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RESUMEN

Las infecciones respiratorias agudas (IRAS) representan una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial, principalmente aquellas ligadas a agentes virales pertenecientes
al género de la influenza A. A lo largo de la historia, los virus de la influenza A han causado
una serie de pandemias, teniendo registros en los afios de 1918 (H1N1), 1957 (H2N2), 1968
(H3N2) y durante el periodo que abarca desde 1968 al 2009 se han reportado epidemias
estacionales causadas por el subtipo H3N2, y en el 2009 se registrd la pandemia causada por
el subtipo HIN1pdmO09, donde nuestro pais fue epicentro. Por otro lado, se ha demostrado
que el subtipo H5N1 el cual presenta una alta mortalidad en aves, puede transferirse a los
humanos, siendo considerado como potencial agente pandémico, denotando ain mas la

importancia de este grupo viral.

Es por lo anterior que es de suma importancia que la deteccidn de agentes virales emergentes
y con potencial pandémico pueda realizarse de forma rapida, efectiva y precisa con el fin de
optar por las medidas de prevencion y contencion adecuadas, situacién por la cual los
métodos de deteccion actuales tales como la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR) o el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) no han podido hacer frente a los retos que han supuesto las pandemias méas
recientes, es en este sentido que los biosensores electroquimicos se posicionan como métodos
confiables para la deteccion de maltiples agentes infecciosos, debido a cualidades como
portabilidad, sensibilidad y especificidad otorgadas por los materiales electroactivos y los
bioreceptores que conforman las matrices de deteccion, ademéas de contar con precios de
produccion competitivos, al ser capaces de emplear materiales de facil sintesis. Es por ello,
que en el presente trabajo se abordara la propuesta de desarrollar un biosensor electroquimico
portatil compuesto por materiales electroactivos y su conjugacion con anticuerpos para la

deteccion de virus de la influenza A de forma simultanea y de pronta respuesta.
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ABSTRACT

Acute respiratory disease (ARD) represent one of the main causes of worldwide mortality,
mainly those related to viral agents as influenza A. Throughout history, influenza A viruses
have caused a series of pandemics outbreaks as in 1918 (H1N1), 1957 (H2N2), 1968 (H3N2)
and during the period from 1968 to 20009, it have been reported seasonal epidemics caused
by the H3N2 subtype and in 2009 it was recorded the pandemic caused by the HIN1pdm09
subtype, where our country was the epicenter. On the other hand, it has been shown that the
H5N1 subtype, which has high mortality in birds, can be transferred to humans, being
considered a potential pandemic agent, denoting the importance of this virus.

For the mentioned reason the detection of emerging viral agents with pandemic potential
must be carried out quickly, effectively, and accurately in order to stablish an appropriate
prevention and containment measures, a situation for which the current detection methods
such as real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) or enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) are not effectives. In this sense, electrochemical
biosensors are positioned as the most reliable methods for the detection of multiple infectious
agents, due to qualities such as portability, sensitivity, and specificity granted by the
electroactive materials and the bioreceptors, in addition to having affordable prices and
competitive production. For this reason, this work will address the proposal to develop a
portable electrochemical biosensor composed of electroactive materials and their conjugation
with antibodies for the detection of influenza A viruses simultaneously and with a prompt

response.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRAS) de origen virico son un problema de salud
con importancia a nivel global, perjudicando especialmente a naciones en vias de desarrollo
donde encontramos a México, afectando los servicios de salud, causando incapacidades
escolares y laborales, posicionandose dentro de las tres principales causas de muerte, siendo
los infantes menores de 5 afios, adultos mayores de 60 afios e individuos con el sistema

inmune comprometido las poblaciones més vulnerables ante estos cuadros patolégicos.

Durante la temporada invernal los virus de la influenza A se encuentran dentro de los
agentes virales mas importantes en el desarrollo de las IRAs, ademas de ser los causantes de
grandes epidemias y pandemias suscitadas por la alta tasa de mutacion que presentan las
glicoproteinas de superficie, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). La serie de
pandemias derivadas a partir de los virus de la influenza A radica desde los afios de 1918
(HIN1), 1957 (H2N2), 1968 (H3N2) y en el afio 2009 (H1N1pdmQ9). Por otro lado,
encontramos a los virus de la influenza aviar, siendo el subtipo H5N1 el que presenta mayor
importancia debido a que es capaz de enfermar de manera grave a las aves, asi como al ser

humano, clasificandolo como un agente con potencial pandémico.

