presencia de cloruro de sodio. La formación de estos agregados 

se midió en cada condición usada durante el proceso de conjugación mediante la prueba 

de agregación de oro (GAT). En esta prueba, midieron los valores de absorbancia a 534 y 

600 nm antes y después de la adición de NaCl, de la solución de AuNPs (a diferentes 
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valores de pH) después de la conjugación con el anticuerpo. Los valores se utilizaron para 

calcular el número de GAT (Chamorro-Garcia et al., 2016), cuanto menor sea el valor del 

número GAT, mejor será el recubrimiento de las superficies de las nanopartículas con los 

anticuerpos, lo que indica cuál es la mejor condición para la conjugación. Para las AuNP 

de 60 nm (recubiertas con citrato) utilizadas, se determinó que el pH 6 era el mejor para 

la conjugación con el anticuerpo 4G2, mostrando un valor mínimo de agregación de 

0.0715 en comparación con los otros valores obtenidos a pH 5-10, que estaban entre 

0.077 y 0.213 respectivamente (figura 12). 

 

Figura 12. Optimización de las condiciones de pH para la conjugación de anticuerpos en la superficie de 

AuNPs. Para las AuNP recubiertas con citrato de 60 nm utilizadas, el pH óptimo de la conjugación se 

determinó mediante la prueba de agregación de oro (GAT) para establecer en qué condición de pH se 

obtuvo el valor mínimo (menor agregación, mayor estabilidad), utilizando una concentración máxima de 

Anticuerpo 4G2 (10 µg/mL). Los resultados indicaron un valor mínimo de agregación de 0.0715 a pH 6 en 

comparación con los otros valores reportados usando condiciones de pH de 5 a 10 para AuNP-4G2, 

mientras que las AuNP desnudas presentaron agregación en presencia de sales a cualquier pH probado. 
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Obtención y caracterización de los biosensores para la detección de DENV (AuNP-4G2) 

 
Una vez que se determinaron las mejores condiciones para la conjugación, se optimizó 

la concentración de anticuerpo utilizada para la conjugación usando 1, 3 y 6 µg/mL para 

recubrir 1 mL de nanopartículas de oro recubiertas con citrato (OD 1). Como control de 

conjugación, se usó BSA para recubrir las AuNP (AuNP-BSA). Los tres biosensores 

obtenidos (AuNP-4G2), el control (AuNP-BSA) y las AuNP no conjugadas (AuNP CIT) se 

caracterizaron para identificar la concentración mínima de anticuerpo para recubrir la 

superficie de la nanopartícula que genera estabilidad de las AuNP en estado coloidal. Se 

utilizaron diversas técnicas para caracterizar los conjugados y evaluar sus propiedades. 

Primero, se determinó el espectro de absorbancia del plasmón superficial de las AuNP y 

los bionanosensores mediante un escaneo espectral realizado en el rango UV-visible de 

450 a 700 nm mediante espectrofotometría. El espectro UV-Vis de los AuNP CIT (AuNPs 

sin recubrir) mostró un pico de absorbancia máximo a 534 nm, mientras que los 

biosensores AuNP-4G2 (los tres) y el biosensor control AuNP-BSA presentaron un pico 

de absorbancia máximo a 536 nm. Este cambio en el valor del pico máximo indicó la 

configuración de la superficie de la AuNP, pasando de un estado “desnudo” a un estado 

recubierto (figura 13). 
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Figura 13. Caracterización de los biosensores AuNPs y AuNP-4G2. Espectros UV-Vis de las AuNPs con 

citrato sin tratamientos (AuNP CIT), biosensor AuNP-BSA (control), AuNPs conjugados con diferentes 

concentraciones de anticuerpo anti-flavivirus, 1, 3 y 6 µg/mL (biosensores AuNPs-4G2). Se observó un 

cambio en el pico máximo de absorbancia del espectro en los biosensores AuNP-4G2 a diferentes 

concentraciones de anticuerpos y en el biosensor control AuNP-BSA en comparación con las AuNPs sin 

recubrimiento (los picos máximos de absorbancia se indican con las líneas de punteadas). 

 

Para corroborar el estado de agregación de los biosensores AuNP-4G2 se realizó el 

ensayo GAT. Los resultados mostraron que las AuNPs sin recubrir (AuNP CIT) en 

presencia de PBS reportaron un alto número de agregación (< 0.159) mientras que los 

biosensores AuNP-4G2 presentaron valores inferiores a 0.02, indicando su estabilidad 

incluso en presencia de una alta concentración de sales (ver figura 14). Entre los 

biosensores AuNP-4G2, se observó que AuNP-4G2 conjugado con 3 µg/mL de anticuerpo 

presentó el menor valor de agregación en comparación con el biosensor AuNP-BSA y 

AuNP-4G2 1 µg/mL. Adicionalmente, no se observó diferencia entre el valor de 

agregación de los biosensores AuNP-4G2 con 3 y 6 µg/mL de anticuerpo, por lo que se 
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decidió trabajar con la concentración de 3 µg/mL para conjugar las AuNPs y obtener el 

biosensor que se utilizó en el LFA para la detección de DENV. 

 

Figura 14. Determinación del valor de agregación de las AuNPs y conjugados. El valor de agregación se 

calculó mediante la prueba de agregación de oro (GAT). Todos los conjugados presentaron valores 

inferiores a los reportados en las AuNP desnudas, indicando la presencia de la cobertura superficial de las 

AuNP por parte de los anticuerpos, protegiendo a las AuNP de la formación de conglomerados y 

preservando la estabilidad en estado coloidal. (***p< 0,001, ****p< 0,0001, n = 3). 

 
 

Para la caracterización fisicoquímica de los biosensores y las AuNPs CIT se utilizó la 

dispersión de luz dinámica (DLS) con el fin de determinar el diámetro hidrodinámico 

(tamaño), el potencial Z y el índice de polidispersidad.  

Los resultados obtenidos mostraron que el AuNP CIT presentó un diámetro 

hidrodinámico promedio de 67.69 nm, mientras que el control AuNP-BSA y los 

biosensores AuNP-4G2 a concentraciones de 1, 3 y 6 µg/mL presentaron un incremento 

en el diámetro hidrodinámico promedio de 103.5, 107.87, 117.20 y 103.63 nm 

respectivamente. El aumento de tamaño de los biosensores indicó la correcta formación 
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del complejo AuNP-Anticuerpo. Sin embargo, el aumento máximo en el tamaño de las 

AuNPs se observó en el biosensor AuNP-4G2 con 3 µg/mL de anticuerpo lo que indica 

que esta concentración es la óptima para la saturación de la superficie de la 

nanopartícula (ver figura 15A). 

Por otro lado, el índice de polidispersidad medido fue menor a 0.2, lo que indicó que los 

biosensores AuNP-4G2 y el control estaban monodispersos (estado coloidal) y no 

presentaban agregación, lo cual es óptimo para su uso en la detección del analito (figura 

15B). 

Al analizar los valores de potencial Z obtenidos, pudimos observar que las AuNP CIT 

(AuNPs sin recubrir) presentaron un valor de -34.9 mV, valor inferior a los 

bionanosensores AuNP-4G2, indicando la unión del anticuerpo en la superficie de la 

nanopartícula, preservando estabilidad de esta (figura 15C). 

 

A 



94 

 

 

Figure 15. Análisis fisicoquímico de las AuNPs y los bionanosensores por DLS. (A) Diámetro hidrodinámico 

(Tamaño), (B) Índice de polidispersidad y (C) Valores de potencial Z de las AuNPs sin recubrir (AuNP CIT), 

las AuNPs control (AuNP-BSA) y los biosensores (AuNP-4G2) (*p < 0.05, **p < 0.01, *** p< 0.001, ****p < 

0.0001, n = 3). 

 

Como pruebas complementarias para la caracterización de las AuNPs y los biosensores 

AuNP-4G2, se realizaron las pruebas de movilidad electroforética y las pruebas de 

agregación de oro. De acuerdo con los resultados observados en la figura 16, las AuNPs 

presentaron un retraso en la movilidad cuando fueron recubiertas con 3 y 6 µg/mL de 

B 

C 
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anticuerpo en comparación con el control AuNP-BSA (sin anticuerpo). Este cambio en la 

movilidad sugiere un mayor tamaño de los bionanosensores AuNP-4G2 debido a que 

presentaron una migración más lenta. 

 

Figura 16. Ensayo de cambio de movilidad electroforética para los biosensores AuNP-BSA y AuNP-4G2. 

Se utilizó electroforesis en gel de agarosa para identificar las diferencias de migración de cada biosensor 

de AuNPs con concentraciones crecientes de anticuerpos anti-flavivirus (0, 3 y 6 µg/mL). 

 

Diseño y elaboración de la LFA para la detección de DENV  

La LFA diseñada en este trabajo, se basó en la competencia del antígeno presente en la 

muestra analizada con el antígeno anclado a la membrana de nitrocelulosa mediante la 

unión al biosensor para la detección de DENV. En presencia de DENV, el biosensor forma 

un complejo con el antígeno presente en la muestra y no puede unirse al antígeno 

previamente inmovilizado en la tira, pero puede unirse al anticuerpo secundario (hacia 

la zona de control), observando un solo punto rojo en la ventana de detección. En 

ausencia de DENV en la muestra, el biosensor se une a la zona de prueba y la zona de 

control, dando como resultado una prueba negativa que muestra dos puntos rojos. 
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Para optimizar el LFA, se probaron diferentes medidas de los materiales para el 

ensamblado, además se modificó la distancia de superposición entre materiales para 

obtener mejor flujo en la tira y por ende mejorar la formación de complejos para la 

detección. Finalmente, se determinaron las medidas exactas del LFA como se muestra 

en la figura 17, adicionalmente se estableció que el volumen mínimo de muestra para 

obtener un resultado fue de 160 µL.  