Entre los métodos mas empleados para la deteccion del virus de influenza A
encontramos los métodos basados en técnicas moleculares y métodos seroldgicos;
caracterizados por presentar alta sensibilidad y especificidad, sin embargo, son pruebas que
requieren protocolos laboriosos, instalaciones especializadas y de personal altamente
capacitado. Por lo cual, es necesario la busqueda de nuevos métodos de diagndstico que
superen las limitaciones que presentan las técnicas convencionales. Es por esto, que el
desarrollo de biosensores electroquimicos, caracterizados por ser dispositivos capaces de
detectar analitos de interés mediante un bioreceptor compuesto por anticuerpos, enzimas o
material gendmico, podrian ser una alternativa al tener constatada una alta sensibilidad y
selectividad en la deteccion de agentes infecciosos, ademas de ser un método de bajo costo

y pronta respuesta, con potencial para miniaturizacion y portabilidad.



Es por esto que en el presente trabajo se desarrollard una plataforma de inmunosensor
portatil basado en nanoestructuras de materiales electrocataliticos para la deteccion de virus
respiratorios del género A de la influenza.



2. ANTECEDENTES

2.1 Infecciones respiratorias agudas (IRAS)

Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) se clasifican como un conjunto de
enfermedades que se presentan con mayor frecuencia en el ser humano, afectando distintas
areas del sistema respiratorio, ademas de ser causantes de una alta tasa mortalidad en todo el
mundo, clasificandolas como una de las 10 principales causas de muerte, afectando
principalmente a nifios menores de 5 afios, adultos de la tercera edad, asi como a individuos
que presentan alguna comorbilidad (Rosete Olvera et al., 2002; Rey et al., 2011; Chirinos-
Saire et al., 2021).

Existen distintos agentes causantes del desarrollo de estas infecciones, entre los cuales
encontramos a las bacterias, hongos, parasitos y virus, siendo este ultimo el agente mas
importante debido a que es capaz de causar el 70-80% de estas enfermedades, encontrado a
aquellos que pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Picornaviridae,
Adenoviridae, Herpeviridae, Coronaviridae y Reoviridae, como los rinovirus, siendo
responsables del 40% de los casos de resfriados anuales, los coronavirus del 10%, el virus
sincicial respiratorio (RSV) del 10-15%, el virus de la parainfluenza del 10-15%, los virus
de la influenza del 10-15%, otros virus del 5% y virus inespecificos del 20-30% (Rosete
Olveraet al., 2002; West et al., 2002; Bayona Ovalles and Niederbacher; Zhang et al., 2020).

2.2 Virus respiratorios con potencial pandémico

El potencial pandémico de un virus respiratorio puede ser determinado con base a tres
factores: la capacidad de infectar y causar enfermedades en los seres humanos, la baja
inmunidad que presenta la poblacion y, por Gltimo, la capacidad de transmisién (Tanner et
al., 2015; Lipsitch et al., 2016; WHO, 2018).

Los virus de la influenza son responsables de causar las infecciones del tipo
respiratorio mas comunes en los seres humanos, posicionandolos como los mas importantes
debido a la alta morbilidad y mortalidad que presentan, reportando distintas epidemias y
pandemias desde la antigliedad, debido a la alta tasa de mutacidn que posee, asi como el ser

un virus de origen zoonético, como aquellos de origen aviar que han demostrado presentar
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potencial pandémico al ser capaces de infectar y causar una enfermedad grave al ser humano,
por lo que ha sido un punto de importancia dentro del sector salud (Taubenberger et al., 2008;
WHO, 2018; WHO, 2023).

2.2.1 Influenza

La influenza es una de las infecciones respiratorias agudas mas comunes que se
encuentra presente durante todo el afio, sin embargo, su incidencia se ve aumentada de
manera importante durante los meses de otofio e invierno afectando el sistema respiratorio
superior, ocasionando una serie de sintomas como fiebre, secrecion nasal, tos, dolor de
cabeza, garganta y muscular, asi como fatiga, e incluso puede ser grave y letal cuando esta
llega a los organos del tracto respiratorio inferior, desarrollando los sintomas durante los
primeros 4 dias después de la exposicion con el virus. La manera de contagio es mediante
gotitas de saliva, al hablar, toser o estornudar debido a que capaz de viajar hasta un metro de
distancia, asi como el tener contacto con superficies que se encuentran contaminadas (Ruiz
etal., 2017; Krammer et al., 2018; WHO, 2023).

La influenza es causada por un agente viral perteneciente a la familia
Orthomyxoviridae, dentro de esta familia encontramos seis géneros siendo influenza A, B, C
y D (IAV, IBV, ICV e IDV), Thogotovirus e Isavirus (Henritzi et al., 2019; Zhang et al.,
2020).

El género IAV en el area de salud publica es clasificado de los mas importantes debido
a su potencial pandémico, este virus tiene la capacidad de infectar tanto a los seres humanos
como a distintos animales. EI AV se clasifica en distintos subtipos con base a las propiedades
genéticas y antigénicas de las glicoproteinas de superficie, para la hemaglutinina (HA) se han
determinado 19 tipos (H1-H19) y para la neuraminidasa (NA) se conocen 11 tipos (N1-N11)
esto es debido a la alta tasa de mutacion que estas glicoproteinas presentan. También pueden
ser clasificados con base al huésped original como aviares, porcinos o de otros animales
(WHO, 2018; Henritzi et al., 2019; Zhang et al., 2020; Mostafa et al., 2024).

A lo largo de la historia el IAV ha desarrollado una serie de epidemias y pandemias

debido a la capacidad de variacion antigénica que presentan sus glicoproteinas de superficie



(HA y NA) (Figura 1), en 1918 conocida como “gripe espafiola” desarrollada por el subtipo
H1N1, clasificandola como la pandemia mas letal causé entre 50 y 80 millones de muertes,
en 1957 en China se registro la “gripe asiatica” provocada por el subtipo H2N2, en 1968 en
Hong Kong aparecio6 la “gripe de Hong Kong” causada por el subtipo H3N2 y en el 2009 por
H1N1pdmO09 afectando en un inicio a Norteamérica, siendo México uno de los paises donde
se presentaron los primeros casos, y hasta la fecha solo se han reportado infecciones a causa
de los Gltimos dos subtipos, los cuales se encuentran en co-circulacion. Por otro lado, también
se ha reportado que los virus de la influenza aviar, como el subtipo H5N1 presenta una gran
importancia para el sector salud, debido a que pueden infectar a los humanos causando una
enfermedad grave, asi como presentar una tasa de mortalidad del 60% y ser de alta
patogenicidad. En 1997, se reportaron casos en humanos a causa del subtipo H5N1 en Asia
y durante el periodo que comprende del 2003 hasta el 2023 la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) registrd 878 casos, de las cuales 458 fueron defunciones, presentando una tasa
de letalidad del 52%. El hecho de que este tipo de virus se encuentre en mayor proporcion en
aves y que solo se ha reportado el contagio entre ave y humano, es de gran importancia la
vigilancia del mismo, debido a que al presentar una alta tasa de mutacion podria ser capaz de
provocar contagios entre humanos (Girard et al., 2010; Poovorawan et al., 2013; Rojas, 2014;
Ruiz et al., 2017; Tepeli and Ulkii, 2018; WHO, 2018; PAHO, 2023).

1900

H2N2

Figura 1. Pandemias suscitadas por el virus de la influenza A a través del tiempo (Harrington et al., 2021).

El IBV fue identificado en el afio de 1940, este género de influenza se divide en dos
linajes siendo estos Victoria y Yamagata, los cuales son capaces de infectar a los seres

humanos y se encuentras en circulacion en conjunto con los IAV, sin embargo, desde el 2020



no se han tenido reportes de infecciones a causa del linaje Yamagata. EI IBV puede infectar
a los seres humanos y al no poseer un reservorio animal especifico ocasiona Gnicamente

epidemias estacionales (Koutsakos et al., 2016; Uyeki et al., 2022).