 

 

Figura 17. Diseño del ensayo de flujo lateral para la detección de flavivirus. (A) De izquierda a derecha, 

la tira se compone de una almohadilla de muestra, una almohadilla de conjugado, una membrana de 

detección (con una zona de prueba y una zona de control) y una almohadilla absorbente. Cada uno de los 

componentes superpuestos (como se muestra en la figura) tiene medidas específicas que permiten el flujo 

en la tira para la formación de complejos biosensor-virus para la detección. (B) La membrana de detección 

está formada por la zona de prueba y la zona de control, donde cada una tiene un tamaño definido que 

permite observar los resultados a simple vista, y la separación entre ellas, con una medida constante, 

permite que los resultados de ambas zonas no se superpongan. 
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Pruebas de funcionalidad de la prueba de flujo lateral para la detección de DENV 

Para probar la funcionalidad de las LFAs, se usaron 160 µL de cada muestra (DENV aislado 

como muestra positiva y buffer PBS 1x como muestra negativa). Las muestras (positivas 

o negativas) se colocaron en la almohadilla de muestra de la LFA y se dejaron correr a 

23°C y, después de 10 minutos, se observaron los resultados y se tomaron pruebas 

fotográficas. Los resultados se pueden observar en la figura 18, en donde en las LFAs que 

se colocaron muestras positivas, se observó una sola señal en la zona control, indicando 

la unión del DENV con el biosensor AuNP-4G2, formando un complejo, e impidiendo que 

el biosensor AuNP-4G2 se una al virus inmovilizado en la zona de prueba. Además, se 

observó una señal en la zona de control, donde el biosensor (formando o no un complejo 

con el antígeno) se unió al anticuerpo anti-IgG inmovilizado en la ventana de detección. 

Las LFAs donde se colocaron las muestras negativas (que contenían solo buffer PBS), 

mostraron dos señales en la ventana de detección (en la zona de prueba y la zona 

control), una que indica la unión del biosensor AuNP-4G2 al virus inmovilizado en la zona 

de prueba y la otra que indica el reconocimiento del biosensor al anticuerpo anti-IgG 

inmovilizado en la zona de control. 
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Figura 18. Prueba de funcionalidad de la prueba de flujo lateral para la detección de flavivirus. Se uso 

buffer PBS con DENV (positivo) y buffer PBS (negativo) para la prueba de funcionalidad de las LFAs. El 

biosensor colocado en la almohadilla de conjugado, al entrar en contacto con la muestra, reconoció al 

virus, formó un complejo y al no unirse al analito (DENV) unido a la membrana en la zona de prueba, solo 

se produjo una señal roja visible en la zona control, indicando la unión del anticuerpo 4G2 en el biosensor 

con el anticuerpo secundario IgG inmovilizado en la membrana.  

 

Se probo la funcionalidad de quince LFAs del mismo lote para observar la 

reproducibilidad de la detección de DENV en las mismas condiciones. En la figura 19A se 

observan las imágenes representativas de los resultados de las pruebas del mismo lote 

donde se analizaron las muestras negativas (que no tenían DENV) solo buffer PBS. Se 

observó que el buffer PBS era óptimo para usar como buffer de corrida para esta LFA, 

porque ninguno de sus componentes generó falsos negativos ni provocó la agregación 

de las AuNPs (que conforman el biosensor). En la figura 19B se observan imágenes 

representativas de los resultados de las pruebas del lote de LFAs donde se analizaron 

muestras positivas (buffer PBS con DENV), donde se observó una sola señal en la zona 

de control que corresponde a un resultado positivo. La consistencia de los resultados 
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mostró que las LFAs del mismo lote tenían las mismas características y podían detectar 

el virus in vitro con la misma cantidad de virus y en con el mismo tiempo de respuesta. 

 

Figura 19. Prueba de reproducibilidad funcional de las pruebas de flujo lateral para la identificación de 

flavivirus. Las pruebas se realizaron con el mismo lote de pruebas ensambladas en las mismas condiciones, 

utilizando buffer PBS como muestra negativa y buffer PBS con DENV como muestra positiva (160 µL de 

volumen total). (A) En las LFAs donde se colocaron muestras negativas (solo con buffer PBS), se observó 

dos señales rojas que indicaban la ausencia de DENV. (B) En las LFAs donde se colocaron muestras positivas 

(PBS con DENV) se observó una sola señal en la zona de control, donde el DENV en la muestra "compitió" 

con el virus inmovilizado en el LFA para unirse al biosensor. No se observaron falsos positivos ni negativos 

en ninguna de las pruebas realizadas. 

 

Obtención y caracterización de los biosensores para la detección de SARS-CoV-2 

(AuNP-RBD y AuNP-Spike) 

La formación de los biosensores para la detección de SARS-CoV-2 se realizó utilizando el 

kit de conjugación de AuNPs siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los 

anticuerpos Anti-RBD y Anti-Spike se unieron a la superficie de las AuNPs de 40 nm (OD 
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1) mediante enlaces covalentes formando dos biosensores, AuNP-RBD y AuNP-Spike 

respectivamente. Como control de la conjugación, se usó BSA para recubrir las AuNPs 

formando el biosensor control AuNP-BSA. Los tres biosensores obtenidos AuNP-RBD, 

AuNP-Spike y el control (AuNP-BSA) se caracterizaron por diversas técnicas con el fin de 

evaluar las diferencias entre sus propiedades fisicoquímicas y su especificidad. Primero, 

se determinó el espectro de absorbancia del plasmón superficial de los biosensores 

mediante un escaneo espectral realizado en el rango UV-visible de 450 a 700 nm 

mediante espectrofotometría. El espectro UV-Vis de los biosensores AuNP-BSA, AuNP-

RBD y AuNP-Spike reportaron un pico de absorbancia máximo a 530 nm, sin observarse 

un cambio entre el control y los biosensores con los anticuerpos específicos (ver figura 

20). 

 

 

Figura 20. Caracterización de los biosensores AuNPs-RBD y AuNP-Spike. Espectros UV-Vis del biosensor 

AuNP-BSA (control) y las AuNPs conjugadas con anticuerpo anti-RBD y anti-Spike (Biosensores AuNP-RBD 

y AuNP-Spike, respectivamente). No se observó un cambio en el pico máximo de absorbancia del espectro 
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en los biosensores en comparación con el control (los picos máximos de absorbancia se indican con las 

líneas de punteadas). 

 

Para corroborar el estado de agregación de los biosensores se realizó el ensayo GAT. Los 

resultados mostraron que el biosensor control AuNPs-BSA en presencia de PBS reportó 

un valor de agregación de 0.0716, mientras que los biosensores AuNP-RBD y AuNP-Spike 

presentaron valores de 0.0370 y 0.1140, respectivamente, donde todos presentaron 

valores menores a 0.2 lo cual indica la estabilidad de los conjugados formados (ver figura 

21).  

 

Figura 21. Determinación del valor de agregación de los biosensores para la detección de SARS-CoV-2 en 

buffer PBS. El valor de agregación se calculó mediante la prueba de agregación de oro (GAT). No hubo 

diferencia significativa entre el control y los biosensores con anticuerpos. Todos los biosensores 

presentaron valores inferiores a 0.2, indicando su estabilidad en estado coloidal.  

 

Para determinar si cambiaba la estabilidad de los biosensores en presencia de una 

solución de transporte diferente al buffer PBS 1X, se determinó el valor de agregación 

de los biosensores en presencia de agua. Bajo esta condición, si se observó una diferencia 

significativa entre los biosensores con anticuerpo y el biosensor control, reportándose 
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un valor de agregación de 0.1193, 0.0653 y 0.0646 para el biosensor control y los 

biosensores AuNP-RBD y AuNP-Spike, respectivamente (figura 22).  

 

Figura 22. Determinación del valor de agregación de los biosensores para la detección de SARS-CoV-2 en 

agua. El valor de agregación se calculó mediante la prueba de agregación de oro (GAT). Se observo una 

diferencia significativa entre el control y los biosensores con anticuerpos, disminuyendo el valor de GAT 

indicando una mejor estabilidad y menor tendencia a la formación de conglomerados de los biosensores 

con anticuerpo en comparación con el control. Todos los biosensores presentaron valores inferiores a 0.2, 

indicando su estabilidad en estado coloidal. (*p < 0.05, n = 3). 

  

Para la caracterización fisicoquímica de los biosensores, se utilizó la dispersión de luz 

dinámica (DLS) con el fin de determinar el diámetro hidrodinámico (tamaño), el potencial 

Z y el índice de polidispersidad.  

Los resultados obtenidos mostraron que el biosensor control AuNP-BSA presentó un 

diámetro hidrodinámico promedio de 77.01 nm, mientras que los biosensores AuNP-RBD 

y AuNP-Spike presentaron diámetros hidrodinámicos promedio de 77.04 y 83.06 nm 

respectivamente (figura 23A). A pesar de que no se esperaba estos tamaños (debido a 

que las AuNPs son de ≈40 nm según el proveedor), se observó un aumento en el 

diámetro hidrodinámico (tamaño) de las AuNPs que forman el biosensor AuNP-Spike. 

Este aumento se ha reportado como indicativo de la formación del complejo AuNP-
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anticuerpo, sin embargo, no se observó un aumento de tamaño en el biosensor AuNP-

RBD.  

Por otro lado, el índice de polidispersidad medido en todos los biosensores fue menor a 

0.2, lo que indicó que los biosensores y el control estaban monodispersos (estado 

coloidal) y presentaban menor variación en su conformación siendo una solución 

homogénea (figura 23B). 

Al analizar los valores de potencial Z de los biosensores, se pudo observar que el 

biosensor control AuNP-BSA presentó un valor de -21.87 mV, un valor levemente inferior 

a los biosensores AuNP-RBD y AuNP-Spike (-20.80 y -21.33 mV, respectivamente), 

indicando que la superficie de la AuNP se modificó volviéndose más positiva (figura 23C).  

  

A B 
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Figure 23. Análisis fisicoquímico de los biosensores para SARS-CoV-2 por DLS. (A) Diámetro 

hidrodinámico (Tamaño), (B) Índice de polidispersidad y (C) Valores de potencial Z del biosensor control 

(AuNP-BSA) y los biosensores (AuNP-4G2) (*p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001, n = 3). 

 

Como pruebas complementarias para la caracterización de los biosensores (control, 

AuNP-RBD y AuNP-Spike), se realizaron las pruebas de movilidad electroforética. De 

acuerdo con los resultados observados en la figura 24A, las AuNPs presentaron un 

retraso en la movilidad electroforética cuando fueron recubiertas con anticuerpo anti-

Spike en comparación con el control AuNP-BSA (sin anticuerpo). Este cambio en la 

movilidad sugiere un mayor tamaño de los biosensores AuNP-Spike debido a una 

migración más lenta. No se observó un cambio en la movilidad electroforética cuando 

las AuNPs fueron recubiertas con el anticuerpo anti-RBD (figura 24B). 