El ICV es menos frecuente que el IAV e IAB, sin embargo, este virus puede infectar
a los seres humanos causando una enfermedad leve, ademas, se ha observado que puede
infectar algunos animales como perros, cerdos y vacas (Krejcova et al., 2014; Henritzi et al.,
2019; Uyeki et al., 2022).

El IDV es un tipo de influenza que afecta principalmente al ganado, ocasionando una
enfermedad respiratoria leve. Este fue identificado por primera vez en cerdos en el afio 2011
en los Estados Unidos, sin encontrarse hasta el momento casos en los seres humanos (Henritzi
et al., 2019; Javanian et a., 2021).

2.2.2 Estadisticas en México del IAV

Los casos debido al IAV se da principalmente durante los meses que comprenden las
estaciones de otofio e invierno, siendo los grupos que presentan mayor riesgo los infantes
menores de 1 afio, adultos mayores de 60 afios, mujeres embarazadas e individuos que
padecen de alguna comorbilidad como la diabetes, obesidad, cardiopatias, cancer, asma o
insuficiencia renal. La tasa anual de prevalencia de la influenza en nifios en todo el mundo
es alrededor del 20 al 30% y en adultos mayores del 5 al 10%, causando de 3 a 5 millones de
casos graves y de 290,000 a 650,000 muertes (Ruiz et al., 2017; WHO, 2023).

La aparicion de los primeros casos de la pandemia de la influenza en el 2009 fue en
México, derivada por el subtipo HIN1pdmOQ9, registrando hasta julio del 2010 un total de
72,548 casos y 1,316 muertes (CENAPRECE, 2015). Posteriormente, en las temporadas del
2010-2011, 2012-2013 y 2014-2015, el subtipo predominante de influenza fue el H3NZ2,
mientras que en las temporadas del 2011-2012, 2013-2014 y 2015-2016 el subtipo
predominante fue el HIN1pdmO09. En la tabla 1, se muestra el nimero de casos, defunciones
y la tasa de letalidad a causa del virus de la influenza A por temporada, del 2010 hasta la

segunda semana del 2024 en México, registrados por la Subsecretaria de Prevencion y



Promocidn de la Salud (Ruiz et al., 2017; SINAVE, 2023; Subsecretaria de Prevencion y
Promocion de la Salud, 2024).

Tabla 1. Tasa de letalidad por influenza por temporada, México 2010-2024.

Temporada de influenza Casos Defunciones Tasa de letalidad
2010-2011 3,160 43 1.36
2011-2012 7,281 344 4.72
2012-2013 2,891 56 1.94
2013-2014 9,051 1,111 12.27
2014-2015 2,785 84 3.02
2015-2016 9,721 537 5.52
2016-2017 6,371 160 251
2017-2018 3,692 160 4.33
2018-2019 7,455 838 11.24
2019-2020 6,204 410 6.60
2020-2021 7 1 14.28
2021-2022 3,179 155 4.87
2022-2023 10,084 324 3.21
2023-2024 6,295 201 3.19

(Ruiz et al., 2017; SINAVE, 2023; Subsecretaria de Prevencién y Promocion de la Salud, 2024).

Por otro lado, los casos reportados en México por el Servicio Nacional de Salud,
Inocuidad y Calidad de Alimentos (SENASICA) a causa del subtipo H5N1 fue de un total
5.9 millones de casos de los cuales 50 fueron clasificados como altamente patogénicos,
afectando principalmente a las aves que se encontraban en granjas avicolas, asi como aquellas
aves domesticas y silvestres en 13 distintos estados de la Republica Mexicana, encontrando
a Aguascalientes, Baja california, Chiapas, Chihuahua, Estado de Meéxico, Jalisco,
Michoacéan, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Sonora, Tamaulipas y Yucatan. Sin embargo, a
pesar de que no se ha reportado algun caso de infeccién en humanos por el subtipo H5N1, es
importante tomar en cuenta que este subtipo es capaz de enfermar e infectar de manera grave
al ser humano (PAHO, 2023).