C 
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Figura 24. Ensayo de cambio de movilidad electroforética para los biosensores AuNP-BSA y AuNP-RBD, 

AuNP-Spike. Se utilizó electroforesis en gel de agarosa para identificar las diferencias de migración de cada 

biosensor de AuNPs, observándose diferencias únicamente entre el control y el biosensor AuNP-Spike. 

 

Determinación de la especificidad de los biosensores por Dot blot. 

Para determinar la funcionalidad de los biosensores, se realizaron dot blots, donde se 

inmovilizó en la membrana a la proteína RBD y se utilizó como sistema de detección a 

los biosensores diseñados. Se observó que el biosensor control no presentó 

reconocimiento de la proteína RBD a diferentes concentraciones. Los biosensores AuNP-

RBD y AuNP-Spike se unieron a diferentes concentraciones de la proteína RBD y no 

presentaron afinidad por la proteína BSA, por lo que este ensayo demostró la 

especificidad de los biosensores diseñados a la proteína recombinante RBD y confirmó 

el correcto recubrimiento de las AuNPs con los anticuerpos a pesar de que no se 

observaron diferencias en los parámetros fisicoquímicos medidos entre el biosensor 

control y los biosensores para detectar SARS-CoV-2 (figura 25). Este sistema se propone 

como un sistema alternativo de detección del virus SARS-CoV-2 que no requiere equipos 
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especializados para la interpretación de los resultados ni un ambiente controlado de 

laboratorio.  

 

 

Figura 25. Resultados de los dot blots para determinar la especificidad de los biosensores. (A) Resultados 

del dot blot utilizando como marcador al biosensor AuNP-BSA (B) AuNP-RBD y (C) AuNP-Spike. 

 

Obtención de los aptámeros específicos para la detección de influenza H1N1 y SARS-

CoV-2. 

Diseño y caracterización de la biblioteca  

Para la obtención de aptámeros candidatos se diseñó una biblioteca aleatorizada y los 

primers para su amplificación (figura 26). 

A B 

C 
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Figura 26. Secuencias de la biblioteca y los primers para la obtención de aptámeros de DNA.  

 

Para obtener la biblioteca enriquecida como ssDNA se realizó un proceso de preparación 

de la biblioteca el cual se esquematiza en la siguiente figura: 

 

Figura 27. Pasos para la obtención de la biblioteca como DNA monocatenario para el SELEX.  

 

La biblioteca se amplificó por PCR punto final, probando varios ciclos de amplificación 

para determinar los ciclos óptimos para obtener un mejor resultado. Se observó la 

amplificación de la biblioteca desde el ciclo 8, por lo tanto, se utilizaron estos ciclos en 

las reacciones de amplificación (ver figura 28). Se realizaron varias reacciones de 

amplificación con las mismas condiciones con el fin de obtener un enriquecimiento en la 

variabilidad de combinaciones de la secuencia aleatoria.  
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Figura 28. Optimización de la amplificación de la biblioteca de aptámeros. Amplicones obtenidos a partir 

de 100 nM de la biblioteca a diferentes ciclos de amplificación (8-16), M: Marcador de peso molecular 50 

pb Invitrogen, N: control negativo. Gel de agarosa 3%, 80V/1hr. 

 

Para optimizar la obtención de ssDNA a partir de la biblioteca (dsDNA) se realizaron 

pruebas con diversas condiciones de amplificación modificando la cantidad de primers 

(forward y reverso), la relación (o radio) entre estos y la cantidad de DNA molde a utilizar 

para favorecer la obtención de ssDNA. En la figura 29, se observan los productos de las 

PCRs para la optimización de la obtención de ssDNA, donde se observó favorecida la 

amplificación de ssDNA con respecto al dsDNA en las reacciones donde se colocó como 

DNA molde el producto de la amplificación de la biblioteca (dsDNA) como un 20% de 

volumen de la reacción asimétrica y 600 mM del iniciador fwd en una relación ya sea 

100:1 o 50:1 (fwd:rev), por lo que se eligió trabajar con un radio de 100:1. 
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Figura 29. Optimización de la amplificación de ssDNA por PCR asimétrica. (A) Amplicones obtenidos a 

partir de 10% v/v de dsDNA con diferentes concentraciones y radios de primers forward y reverso. (B) 

Amplicones obtenidos a partir de 20% v/v de dsDNA.  M: Marcador 50 pb Invitrogen, N: control negativo, 

Gel de agarosa 3%, 80V/1hr. 

La biblioteca de ssDNA se purificó usando el protocolo de acetato de sodio-EDTA-SDS, 

obteniéndose una sola banda correspondiente al tamaño esperado de los 

oligonucleótidos de 70 nt (figura 30), este ssDNA se utilizó en la primera selección 

positiva para la selección de aptámeros contra las proteínas virales recombinantes RBD 

SARS-CoV-2 y H1 influenza H1N1. 

 

Figura 30. Biblioteca ssDNA purificada. M: Marcador 50 pb Invitrogen, 1: Pool de ssDNA a partir de la 

biblioteca para la selección de aptámeros candidatos. Gel de agarosa 3%, 90V/ 40 min. 

 

A B 
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Selección de aptámeros específicos contra las proteínas RBD del virus SARS-CoV-2 y 
H1 del virus Influenza H1N1 
 
Para la selección de los aptámeros se desarrolló un proceso llamado SELEX, basado en la 

interacción de la biblioteca de ssDNA con el blanco inmovilizado (selección positiva) y en 

la exclusión de secuencias que pudieran ser especificas con otros elementos del sistema 

de detección (selección negativa), el esquema de cada selección se presenta a 

continuación: 

 

 

A 

B 
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Figura 31. Esquemas representativos de la selección para la obtención de aptámeros candidatos. (A) 

Proceso para la selección y obtención de los aptámeros candidatos a partir de la interacción entre la 

biblioteca ssDNA y la proteína blanco. (B) Proceso de selección y obtención de los aptámeros candidatos 

descartando las secuencias que se unen a proteínas presentes durante la detección.  

 

Aptámeros de DNA fueron seleccionados in vitro contra cada proteína blanco de cada 

virus. En el proceso de SELEX, se realizaron cinco rondas de selección positiva usando la 

proteína blanco (0.0005-50 ng) y seis rondas de selección negativa, tres contra la 

proteína H1 o RBD y tres contra BSA (1 µg). Después de la selección se amplificaron por 

PCR punto final las secuencias eluídas y se obtuvo el ssDNA por PCR asimétrica. El ssDNA 

se purifico y se cuantifico por nanodrop en cada ciclo. En la figura 32 y 33 se muestran 

imágenes representativas de la obtención del ssDNA por PCR asimétrica y la purificación 

de las secuencias durante los ciclos de selección positiva para RBD SARS-CoV-2 Y H1 

H1N1, respectivamente. 

 

Figura 32. Resultados representativos de la obtención de ssDNA en cada ciclo. (A) Amplicones resultantes 

de la PCR asimétrica para la obtención de ssDNA, (B) ssDNA purificado después del ciclo de selección para 

entrar al siguiente ciclo. M: marcador 50 pb Invitrogen, N: negativo. Geles de acrilamida 10%, 90V/ 1 h. 

 

A B 
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Figura 33. Resultados representativos de la obtención de ssDNA en cada ciclo. (A) Amplicones resultantes 

de la PCR asimétrica para la obtención de ssDNA, (B) ssDNA purificado después del ciclo de selección para 

entrar al siguiente ciclo. M: marcador 50 pb Invitrogen, N: negativo. Geles de acrilamida 10%, 90V/ 1 h. 

 

Las condiciones de cada selección y la cantidad de ssDNA recuperado después de la 

selección positiva y las selecciones negativas contra las proteínas BSA y H1 para la 

obtención de los aptámeros contra RBD SARS-CoV-2 se observan en las tablas 16, 17 y 

18, respectivamente. Las condiciones de la selección positiva y negativa y la 

cuantificación del ssDNA recuperado para la obtención de aptámeros dirigidos a RBD se 

reportan en las tablas 23, 24 y 25 y las de H1 se reportan en las tablas 26, 27 y 28.  

Tabla 23. Condiciones y resultados de la selección positiva de los aptámeros contra la proteína RBD. 

Ciclo 
Proteína 
RBD (ng) 

ssDNA para 
el SELEX (ng) 

Tiempo de 
incubación con el 

blanco 

ssDNA 
purificado 

(ng/μL) 

1 1000  380 15 min 21.5  

2 500  380 5 min 6.4 

3 250  380 5 min 9.24 

4 125  380 5 min 9.46 

5 62.5  380 5 min 8.85 

 

Tabla 24. Condiciones y resultados de la selección negativa con la proteína BSA de los aptámeros RBD. 

A B 
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Ciclo 
Proteína 
BSA (µg) 

ssDNA para el 
SELEX (ng) 

Tiempo de 
incubación 

con el blanco 

ssDNA 
purificado 

(ng/µL) 

1 1 450 5 min 10.01 

2 1 980 5 min 16.13 

3 1 806.5 5 min 11.5 

 

 

 

 

 

Tabla 25. Condiciones y resultados de la selección negativa con la proteína H1 de los aptámeros RBD. 

Ciclo 
Proteína H1 
(H1N1) (µg) 

ssDNA para 
el SELEX (ng) 

Tiempo de 
incubación 

con el blanco 

ssDNA purificado 
(ng/µL) 

1 1 460 5 min 23.03 

2 1 920 5 min 17.8 

3 1 890 5 min 18.6 

 

Tabla 26. Condiciones y resultados de la selección positiva de los aptámeros contra la proteína H1. 

Ciclo 
Proteína H1 

(ng) 
ssDNA para 

el SELEX (ng) 

Tiempo de 
incubación con 

el blanco 

ssDNA purificado 
(ng/µL) 

1 50 700 5 min 14.9 

2 5 700 5 min 15.87 

3 0.5 700 z5 min 22.8 

4 0.005 700 5 min 18.33 

5 0.0005 700 5 min 11.86 

 

Tabla 27. Condiciones y resultados de la selección negativa con la proteína RBD de los aptámeros H1. 

Ciclo 
Proteína 
RBD (µg) 

ssDNA para el 
SELEX (ng) 

Tiempo de 
incubación 

con el blanco 

ssDNA purificado 
(ng/µL) 

1 1 380 15 min 9.68 
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2 1 193 5 min 8.98 

3 1 257 5 min 24.5 

 

Tabla 28. Condiciones y resultados de la selección negativa con la proteína BSA de los aptámeros H1. 