2.2.3 Virus de la influenza

Las particulas del virus de la influenza presentan una morfologia esférica con un
diametro de 100 a 120 nm con un genoma de RNA monocatenario de sentido negativo
segmentado; los géneros de influenza A y B poseen ocho segmentos de RNA, mientras que
los géneros C y D presentan siete segmentos, los cuales codifican para cada proteina viral
que conforma al virus. El tamafio total del genoma del 1AV es de 13.6 kb, y cada segmento
consta alrededor de 0.9 a 2.3 kb. La estructura de los segmentos se compone de extremos 5’
y 3’ conservados, regiones no traducidas especificas del segmento (UTR) y al menos un
marco de lectura abierto (ORF). Los complejos de ribonucleoproteina viral (VRNP) se
obtienen al ensamblarse los segmentos del RNA viral (RNAv), los extremos 5° y 3’ se
encuentran unidos a la RNA polimerasa dependiente de RNA viral (RpdR) y las regiones
UTR, asi como el ORF se encuentra unido por una nucleoproteina viral oligomérica (NP)
tomando una forma de varilla de doble hélice. La RpdR se encuentra conformada por tres
proteinas, la polimerasa basica 1 (PB1) involucrada en la sintesis del RNA mensajero viral
(mRNAV) y ademas posee actividad endonucleasa, la polimerasa basica 2 (PB2), tiene la
funcién de iniciar la transcripcion del RNAv, y por la polimerasa acida (PA) conocida como
P3 en los géneros del virus C y D, presentando actividad endonucleasa. Otra proteina es la
hemaglutinina (HA), la cual es una glicoproteina de superficie que se encuentra involucrada
en la absorcion y fusion del virus al unirse a los receptores del acido sialico presente en la
superficie de la célula huésped, se compone de los dominios HA1 encargados del reconocer
los receptores del acido sialico y de los dominios HA2 que median la fusion. También se
compone de la glicoproteina neuraminidasa (NA), cuya funcion se encuentra relacionada con
el rompimiento del acido sialico permitiendo de esta manera la liberacidn de las particulas
virales recién sintetizadas de la célula huésped, la nucleoproteina (NP), se encuentra asociada
a segmentos del RNAv con el objetivo de formar la ribonucleoproteina viral (RNPv), también
se encuentra involucrada en la regulacion de importacion nuclear. Otra proteina codificada
es la proteina de matriz (M1), esta es el componente estructural mas importante del virus, se
localiza debajo de la bicapa lipidica proporcionando soporte a la capside, ademas, se
encuentra involucrada en la regulacion de la exportacion nuclear del RNAv, asi como de la
gemacion viral. La proteina de matriz 2 (M2) es una proteina presente en la superficie de las

células infectadas, se encuentra involucrada en la formacion del canal iénico, en el



descubrimiento y ensamblaje del virus. Por altimo, encontramos a la proteina no estructural
(NS1), puede estar involucrada en la regulacion de la expresion génica del huésped y, por
ultimo, encontramos a la proteina no estructural (NS2) involucrada en la exportacion nuclear

del RNAV (Figura 2) (Oxford and Hockley, 1987; Bouvier and Palese, 2008; Fodor and Te
Velthuis, 2020).
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Figura 2. Estructura del virus de la influenza A (Dou et al., 2018).

2.2.4 Mecanismo de infeccion

El mecanismo de infeccion del IAV comienza cuando el virion se une a la superficie
celular de la célula huésped, la proteina de superficie HA se une a los receptores del acido
sidlico de la célula huésped en donde ingresa mediante el mecanismo de endocitosis y fusion,
la cual se cree que es mediada por mecanismos dependientes e independientes de clatrina.
Después de ingresar a la célula huésped, el endosoma de la célula sufre un cambio de pH
hacia un pH méas acido provocando un cambio conformacional de la proteina viral HA
exponiendo el péptido de fusion hidrofobico (subunidad HA2), insertandose en la membrana
endosomal causando una fusion con la membrana viral, luego la proteina M2, forma un canal
ionico modulando el pH permitiendo el paso del flujo de protones a través de la membrana
viral al nacleo viral induciendo de esta manera la disociacion de la nucleocépside y la

proteina de matriz M1, liberando los complejos de RNPv en el citoplasma de la célula
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huésped que despues son importados al ndcleo a través de los poros nucleares por sefiales de
localizacion nuclear (NLS), donde se replica obteniendo RNA complementario el cual es
utilizado posteriormente como molde para la obtencion de grandes cantidades de nuevo
RNAVv, también se lleva a cabo la transcripcion para la obtencion de mRNA viral por accion
de la RpdR. Luego el mRNA viral es exportado al citoplasma por las proteinas M1 y NS2
para ser traducido utilizando la maquinaria ribosomal de la célula huésped para la obtencién
de las proteinas virales. Las proteinas PB1, PB2, PA, NP, M1, NS1 Y NS2 sintetizadas, son
importadas al nucleo para formar nuevas RNPv en conjunto con el RNAv, las proteinas M2,
HA y NA traducidas son transportadas al reticulo endoplasmico rugoso para un plegado
correcto, y luego son trasladadas al aparato de Golgi para las modificaciones
postraduccionales, luego se dirigen hacia la membrana celular donde se realiza el ensamblaje
guedando expuestas en la superficie de la célula infectada. Los RNPv sintetizados son
exportados a la membrana plasméatica mediante NS2 Y M1, ensamblandose con las proteinas
HA, NA y M2 mediante la proteina M1 donde son recubiertos por la envoltura lipoproteica
obtenida a partir de la membrana plasmaética de la célula huésped. Por Gltimo, la liberacion
de las nuevas particulas virales es mediada por la proteina NA, la cual rompe los residuos de
acido sialico de la célula huésped permitiendo de esta manera la salida de nuevas particulas
virales mediante gemacion (Figura 3) (Matsuoka et al., 2013; Krejcova et al., 2014; Nufiez
and Ross, 2019; Du et al., 2023).
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Figura 3. Mecanismo de infeccion del virus de influenza A en una célula huésped (Du et al., 2023).

2.3 Métodos convencionales para la deteccion del virus de la influenza

Existen distintos métodos convencionales para la deteccion del 1AV, los cuales se
pueden clasificar como métodos tradicionales encontrando principalmente al cultivo de
aislamiento del virus, pruebas seroldgicas como pruebas inmunofluorescentes, fijacion del
complemento (CF), ensayo de doble inmunodifusién, prueba de inmunodifusion radial Gnica,
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) e inhibicion de la hemaglutinacion, los
métodos rapidos y avanzados como las pruebas de deteccion rapida de influenza (RIDT), asi
como las técnicas basadas en técnicas moleculares como la prueba de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) y los métodos de deteccién especificos de RNA no basados en PCR
(Ravina et al., 2020).
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Cultivo de aislamiento viral. Este método se caracteriza por tener alta sensibilidad y
especificidad, donde se utilizan distintas lineas celulares como las células epiteliales
primarias de adenoides humanos, células Vero, MRC-5, células primarias de rifion de mono
Rhesus (RMK), y la linea continua LLC-MK2, asi como las células de rifion canino Madin-
Darby (MDCK), siendo las mas apropiadas, sin embargo, una de sus desventajas es que el
procedimiento requiere de mayor tiempo para la obtencion de resultados, siendo este
alrededor de 7 a 10 dias para poder observar el efecto citopéatico, asi como ser un método
costoso y de requerir instalaciones especificas (Valdés et al., 2003; Amano and Cheng, 2005;
Ravina et al., 2020).

Prueba de flujo lateral (LFA). Esta es una prueba rapida, donde nos permite detectar
de manera rapida distintos agentes infecciosos, obteniendo resultados en un periodo entre 5
a 30 minutos. A demas es clasificada como una prueba de bajo costo y de facil manejo, la
cual no requiere de infraestructura en especifico para realizar el analisis. Esta técnica se basa
en la observacion de la interaccion de nanoconjugados de nanoparticulas de oro coloidal con
anticuerpos especificos y el agente infeccioso, que posteriormente, interaccionan con
anticuerpos anclados en una tirilla cuando la muestra a analizar es positiva dando como
resultado un resultado colorimétrico observando bandas color rojo, sin embargo, esta prueba
no presenta una alta sensibilidad (Han et al., 2020; Zhang et al., 2022).