Ciclo 
Proteína 
BSA (µg) 

ssDNA para 
el SELEX (ng) 

Tiempo de 
incubación con el 

blanco 

ssDNA purificado 
(ng/µL) 

1 1 980 5 min 26.5 

2 1 1060 5 min 13.6 

3 1 544 5 min 14.9 

 

En el último ciclo, las secuencias obtenidas se amplificaron por PCR punto final y se 

clonaron en el vector TOPO TA. Los plásmidos se caracterizaron tomando en cuenta el 

tamaño del fragmento obtenido, presentándose un tamaño de aproximadamente 140 

pb cuando el vector está vacío y corresponde al total de nucleótidos de la región M13 

del vector, mientras que un tamaño de amplicon de 210 pb corresponde a la región M13 

más la secuencia correspondiente al aptámero (figura 34).  
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 Figura 34. Amplificación de fragmentos para la caracterización de plásmidos (primers M13). Gel de 

acrilamida de las PCRs para la caracterización de los plásmidos obtenidos amplificado la región M13 del 

vector.  M: marcador 50 pb Invitrogen, N: negativo. Geles de acrilamida 10%, 90V/ 1 h. 

 

Una vez seleccionados los plásmidos que pudieran contener las secuencias (por la 

diferencia de tamaños de los amplicones en los geles), los fragmentos correspondientes 

a la región M13 se amplificaron, purificaron y se prepararon las reacciones de 

secuenciación de acuerdo con lo establecido en la metodología previamente descrita.  

Después de analizar las secuencias, se obtuvieron ocho secuencias candidatas. Las 

secuencias contaban con las dos regiones constantes de 20 nts flanqueando una región 

aleatoria, y 30 nts en la región aleatoria con excepción de la secuencia 769 que contaba 

con 29 nts. Las secuencias obtenidas se muestran en la siguiente tabla. 

Tabla 29. Secuencias candidatas como aptámeros específicos para las proteínas virales. 

Nombre  Secuencia 

 
Apta 769 

5´TAATACGACTCACTCCGGGGGGAGGCGGATCGGGAGTGTGGGGGCTAGGGCCTATAGTGAGTCGTATTA3´ 
 

Apta 5.1 
5´TAATACGACTCACTATAGGGCACAGCCCACCATCCCCCACACCTCCCTCCCCCCGGAGTGAGTCGTATTA 3´ 

Apta 7.1 
5´TAATACGACTCACTATAGGGCCCTAGCCCCCACACTCCCGATCCGCCTCCCCCCGGAGTGAGTCGTATTA 3´ 

Apta R2 
5´TAATACGACTCACTATAGGGCTCCTCGCCCTTCCCTCCTCCTCCCTCCTCCCCCCGGAGTGAGTCGTATTA 3´ 

Apta 3.1 
5´TAATACGACTCACTATAGGGCACCGCCCGTACAACACATCCTCCCCCCGCCCCCCGGAGTGAGTCGTATTA 3´ 

Apta 2  
5´ TAATACGACTCACTATAGGGCGTATTACCCAGCGACCACTACCCACTGCCCCCCGGAGTGAGTCGTATTA 3´ 

Apta 1.1 
5´TAATACGACTCACTATAGGGCACCGCCCGTCCTAGCCTCCTCACCCCGCCCCCCGGAGTGAGTCGTATTA 3´ 

 

Determinación in vitro de la especificidad de los aptámeros 

La especificidad de las secuencias candidatas obtenidas se determinaron in vitro por dot 

blot. Los aptámeros se mandaron a sintetizar marcados con biotina en el extremo 5´. 

Para cada ensayo, los aptámeros biotinilados (concentración 500 nM) se incubaron con 
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membranas de nitrocelulosa que tenían inmovilizadas proteínas virales (RBD y H1) y una 

proteína control BSA (100 ng cada una), y posteriormente, se utilizó estreptavidina 

conjugada con HRP para determinar la unión de los aptámeros a las proteínas. Los 

resultados de los dot blots se pueden observar en la figura 35. Los aptámeros H1.1, 5.1 

y H2 mostraron afinidad por ambas proteínas RBD y H1. El aptámero 769 (500 nM) fue 

el único aptámero que resultó específico para la proteína H1 desde 100 ng.  No se 

obtuvieron aptámeros candidatos que se unieran a la proteína RBD DEL SARS-CoV-2. 

Además, se realizó un dot blot como control positivo de la técnica, usando anticuerpo 

anti-Spike para corroborar que la proteína RBD se inmovilizó en las membranas (figura 

36). Con estos resultados, se decidió trabajar únicamente con el aptámero 769 para los 

ensayos de caracterización in vitro e in silico. 
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Figura 35. Resultados de los dot blot para determinar la especificidad de las secuencias candidatas. Como 

se muestra en la imagen, se demostró que todas las secuencias se encontraban biotiniladas, mediante la 

señal positiva de la estreptavidina-HRP observada en cada control. El aptámero Apta 769 fue el único que 

se unió selectivamente a la proteína recombinante H1. 

 

 

Figura 36. Dot blot control de la proteína RBD SARS-CoV-2. Por medio de un dot blot y el anticuerpo 

primario anti-RBD, se determinó que la proteína usada en los ensayos de especificidad de los aptámeros 

correspondía a RBD del virus SARS-CoV-2.  

 

Análisis estructural del aptámero 769 

Una vez que se determinó la especificidad del aptámero 769, se determinó el probable 

plegamiento del aptámero. La estructura secundaria del aptámero se predijo utilizando 

el software mFold, generándose dos estructuras probables para el aptámero Apta 769, 

donde en ambas estructuras se formaron tres bucles y un tallo (figura 37). Las estructuras 

presentaron una energía de Gibbs similar entre ellas, de -15.23 y -15.24 por lo que ambas 
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estructuras son probables y pudieran presentase al momento del plegamiento del 

aptámero. 

 

Figura 37. Predicción de las estructuras secundarias de los aptámeros. Se presentan las estructuras 

secundarias con la energía libre (dG) más baja. 

 

Interacción in silico del aptámero 769 con su proteína blanco 

Para determinar las interacciones entre del aptámero 769 y la proteína hemaglutinina 

(proteína blanco), se realizaron modelamientos mediante el servidor HADDOCK. Para 

obtener los modelos de interacción, primero se determinó la estructura 3D del 

plegamiento del aptámero. Para el aptámero Apta 769 se obtuvieron dos posibles 

plegamientos 3D que se muestran en la figura 38.  
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Figura 38. Estructuras 3D del aptámero Apta 769. Las estructuras 3D se establecieron a partir de las dos 

estructuras 2D posibles. 

 

Después del modelamiento y la optimización de la estructura del aptámero, se 

determinó la interacción entre el aptámero Apta 769 y la proteína H1. Los resultados del 

software mostraron la formación de 132 estructuras agrupadas en 14 clústers que 

represento el 66% de los modelos refinados por el software. Las predicciones mostradas 

en la figura 39, corresponden al clúster superior, el más fiable según HADDOCK. Los 

parámetros de fiabilidad de las estructuras se reportan en la tabla 30. Los parámetros 

más importantes que se tomaron en cuenta para la selección de las estructuras fue el 

puntaje Z que indica cuántas desviaciones estándar del promedio se encuentra en este 

grupo en términos de puntaje (cuanto más negativo mejor), y el puntaje de HADDOCK 

que es una suma ponderada de una variedad de términos de energía, incluidos Van der 

Waals, energías electrostáticas, etc.  
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Figura 39. Esquema de la interacción entre el aptámero 769 y la proteína H1. El aptámero Apta 769 se 

representa en líneas coloreadas, mientras que la proteína H1 se representa en gris, la superficie de 

contacto entre la proteína y el aptámero se representa en azul. 

 

Tabla 30. Parámetros de las estructuras proteína-aptámero modeladas por el software HADDOCK. 

Parámetro RBD-Apta_RBD H1-Apta 769 

Puntaje de HADDOCK  -80.6 +/- 2.3 

Tamaño de clúster  32 

RMSD (de la estructura 
general de energía más baja) 

 0.5 +/- 0.3 

Energía de Van der Waals  -167.1 +/- 13.0 

Energía Electrostática  -70.5 +/- 82.2 

Área de superficie cubierta 
(BSA) 

 3629.7 +/- 184.3 

Puntaje Z  -1.7 
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Las predicciones de las estructuras de interacción aptámero-proteína permitió 

determinar los aminoácidos involucrados en esta interacción. En la figura 40, se puede 

observar la interacción de cada aminoácido con el aptámero. Además, el programa pudo 

determinar qué tipo de interacción no covalente presentaban los aminoácidos con el 

aptámero agrupándolos ya sea en interacción por puentes de sal o por puentes de 

hidrogeno (ver tabla 31). 

 

Figura 40. Sitios de unión de los aptámeros mostrados en la estructura tridimensional.  La representación 

estructural de la proteína H1 se generó a partir de una estructura existente (PDB 3LZG). El aptámero 769 

se encuentra representado en azul mientras que los aminoácidos que participan en la interacción se 

encuentran marcados como barras moradas.  
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Tabla 31. Aminoácidos que presentan interacciones moleculares con el aptámero Apta 769. 

 

 

Determinación de la afinidad de los aptámeros por ensayos ELONA 

Se estandarizó el protocolo del ensayo ELONA incluyendo concentraciones, volúmenes y 

tiempos de incubación con el objetivo de mejorar la detección de la proteína con el 

aptámero. La figura 41 se muestra el esquema de funcionamiento del ELONA indirecto 

diseñado para la detección de hemaglutinina (Influenza H1N1). En el ELONA indirecto, la 

molécula diana (hemaglutinina) se inmoviliza en una placa de microtitulación y forma un 

complejo con el aptámero 769 biotinilado. Este complejo es reconocido por la 

estreptavidina-HRP que reacciona con la adición del sustrato TMB, se produciéndose un 

cambio de color. La intensidad del color indica la lectura de la señal que representa el 

nivel de aptámero que reacciona con el objetivo.  
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Figura 41. Esquema del ELONA indirecto basado en el aptámero 769 para la detección de hemaglutinina 

(Influenza H1N1). 

 

Para evaluar la afinidad de los aptámeros frente a la proteína objetivo, se realizó un 

análisis dependiente de la concentración del aptámero, donde se recubrieron 500 ng de 

hemaglutinina H1N1 en cada pozo y se probaron diferentes concentraciones del 

aptámero 769 biotinilado de 0 a 400 nM.   

Se determinó que el reconocimiento del aptámero 769 dependía de la concentración 

utilizada, por lo tanto, los niveles de absorbancia aumentaron a medida que aumentaban 

las concentraciones de aptámero mientras que no se observó esta tendencia dosis 

dependiente en el tratamiento con BSA a las mismas concentraciones de aptámero 

(figura 42).  

 



124 

 

 

Figura 42. Resultados de la determinación de la afinidad del aptámero 769 a las proteínas H1 y BSA. El 

aptámero Apta 769 se une de manera dosis dependiente a la proteína recombinante H1, mientras que no 

se observó esa tendencia con la proteína BSA, demostrando la afinidad del aptámero Apta 769 por su 

proteína blanco. Todos los datos se muestran como media ± SEM y los ensayos se realizaron por triplicado. 

 

En base a estos resultados, la afinidad de unión (valor de Kd) se determinó con el 

software GraphPad Prism mediante el análisis de ajuste de curvas no lineales 

seleccionando la opción de saturación de unión de un sitio calculando el valor por unión 

total y restando la unión no específica del sistema. El valor de Kd calculado para el 

aptámero Apta 769 fue de 68.2 nM (figura 43). 
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Figura 43. Resultado de la determinación de los valores de Kd del aptámero 769 por ELONA. La unión 

entre la proteína H1 y el aptámero 769 marcado con biotina se evaluó midiendo la absorbancia a 450 nm 

a diferentes concentraciones del aptámero. Los datos se analizaron con GraphPad Prism para realizar 

análisis de ajuste de curvas no lineales para el cálculo de Kd. 

 

Ensayos de competencia en el sitio de unión por ELONA competitivo. 

Para determinar si el aptámero 769 tenía más de un sitio de unión a su blanco se realizó 

un ELONA competitivo. En los experimentos de unión competitiva, se añadió un 

aptámero no modificado y un aptámero modificado con biotina para competir por la 

unión con hemaglutinina. Si el aptámero se unía a un solo sitio en el blanco, conforme 

fuera aumentando el aptámero no marcado, debía disminuir la señal del aptámero 

marcado con biotina.   

Kd 68.2 nM 
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Figura 44. Esquema del ELONA competitivo basado en el aptámero 769.  

 

Los resultados mostraron que el aptámero no modificado no afectó la unión específica 

del aptámero modificado con biotina a la proteína, lo que demostró que el aptámero 

tenía más de un sitio de unión, donde la señal del aptámero marcado se mantenía en un 

100% cuando se agregó hasta 400 nM del aptámero no marcado (figura 45).  
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Figura 45. Ensayo de competencia en el sitio de unión en solución. El ELONA competitivo se utilizó evaluar 

si el aptámero 769 tenía más de un sitio de unión a la proteína H1. Para este ensayo, se utilizaron diferentes 

concentraciones del aptámero 769 no marcado (aptámero competitivo) y el aptámero 769 marcado con 

biotina como aptámero de detección. La señal obtenida se representó en la gráfica como porcentajes. 

Cada grupo de datos representa la media ± DE (n = 3). 

 

Ensayo ELONA para la detección de hemaglutinina del virus de la influenza H1N1. 

El aptámero 769 se marcó en el extremo 5’ con biotina y se utilizó para el diseño del 

ELONA indirecta (figura 41). El ensayo ELONA fue desarrollado como un método 

alternativo para la detección de la proteína hemaglutinina del virus de influenza A H1N1. 

En este ensayo, el aptámero actúa como una sonda de marcaje de la proteína, donde el 

aptámero biotinilado a una concentración de 500 nM de aptámero detectó hasta 5 µg 

de proteína hemaglutinina, calculándose un límite de detección del ensayo de 6.8 ng 

(Y=0.0045X +0.4801) (figura 46). Con este ensayo, demostramos que el aptámero 769 

tiene el potencial de utilizarse en métodos de detección y marcaje de hemaglutinina 

(H1N1). 
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Figura 46. Curva para la determinación del Límite de Detección (LoD) del ELONA basado en el aptámero 

769. La curva estándar se realizó con diferentes concentraciones de hemaglutinina (0- 500 ng) en buffer 

de carbonatos y obteniéndose la ecuación de la recta y = 0.0045x + 0.4801 con una R2 = 0.96, donde “X” 

es la concentración de proteína H1 en ng, y “Y” es el valor de absorbancia (OD450) n=3. 

 

Efecto del aptámero 769 en la viabilidad de células Vero 

La citotoxicidad de los aptámeros se determinó en células Vero con el ensayo de 

viabilidad MTT. Las células permanecieron de 80 a 100% viables después de 24, 48 y 72 

h de incubación con el aptámero a una concentración máxima de 1000 nM (ver figura 

47). Estos resultados demostraron que el aptámero 769 hasta 1000 nM no es citotóxico 

para las células Vero y pueden utilizarse en ensayos in vitro con estas células para el 

desarrollo de aplicaciones terapéuticas. 

Y=0.0045X +0.4801 
LoD: 6.8 ng 
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Figura 47. Ensayo de citotoxicidad de células Vero tratadas con concentraciones crecientes del aptámero 

24, 48 y 72 h. Para determinar el porcentaje de viabilidad de las células se utilizó el ensayo de MTT.  Cada 

grupo de datos representa la media ± DE (n = 6). 

 

Estabilidad del aptámero 769 en cultivo celular  

La susceptibilidad de los aptámeros a las nucleasas es uno de los principales desafíos que 

deben abordarse para su uso en pruebas con cultivo celular, ya que se requiere que sean 

estables en condiciones fisiológicas. Se determinó la bioestabilidad del aptámero 769 en 

cultivo de células Vero en medio DMEM 5% SFB. Primero, se realizó una curva estándar 

con concentraciones conocidas del aptámero 769 (diluidas 10,000 veces con medio 

DMEM suplementado) y se determinó el Ct para cada una, obteniéndose la ecuación de 

la recta (ver figura 48). 
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Figura 48. Curva estándar para la cuantificación de aptámero en medio celular por qPCR. Las 

concentraciones del aptámero (0.002, 0.02, 0.2, 2, 20, 200 y 2000 pg) se representan de forma logarítmica 

y los valores de Ct correspondientes se graficaron en el eje Y. La eficiencia de la qPCR es del 96.03%.  

 

Para determinar la estabilidad del aptámero en medio celular, concentraciones 

crecientes del aptámero (125, 250, 500, 750 y 1000 nM) en un volumen de 10 µL se 

incubaron con células Vero sembradas en placas de 96 pozos (10,000 células/pozo) con 

un volumen de medio de 80 µL. Los aptámeros se incubaron con las células a 37°C por 

24, 48 y 72 h y posteriormente se cuantificó la cantidad de aptámero presente en cada 

sobrenadante mediante qPCR utilizando los primers de la biblioteca para su 

amplificación. Lo cuantificado en cada tiempo de recuperación se comparó con lo 

cuantificado en el tiempo 0 (100%). Como se observa en la figura 49, el porcentaje de 

aptámero presente en el sobrenadante de células Vero se observa mayor al 70% a las 24 

y 48 h en todas las concentraciones probadas de aptámero. A partir de las 72 h, se 

observó un decremento en el porcentaje de aptámero intacto menor al 30% en todas las 

concentraciones probadas, indicando que el aptámero puede estarse degradando a 

partir de las 48 h. 
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Figura 49. Estabilidad del aptámero 769 en cultivo celular. Se incubaron diferentes concentraciones del 

aptámero 769 en una proporción 1:8 en volumen con respecto al medio de cultivo DMEM y se incubo a 37 

℃ durante 0, 24, 48 y 72 h. Las muestras se cuantificaron por qPCR y se graficó como porcentaje de 

recuperación del aptámero con respecto al tiempo 0. Cada grupo de datos representa la media ± DE (n = 

3). 

Evaluación del comportamiento de los aptámeros en presencia de la proteína blanco 

en cultivo celular 

Se evaluó la localización del aptámero en células Vero en presencia de su proteína 

blanco, mediante microscopia de fluorescencia. Los aptámeros (en presencia de proteína 

H1) se incubaron con células Vero durante 24 y 72 h, y posteriormente, las células se 

fijaron para observar la localización de los aptámeros. Se observo que los aptámeros en 

presencia de la hemaglutinina se concentraron en puntos focales específicos, mientras 

que la localización del aptámero sin la proteína parece estar dispersa en la membrana 

celular, tanto a las 24 (figura 50) como a las 72 h (figura 51). No se observó que la señal 

del aptámero se localizaba con el núcleo por lo que es posible que los aptámeros no se 
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estén internalizando. Cabe mencionar que para asegurar que los aptámeros se unen a la 

membrana aún se requieren realizar más ensayos. 

 

Figura 50. Micrografías de fluorescencia. (A) células Vero después de incubar 24 h con (B) Apta 769-FAM 

(1000 nM) y con (C) Apta 769-FAM y proteína H1 (500 ng). Las muestras se examinaron en el canal verde 

para observar FAM y los núcleos teñidos con DAPI, se observaron en el canal azul. Barra de escala, 20 µm. 

 

(A) 

(B) 

(C) 
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Figura 51. Micrografías de fluorescencia. (A) células Vero después de incubar 72 h con (B) Apta 769-FAM 

(1000 nM) y con (C) Apta 769-FAM y proteína H1 (500 ng). Las muestras se examinaron en el canal verde 

para observar FAM y los núcleos teñidos con DAPI, se observaron en el canal azul. Barra de escala, 20 µm. 

 

Caracterización de la biblioteca por qPCR 

Para caracterizar la biblioteca diseñada para la obtención de aptámeros candidatos se 

realizó la cuantificación de ssDNA recuperado después de cada ronda de selección 

positiva por qPCR. Para la cuantificación se diseñó una curva estándar con 

concentraciones conocidas de la biblioteca en ssDNA. Los resultados se graficaron (ver 

figura 52) y se obtuvo la siguiente ecuación de la recta, con una R² de 0.9751:  

 

(A) 

(B) 

(C) 
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Figura 52. Curva estándar para la cuantificación de secuencias por qPCR. Se graficaron los Ct de diluciones 

lineales de la biblioteca en ssDNA de 2-0.0002 pg vs. el log base 10 de las diluciones. Las muestras fueron 

analizadas por triplicado. 