Pruebas inmunofluorescentes. En este método se utiliza un portaobjetos donde se
fijan las células de la muestra, que posteriormente se tifien y conjugan con anticuerpos
especificos marcados con un fluoréforo. A pesar de que esta técnica presenta una sensibilidad
del 70 al 100% y de una especificidad del 80 al 100%, es clasificado como un método que
requiere de mayor tiempo para la obtencion de resultados, debido a que requiere de 2 a 4
horas para detectar el virus y de requerir de un microscopio de fluorescencia para poder

observar el resultado final (Ravina et al., 2020).

Fijacion del complemento (CF). Esta técnica permite detectar la presencia de
anticuerpos presentes en una muestra. Se lleva a cabo mediante el uso de un suero el cual es
inactivado, posteriormente se le adiciona el antigeno de interés y las proteinas del

complemento, por ultimo, se le agregan eritrocitos de oveja como indicador. El resultado se
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considera positivo cuando el suero analizado contiene anticuerpos contra el antigeno de
interes, al formar el complejo antigeno-anticuerpo este interacciona con las proteinas del
complemento, por lo cual no ocurre la hemolisis de los eritrocitos, por otro lado, el resultado
es considerado como negativo cuando se observa la hemolisis en la muestra, debido a que el
complejo antigeno-anticuerpo no se formay las proteinas del complemento al estar libres en
la muestra se unen a los eritrocitos provocando la hemolisis de los mismos. Es una prueba es
considerada por ser laboriosa, por lo tanto, requiere de mayor tiempo para obtener resultados,
ademas de requerir reactivos especificos, por otra parte, es considerada como una técnica que

no permite distinguir entre diferentes cepas del mismo virus (Ravina et al., 2020).

Doble inmunodifusion (DI). Es una técnica que se utiliza para la tipificacion del virus
de la influenza la cual permite detectar antigenos y anticuerpos. Se utiliza un gel agarosa en
el cual se colocan pocillos circulares adyacentes donde se coloca en el centro una muestra de
suero que contenga anticuerpos, y en los hoyos que los rodean la muestra, si este contiene
antigenos con el antisuero, estos migraran. Se clasifica como un método laborioso y de
requerir mayor tiempo para la obtencion de resultados, debido a que requiere del cultivo del
virus (Ravina et al., 2020).

Prueba de inmunodifusion radial Unica. Es un método utilizado para determinar la
antigenicidad de la HA del virus. Los anticuerpos anti-HA son separados de la muestra de
suero, posteriormente el antigeno se coloca en pocillo de gel de agarosa formando un anillo
de precipitacion que corresponde a la inmunoreaccion antigeno-anticuerpo (Ravina et al.,
2020).

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Esta técnica se basa en un
formato ELISA tipo sdndwich utilizando para la deteccion del antigeno del 1AV anticuerpos
de captura monoclonales especificos de la NP, los cuales se encuentran unidos a una matriz
solida posteriormente, se utiliza un anticuerpo de deteccién policlonal el cual se encuentra
biotinilado. Esta técnica se clasifica por ser altamente sensible y especifica, sin embargo,
requiere de grandes periodos de incubacion lo cual prolonga el tiempo de obtencion de
resultados (Charlton et al., 2009).
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Inhibicion de la hemaglutinacion (IHA). Es una técnica simple y rapida utilizada para
determinar el tipo antigénico y confirmar la infeccidn del virus. Se basa en inhibir la reaccion
de hemaglutinacién, es decir, se utilizan anticuerpos anti-HA, evitando que el antigeno HA
del 1AV se una a los receptores del acido sialico presente en los eritrocitos y formen un
complejo. A pesar de poseer una alta sensibilidad, presenta a su vez limitaciones, como de
requerir personal altamente capacitado, realizar un procesamiento de la muestra, asi como
una baja reproducibilidad y en ocasiones puede producir una reaccion cruzada con otros virus
(Ravina et al., 2020).