 

Para la cuantificación de ssDNA recuperado en cada ronda de selección, se realizaron 

diluciones de cada muestra recuperada, se obtuvieron los Ct y con la ecuación de la recta 

de la curva estándar se obtuvieron los valores del ssDNA recuperado para cada SELEX. Se 

observó que en el SELEX para H1 la cantidad de ssDNA recuperado disminuyó 

gradualmente durante las rondas alcanzando el menor valor en la ronda 4 (figura 53A). 

En el SELEX para RBD se observó una disminución en la recuperación de secuencias 

conforme pasaron las rondas de selección, sin embargo, se observó un aumento en la 

recuperación de ssDNA a partir de la ronda 4 (figura 53B). 

 

y = -3.1186x + 13.959 
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Figura 53. Cuantificación de ssDNA recuperado durante el SELEX. (A) Recuperación de secuencias en el 

SELEX H1 y (B) Recuperación de secuencias en el SELEX RBD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 
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CAPÍTULO 5 

Discusión 

 

A nivel mundial, la vigilancia de los brotes de virus emergentes ha sido de suma 

importancia debido al número creciente de casos infectados y a la gravedad de la 

presentación clínica que puede ocurrir durante la infección aguda en humanos y 

animales. La creación de hábitats ideales para la reproducción de los vectores 

transmisores y la transmisión rápida de estos virus amenaza constantemente la salud 

pública y se requiere de herramientas de seguimiento para la prevención y contención 

de virus. En respuesta a esta necesidad de diagnóstico rápido y certero, en esta tesis 

diseñamos pruebas rápidas tipo POC que utilizan biosensores compuestos por 

nanopartículas de oro y anticuerpos para la detección de virus de RNA como 

herramientas rápidas, de fácil uso y de bajo costo. 

En esta tesis, se diseñaron dos biosensores con aplicación en nanotecnología. El 

biosensor contra flavivirus se elaboró mediante la funcionalización de nanopartículas de 

oro esféricas de 60 nm con anticuerpos anti-flavivirus por conjugación de adsorción 

pasiva. Los biosensores contra SARS-CoV-2 se elaboraron mediante la funcionalización 

de nanopartículas de oro esféricas de 40 nm con anticuerpos anti-RBD y anti-Spike a 

través de conjugación por enlaces covalentes. Se ha establecido que factores en la AuNP 

como el tamaño y la forma son cruciales para determinar la sensibilidad de la detección. 

En cuanto al tamaño, se ha reportado que las AuNPs con tamaños entre 20 y 40 nm son 

las más utilizadas para la detección en LFA (Kim et al., 2016; Lou et al., 2012). Sin 
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embargo, en un estudio reciente en 2017 por Zhan y colaboradores (Zhan et al., 2017), 

compararon AuNPs de 40, 60 y 100 nm, observando que eran capaces de mejorar la 

sensibilidad analítica hasta 256 veces cuando usaban AuNPs de 60 y 100 nm para la 

formación del biosensor con anticuerpos, esto se debe a que, a mayor tamaño, mayor 

área de superficie disponible para unirse a los anticuerpos y mejorar la detección del 

analito. Con respecto a esto, nosotros decidimos probar las AuNPs de 40 y 60 nm para el 

diseño de los biosensores y así evaluar el mejor sistema para la obtención de biosensores 

funcionales y sensibles para la detección de virus en pruebas de flujo lateral. Otros 

autores han utilizado y evaluado la funcionalidad de las AuNPs de 40-60 nm para el 

desarrollo de biosensores para su uso en LFA  (X. Chen et al., 2022; Cui et al., 2015). 

En cuanto a la forma, las AuNPs esféricas se han utilizado ampliamente en la detección 

de analitos, en pruebas LFA, debido a sus propiedades, propiedades ópticas y 

fisicoquímicas únicas, alta biocompatibilidad, monocapa modificable, dispersión 

controlada, alta área de superficie para funcionalización con elementos de detección, 

baja toxicidad, alta estabilidad y su característico color rojo que permite la detección 

directa de formaciones complejas sin necesidad de equipos de lectura extra. 

Por otro lado, el anticuerpo utilizado para la formación del biosensor contra flavivirus 

(anticuerpo 4G2) ha sido ampliamente utilizado en ensayos de detección de flavivirus y 

recientemente se ha utilizado como control en ensayos de neutralización del virus del 

dengue (Durham et al., 2019) y en la inmunodetección de Zika (Vicenti et al., 2020). Su 

especificidad de unión a la proteína E de virus de la familia flaviviridae como el Dengue 

(los 4 serotipos incluidos el serotipo 2 utilizados en este trabajo) (Kurosu et al., 2020; 
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Rajamanonmani et al., 2009), Zika (Berneck et al., 2020), virus del Nilo Occidental (Hunt 

et al., 2002) y virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV) (Agudelo et al., 

2021) ha sido reportado por varios autores a lo largo del tiempo, por lo que su uso ha 

sido validado y es altamente sensible para utilizarlo como parte del sistema de detección. 

Los anticuerpos Spike y RBD utilizados para la formación de los biosensores para la 

detección de SARS-CoV-2 han sido utilizados para el estudio de este virus por diferentes 

grupos de investigación desde el 2020, ya sea para la detección de la proteína 

recombinante sobreexpresada en cultivo celular mediante western blot como en 

ensayos de neutralización, por lo que ya se encuentran validados (Rajasekharan et al., 

2021; Rothen et al., 2022; Hebang Yao et al., 2021; Yu et al., 2022). 

Para asegurar la funcionalización de las AuNPs con los anticuerpos, los biosensores se 

sometieron a diversas pruebas de caracterización fisicoquímica. Los resultados se 

compararon con las nanopartículas sin recubrimiento (AuNP CIT) o con el biosensor 

control (AuNPs funcionalizadas con la proteína BSA), obteniendo diferencias entre las 

propiedades de los biosensores, para establecer un patrón de control en la conjugación. 

En primer lugar, se determinaron las condiciones óptimas para la conjugación de las 

AuNPs por adsorción pasiva para la formación de los biosensores contra flavivirus, 

usando una concentración establecida de anticuerpo anti-flavivirus 4G2 (10 µg/mL), 

variando el pH de la solución de las AuNPs justo antes de colocar el anticuerpo durante 

el protocolo de conjugación. En estudios previos, se informó que el pH durante la 

conjugación determina la orientación de unión de los anticuerpos en las AuNP y puede 

influir en el recubrimiento óptimo de su superficie (Ruiz et al., 2019). Para optimizar el 
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protocolo de conjugación por adsorción pasiva, se determinó la estabilidad de cada 

biosensor formado a diferentes valores de pH mediante la prueba GAT. Se estableció que 

el pH óptimo para estos conjugados era 6, donde se observó una menor agregación de 

las AuNP en presencia de sales. El correcto recubrimiento de las AuNPs asegura su estado 

monodisperso que favorece la captación del antígeno por el biosensor y la formación de 

complejos individuales AuNP-anticuerpo-antígeno, que pueden ser utilizados en la LFA o 

en otros sistemas de detección. Para la formación de los biosensores para la detección 

de SARS-CoV-2 se siguió el protocolo establecido por la casa comercial (Abcam) usando 

1 µg de anticuerpo.  

Se ha reportado que el uso de una alta concentración de anticuerpo para recubrir la 

superficie de las AuNPs, si bien estabiliza la nanopartícula y aumenta la probabilidad de 

una correcta orientación de los anticuerpos en la superficie, también puede causar la 

inaccesibilidad de los anticuerpos debido a los efectos de superposición y, por tanto, 

podría comprometer su funcionalidad para detectar el antígeno una vez unido a la 

superficie (Saha et al., 2014). 

Por lo tanto, una vez que se optimizó el protocolo de conjugación, se determinó la 

concentración óptima de anticuerpo requerida para la formación del biosensor. Para 

ello, se probaron tres concentraciones diferentes de anticuerpo (1, 3 y 6 µg/mL) para la 

formación de los biosensores. Cada biosensor se caracterizó y se analizó su estabilidad 

por parámetros fisicoquímicos y su resistencia a la agregación por la prueba GAT.  

Se observó que en los tres biosensores AuNP-4G2 obtenidos (a las diferentes 

concentraciones de anticuerpo), el barrido espectral en el rango UV-visible, presentó un 
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desplazamiento en el pico máximo de absorbancia en comparación con las AuNPs sin 

recubrir. Este cambio en el pico máximo de absorbancia de los biosensores se ha 

reportado previamente como indicativo de la adsorción de los anticuerpos en la 

superficie de las AuNPs formando una monocapa (Tsai et al., 2011). Los biosensores para 

detectar SARS-CoV-2 no mostraron un cambio en el pico máximo de absorbancia con 

respecto a los biosensores control (AuNPs recubiertas con BSA). Se ha reportado 

previamente que las nanopartículas recubiertas por moléculas que evitan la agregación 

y estabilizan a las nanopartículas en estado coloidal como BSA o PEG (presentes en el 

buffer de preparación) también presentan un cambio en el pico máximo de absorbancia 

(Nghiem et al., 2010; Nicoară et al., 2019), por lo que, el cambio entre el biosensor 

control y el recubierto con el anticuerpo pudiera no ser tan evidente.  

Como parte de la caracterización, se determinó el diámetro hidrodinámico de los 

biosensores por DLS. En los biosensores para detectar flavivirus se observó un aumento 

en el diámetro hidrodinámico (tamaño relativo) proporcional al aumento en el 

anticuerpo utilizado para la conjugación, lo que indica que, a mayor concentración de 

anticuerpo, aumentó la formación de la monocapa en las AuNPs. Sin embargo, cuando 

se agregaron 6 µg/mL del anticuerpo, se observó una disminución en el diámetro 

hidrodinámico. Este resultado puede indicar la sobresaturación del anticuerpo en la 

superficie de las AuNPs donde, a concentraciones más altas de anticuerpo, existe 

competencia o impedimento estérico para la unión a la superficie. En cuanto a los 

biosensores para la detección de SARS-CoV-2 únicamente el biosensor Spike presentó un 

aumento significativo en el diámetro hidrodinámico con respecto al control. Esto pudiera 
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deberse a que el anticuerpo RBD presenta un tamaño superficial parecido a la proteína 

BSA en la superficie. 

Otros parámetros, como el potencial Z y el índice de polidispersidad de los conjugados, 

se compararon entre los biosensores con anticuerpo, biosensores control y las AuNP sin 

recubrir. En los biosensores para la detección de flavivirus, se observó un aumento 

significativo en el potencial Z que coincide con la adición de anticuerpos en la superficie 

de las AuNPs al funcionalizarse, lo que sugiere que la carga negativa que posee la 

superficie de las AuNP disminuyó a medida que se formaron enlaces iónicos entre las 

AuNPs y el anticuerpo. En los biosensores para la detección de SARS-CoV-2 no se observó 

diferencia significativa entre el valor del potencial Z del control y de los biosensores con 

anticuerpo. Para complementar la caracterización y determinar la estabilidad de los 

biosensores, se realizó una prueba de agregación de oro (GAT). Esta prueba midió la 

estabilidad de los biosensores en solución salina (20% NaCl), poniendo a prueba el 

correcto recubrimiento de la nanopartícula con los anticuerpos. Los biosensores para la 

detección de flavivirus no presentaron una diferencia significativa entre la estabilidad 

del biosensor con 3 y 6 µg/mL (valores GAT menores a 0.02), indicando que a partir de 3 

µg/mL la superficie de las AuNPs tiene una monocapa de anticuerpos que evita la 

agregación. Estos ensayos han sido realizados por otros autores con el fin de determinar 

la concentración mínima de anticuerpos para el recubrimiento de las AuNPs (Bunsanong 

et al., 2018; Parolo et al., 2013). Los biosensores para detectar SARS-CoV-2 no 

presentaron diferencia significativa en comparación con el biosensor control cuando la 

agregación se midió en presencia de PBS (buffer de corrida de las LFAs). Sin embargo, 
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cuando la agregación se midió en presencia de agua los biosensores con anticuerpo 

presentaron menor agregación que el biosensor control. Esto puede deberse a las 

fuerzas iónicas que presenta el PBS en la superficie de las AuNPs, lo que favorece la 

agregación entre nanopartículas. Este fenómeno se reportó por Du y colab. en el 2012, 

donde se observó mayor agregación y tamaño de las AuNPs (medidas por DLS) cuando 

fueron diluidas en PBS en comparación de cuando fueron diluidas en agua (Du et al., 

2012).  

Según sus características y los valores de agregación, el biosensor que se usó para 

ensamblar las LFAs para la detección de DENV fue el de 3 µg/mL. De los biosensores 

SARS-CoV-2, se decidió probar ambos biosensores para ensamblar las LFAs para la 

detección de la proteína RBD, a pesar de que el anticuerpo RBD y el aptámero pudieran 

competir entre ellos para la unión con el epítopo del antígeno.  

La LFA diseñada en esta tesis para la detección de DENV se ensambló con el biosensor 

4G2-AuNP (3 µg/mL) utilizando un formato competitivo para identificar el DENV y otros 

flavivirus. Este formato se basa en que el antígeno inmovilizado presente en la zona de 

detección compite con el antígeno de la muestra para unirse al biosensor. Sin embargo, 

inicialmente diseñamos ambos formatos, directo o tipo sándwich y tipo competitivo 

utilizando el mismo biosensor, donde en condiciones similares no conseguimos la 

detección del DENV en el formato tipo sándwich. De acuerdo a la literatura, el formato 

tipo sándwich se usa típicamente para analitos más grandes con múltiples sitios 

antigénicos, usando diferentes anticuerpos en el diseño de la LFA (Raeisossadati et al., 

2016). 
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El primer diseño de LFA para la detección de DENV fue tipo sándwich, utilizando el mismo 

anticuerpo para la funcionalización de las AuNPs, como para los elementos inmovilizados 

en la membrana de detección. En las pruebas de funcionalidad realizadas, no pudimos 

observar ninguna señal en la zona de prueba cuando agregamos DENV con el buffer de 

corrida (PBS), sin embargo, sí se observó señal en la zona de control, lo que indicó que la 

muestra migró correctamente a través del LFA, pero no fue posible la detección del 

antígeno. Para que el LFA para DENV fuera funcional y detectara el analito, cambiamos 

los tratamientos de cada almohadilla con el objetivo que la detección mejorara, sin 

embargo, después de varios intentos de optimización, no hubo ningún resultado 

positivo. Existen múltiples trabajos donde se utiliza el formato sándwich en las LFAs para 

la detección viral, sin embargo, en el sistema de detección de DENV usando un solo 

anticuerpo (anti-flavivirus 4G2) reportado en esta tesis no funcionó. 

Luego, con el mismo biosensor y el DENV como analito inmovilizado en la zona de 

prueba, se diseñó una LFA con formato competitivo. Posteriormente, la LFA competitiva 

se probó in vitro para determinar su funcionalidad con muestras de DENV y con buffer 

de corrida (PBS). Se observó que en un lote de LFAs, cuando la muestra DENV positiva se 

colocaba en la prueba, generaba una señal en la ventana de detección, lo que permitía 

identificar que el virus se estaba uniendo al biosensor impidiendo la unión al virus 

inmovilizado en la membrana. Las LFAs en las que solo se analizó el buffer de corrida PBS 

mostraron dos señales que indicaban que el biosensor se unía al antígeno inmovilizado 

en la membrana y, por lo tanto, indicaban un verdadero negativo. La LFA competitiva 

diseñada con el biosensor 4G2-AuNP permitió la detección de DENV in vitro, sin 
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embargo, cabe mencionar que esta prueba puede detectar varios flavivirus debido a la 

naturaleza del anticuerpo (anti-flavivirus 4G2) utilizado para la formación del biosensor, 

por lo que podría incluirse como una opción accesible para el monitoreo no solo de DENV 

si no de flavivirus en general.  

Para la detección de DENV, el biosensor que se utilizó en la LFA contenía ~ 0.2 mg/mL de 

nanopartículas de oro. Se ha reportado que la concentración de AuNPs puede mejorar la 

detección del analito en las LFAs. Sin embargo, un estudio reciente publicado por 

Khlebtsov y cols, en 2019 (Khlebtsov et al., 2019), indica que si bien es cierto que la señal 

obtenida en la zona de prueba disminuye a medida que disminuye el número de 

partículas aplicadas, la cantidad de señal observada en la zona de prueba y el límite de 

detección LFA (LOD) está determinado principalmente por la absorción de luz de las 

partículas utilizadas (que también depende de su tamaño y forma). 

Los resultados encontrados en este trabajo sitúan a estas LFAs como métodos 

alternativos y factibles para la detección de patógenos sobre el vector transmisor y en el 

humano. En 2018, Basso y cols. (Basso et al., 2018) generaron un sistema de detección 

de DENV similar (serotipos 1-4) utilizando un biosensor con nanopartículas recubiertas 

de anticuerpos, determinando la presencia del virus a través de los cambios 

fisicoquímicos observados en la nanopartícula. A pesar de sus ventajas, la desventaja de 

este método en comparación con el nuestro, es el equipo especializado que se requiere 

para el análisis de cada muestra, por lo que no es factible como prueba de campo, en 

comparación con nuestra prueba que es portátil y no se necesita equipo de lectura. 
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Otros métodos basados en biosensores compuestos por AuNPs recubiertas con otras 

moléculas, como las DNAzimas (Carter et al., 2013), se han utilizado para la identificación 

de arbovirus en el mosquito transmisor, sin embargo, estos suelen ser complejos de 

producir (y por lo tanto costosos) y requieren un ambiente favorable para el desarrollo 

de la reacción, lo que dificulta su manejo en un ambiente no controlado. 

En cuanto al límite de detección, los autores suelen reportar este parámetro en 

diferentes unidades de medida, obteniendo el valor a través de una curva de calibración. 

En esta tesis, usamos una solución de antígeno basada en el virus completo que se 

cuantificó mediante el método TCID50, mientras que la mayoría de los otros sistemas de 

detección usan proteínas purificadas o copias del genoma. Bajo las condiciones 

reportadas, nuestro sistema tiene un límite de detección estimado de 5.12 x 102 PFU. 

Este valor estimado se basó en el rendimiento de la prueba cuando usamos muestras de 

virus diluidas, lo que demuestra que el LFA funcionó solo cuando agregamos la muestra 

sin diluir (consulte el material complementario SI). Cuando se probó la LFA con diluciones 

1:10 del DENV se obtenían resultados negativos, sugiriendo que las concentraciones de 

antígeno analizadas en las pruebas de funcionalidad están cerca del límite de detección 

de la prueba. 

La LFA diseñada presenta un límite de detección comparable al de otras pruebas basadas 

en anticuerpos, como el observado en el sistema de detección del virus de la influenza 

resistente que detecta la proteína neuraminidasa del virus con un LoD de 5 X 102 PFU 

(Ryu et al., 2018) o el sistema de flujo lateral diseñado para detectar la proteína Spike 

SARS-CoV-2 que mostró un límite de detección (a simple vista) de 6 x 102 PFU (Ren & 
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Irudayaraj, 2021). Como era de esperar, el límite de detección de los sistemas basados 

en anticuerpos es inferior al de las pruebas basadas en la amplificación de ácidos 

nucleicos, que pueden alcanzar un límite de detección de 2 x 102 PFU (Yrad et al., 2019). 

Entre las ventajas de las pruebas de detección desarrolladas en formato de flujo lateral, 

están su facilidad de uso y los mínimos pasos de manipulación de muestras, lo que es 

favorable si se usan fuera de un laboratorio. La prueba de funcionalidad, mostró que los 

resultados no se modifican con respecto al tiempo, conservando las señales en la 

ventana de detección lo que puede ser útil para capturar los resultados después de la 

realización de la prueba. Las lecturas a simple vista permitirán el monitoreo de los RNA 

virus sin la necesidad de un equipo especializado, haciendo que este método sea 

accesible para las regiones de bajos ingresos. 

Consideramos a estos prototipos como unos sistemas LFA accesibles y fáciles de usar 

para la detección del virus del dengue y otros flavivirus, pero es necesario incluir otros 

estudios para determinar la sensibilidad y especificidad. Se requieren pruebas de 

funcionalidad del LFA con muestras de mosquitos y optimizar y mejorar este LFA para 

usar este LFA como una herramienta de monitoreo de vectores. Entre las mejoras y 

optimizaciones del diseño, se podrían probar diferentes anticuerpos para determinar si 

el formato sándwich puede mejorar el límite de detección y el rendimiento del LFA. 

 

Como herramienta alternativa para la detección de SARS-CoV-2, en este trabajo también 

se desarrollaron y caracterizaron dos biosensores basados en AuNPs y anticuerpos, que 

detectan a la proteína RBD recombinante de este virus.  Adicionalmente, con estos 
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biosensores, se diseñó un sistema de detección POC tipo dot blot para la detección de 

SARS-CoV-2. Durante la caracterización fisicoquímica de los biosensores, no se encontró 

diferencias entre los biosensores con el anticuerpo anti-RBD y anti-Spike en comparación 

con el biosensor control (AuNP-BSA). El diseño del dot blot consistió en utilizar a los 

biosensores como marcadores de detección del sistema, donde según lo probado, estos 

biosensores pueden detectar 100 a 300 ng de la proteína recombinante RBD. Diversos 

autores han reportado el desarrollo de pruebas rápidas principalmente electroquímicas 

y ópticas, compuestas de biosensores basadas en AuNP y anticuerpos para el diagnóstico 

de COVID-19 (Karakuş et al., 2021; G. Li et al., 2021; Roberts et al., 2021). Como primer 

paso para validar el funcionamiento de los biosensores en sistemas de detección, se 

realizan pruebas de dot blot, donde se determina la especificidad con el antígeno a 

detectar, la estabilidad y desempeño del biosensor en presencia de diferentes agentes 

de la muestra, entre otros. Los biosensores diseñados en esta tesis podrían ser utilizados 

para el diseño de pruebas colorimétricas rápidas para la detección de SARS-CoV-2, sin 

embargo, aún se requieren diversas pruebas para determinar el límite de detección del 

biosensor, entre otros parámetros de validación analítica.  

 

Por otra parte, con el fin de mejorar el diagnóstico y diferenciación entre virus 

respiratorios, en esta tesis se diseñó un sistema de detección tipo ELONA basado en la 

identificación de proteínas virales utilizando aptámeros. Como primer paso, se diseñaron 

y caracterizaron aptámeros específicos contra la proteína hemaglutinina del virus de la 



148 

 

influenza A y contra la proteína RBD del virus SARS-CoV-2, como se describió 

anteriormente en este trabajo. 

La selección de los aptámeros se realizó en diversas rondas de selección y amplificación 

positiva (con las proteínas blanco) y negativa (con otras proteínas) para que los 

aptámeros candidatos pudieran diferenciar entre la proteína RBD del SARS-CoV-2 y la 

proteína Hemaglutinina del virus de la influenza (H1N1). Como resultado se obtuvieron 

10 secuencias candidatas que se probaron mediante dot blot para determinar su 

especificidad. Se determinó que únicamente una secuencia llamada aptámero 769 se 

unió específicamente a la proteína HA, sin embargo, ninguna secuencia se unió 

específicamente a la proteína RBD. La afinidad del aptámero 769 se determinó por 

ensayos de ELONA obteniéndose un valor de Kd de 68.2 nM para la proteína 

hemaglutinina de la cepa A/California/04/2009. 

Diversos trabajos en los últimos años (Parekh et al., 2010; R. Wang et al., 2013; Zavyalova 

& Kopylov, 2016) han reportado el diseño de aptámeros específicos contra la proteína 

Hemaglutinina (HA) de diferentes cepas del virus de la influenza A, como Shiratori y cols. 

que reportaron al aptámero RHA000 con un valor de Kd de 24.7 nM (Shiratori et al., 

2014) que reconoce a la proteína hemaglutinina de la cepa A/Anhui/1/2005 y Li y cols 

que diseñaron y caracterizaron al aptámero 1 con un valor de Kd de 78 nM que se une a 

la proteína hemaglutinina pero de la cepa A/Puerto Rico/8/1934 (W. Li et al., 2016). El 

aptámero 769 diseñado en esta tesis mostro una alta afinidad a la proteína HA y se 

encuentra dentro del rango de afinidad nanomolar. 
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Como parte de la caracterización, se determinó la posible estructura secundaria del 

aptámero 769 por medio del software mFold. Las predicciones estructurales presentaron 

estructuras tallo-asa, que han sido reportadas en otros aptámeros específicos contra 

hemaglutinina (Musafia et al., 2014; Woo et al., 2015). Además, dentro de la secuencia 

se encontraron motivos repetidos compuestos de Guaninas que pudieran actuar como 

secuencias protectoras contra la acción de las nucleasas, indicando que el aptámero 

pudiera mostrar una excelente estabilidad (Roxo et al., 2019).  

Los ensayos tipo ELONA son los métodos de detección basados en aptámeros mejor 

establecidos para la detección óptica de diferentes virus. Es por ello, que con el aptámero 

769, se diseñó y elaboro un sistema de detección tipo ELONA que permitió la detección 

especifica de la proteína recombinante hemaglutinina, determinándose un LoD de 6.8 

ng para este sistema. Diferentes grupos de investigación han diseñado ensayos ELONA 

con aptámeros para la detección de Influenza A H1N1, reportándose en estos sistemas 

límites de detección en nanogramos (Shiratori et al., 2014; Z. Wang et al., 2022), por lo 

que nuestro sistema es comparable a nivel de detección con esos sistemas. 

El uso de aptámeros en sistemas de detección viral resuelve algunas desventajas del uso 

de anticuerpos en los inmunoensayos, como diferencia de afinidad entre lotes, 

inestabilidad a diferentes temperaturas o pH, altos costos entre otras. El ELONA 

presentado en este trabajo está diseñado con un aptámero que discrimina entre 

hemaglutinina y la proteína RBD del virus SARS-CoV-2, por lo que este sistema de 

detección pudiera ayudar en el diagnostico de enfermedades respiratorias causadas por 
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estos virus, sin embargo, aún se requieren de diversas pruebas de sensibilidad y 

especificidad con muestras de pacientes para usarlas en el entorno clínico.  

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 6 

 

Conclusiones 

En esta tesis se diseñaron tres sistemas de detección rápidos para la detención de virus 

emergentes de RNA.  

1. Como parte del primer sistema de detección, se diseñaron y caracterizaron tres 

bionanosensores compuestos de nanopartículas de oro de 60 nm y anticuerpos 

anti-flavivirus para la detección del virus del Dengue y un bionanosensor control 

(nanopartícula-BSA).  

2. El bionanosensor AuNP-4G2 [3µg] se utilizó para el diseño de una prueba de flujo 

lateral competitiva basada en papel para la detección del virus de dengue. La 

funcionalidad de la LFA diseñada se determinó in vitro con virus aislados de 

cultivo celular, con un LOD de 5.06 x 10₂ PFU. 
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3. Como parte del segundo sistema de detección, se diseñaron dos biosensores 

compuestos por nanopartículas de oro de 40 nm y anticuerpos que reconocen al 

dominio S1 de la proteína Spike SARS-CoV-2. Estos biosensores se caracterizaron 

fisicoquímicamente, sin mostrar ninguna diferencia en comparación con las 

nanopartículas control. Sin embargo, se demostró la funcionalidad de los 

biosensores en ensayos de especificidad por dot blot detectándose de 100-300 

ng de la proteína RBD del SARS-CoV-2. 

4. Como parte del tercer sistema de detección diseñado, se estandarizó la 

obtención y caracterización (in vitro e in silico) de aptámeros a partir de una 

biblioteca de DNA aleatorizada de 70 nt. Se obtuvo un aptámero candidato 

(aptámero 769) que reconoce específicamente a la proteína hemaglutinina del 

virus de la influenza A H1N1 cepa A/California/04/2009 con una alta afinidad (Kd 

68.2 nM). Este aptámero se utilizó para desarrollar un sistema de detección tipo 

ELONA para la detección in vitro de influenza A (H1N1), que presentó un LoD de 

6.8 ng. 
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Apéndices 

Apéndice A  

Preparación de las soluciones  

TBE 5X (1 litro) 

Tris base                        54 g 

Ácido bórico                 27.5 g 

EDTA 0.5 M pH 8          20 ml 

Aforar a 1 litro con agua desionizada. 

PBS 10X (1 litro) 

Na2HPO4                       14.4 g  

KH2PO4                                         2.4 g 

NaCl                                 80 g 

KCl                                      2 g 

Disolver en 600 mL, ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1L con agua desionizada. Esterilizar. 

Solución de acetato de amonio 7.5 M) 

Disolver 57.81 g de acetato de amonio en agua desionizada en un volumen final de 100 

mL. Esterilizar por filtración. 

Buffer de elución para la purificación de ssDNA 

Acetato de amonio         1.927 gr 

EDTA                                0.0186 gr 

SDS 0.05 gr 

Todos los reactivos se mezclaron y se aforaron a 50 mL con agua desionizada. 
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Solucion de Acrilamida-Bisacrilamida 19:1 (30%) 

Se pesaron 38 gr de acrilamida y 2 gr de bisacrilamida y se disolvieron en 100 mL de 

agua desionizada. Se aforo a 200 mL con agua desionizada.  

Solución de Acrilamida-Bisacrilamida 19:1 (10%) 

66.66 mL de la solución de acrilamida-bisacrilamida al 30% se mezclaron con 133.33 mL 

de TBE 1X. Se homogenizo muy bien y se guardó a 4°C. 

Preparación de geles de acrilamida 19:1 al 10% 

Solución acrilamida-bisacrilamida 10%           20 mL 

Persulfato 10%                                                    144 µL 

TEMED                                                                    20 µL 

*Para preparar dos geles de 1.5 mm biorad 

Solución I Lisis alcalina  

Para 50 mL 

Tris-HCl 1M pH8                                                 1.25 mL 

EDTA 0.5 M                                                             1 mL 

Glucosa                                                                 0.45 gr 

RNAsa                20 µg/mL 

Adicionar todos los reactivos y aforar con agua desionizada a 50 mL. 

Solución II Lisis alcalina  

NaOH 1M          10 mL 

SDS 10%          5 mL 
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Disolver los reactivos y aforar a 50 mL con agua desionizada. 

Solución III Lisis alcalina  

Acetato de potasio                                                14.715 gr 

Ácido acético                                                           500 µL 

Disolver los reactivos y aforar a 50 mL con agua desionizada. 

 