Pruebas de deteccion rapida de influenza (RIDT). Estas técnicas permiten obtener
resultados en un tiempo de 30 minutos, mediante la deteccion de antigenos virales dando
como resultado una sefial colorimétrica. Una de las desventajas de estas pruebas es que
pueden obtener falsos positivos debido a la poca sensibilidad que posee, puesto a que puede
variar dependiendo del tipo de muestra a analizar, el tiempo de infeccion, edad del paciente,
entre otros factores. A pesar de permitir diferenciar entre 1AV e IBV, no es capaz de
determinar los subtipos del IAV. Entre estas pruebas podemos encontrar NanoSign Influenza
A/B kit, QuickVue Influenza A+B(Quidel), TruFlu rapid influenza A and B, Directigen EZ
Flu A+B test y Direct Immunofluorescence assay (DFA) (Ravina et al., 2020).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Es el principal método utilizado para la
deteccidn de distintos patdgenos. Esta técnica puede ser basada en transcriptasa inversa (RT-
PCR) o tiempo real. La técnica de RT-PCR convierte el RNA del virus en cDNA mediante
el uso de la enzima transcriptasa inversa que posteriormente es amplificada, esto se realiza
especificamente del gen de la matriz debido a la alta conservacion que presenta en el virus
de la influenza, lo cual permite la tipificacion del virus, por otro lado, la subtipificacion es
realizada mediante la amplificacion del gen de HA utilizando cebadores especificos. Una de
las ventajas de este método es su alta sensibilidad y especificidad, sin embargo, requiere de
mayor tiempo para la obtencion de resultados (>80 min), es un método laborioso, costoso y
requiere personal altamente capacitado, asi como de instrumentacién en especifico (Ravina
et al., 2020).
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Métodos de deteccion especificos de RNA no basados en PCR. La técnica de
transcripcion reversa-LAMP (RT-LAMP) se basa en la amplificacion de acidos nucleicos en
un solo paso mediante la conversion del RNA a cDNA por accion de la transcriptasa reversa,
posteriormente es amplificado por accion de la DNA polimerasa. Esta técnica es especifica
para la deteccion de genomas de RNA, es considerada como una técnica sencilla al solo
requerir un paso y de no requerir un termociclador para realizar la reaccion (Carmona et al.,
2018; Ravina et al., 2020).

Debido a las limitaciones que presentan las técnicas convencionales en la deteccion
de agentes infecciosos como son los virus de la influenza A, se ha buscado el desarrollo de
nuevos métodos de deteccion como lo es el desarrollo de biosensores, con el fin de disminuir
el tiempo de obtencion de resultados, el procesamiento de las muestras, costos y de requerir
personal altamente capacitado, pero presentando sensibilidad, especificidad y portabilidad
(Ravina et al., 2020).

2.4 Sensores

Los sensores son dispositivos que nos permiten detectar una molécula de interés
inmersa en un medio; éste se compone de dos elementos principales, el receptor y el
transductor (Figura 4). El receptor es el elemento que recibe la sefial que proviene del medio,
esta puede ser fisica 0 quimica, posteriormente, transmite esta sefial en forma de energia
eléctrica hacia el transductor, elemento que tiene como objetivo traducir esta energia en datos
cuantificables. Podemos encontrar una vasta cantidad de sensores desarrollados debido a que
existen distintas moléculas o estructuras que pueden fungir como receptores, entre los cuales

encontramos a los biosensores (Buenger et al., 2012; Ali et al., 2017; Huang et al., 2021).
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Figura 4. Partes que componen a un sensor.
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2.4.1 Biosensores

Los biosensores son dispositivos que permiten detectar una molécula de interes
mediante el analisis de reacciones bioldgicas. Estos utilizan principalmente el acoplamiento
de moléculas de tipo biologico para que funjan como receptores, conocidos como
bioreceptores, algunos ejemplos son el uso de enzimas, anticuerpos, proteinas, &cidos
nucleicos, células completas, tejidos, organulos (Ibraheem and Campbell, 2010; Monosik,

2012; Arduini et al., 2016; Naresh and Lee, 2021).
2.4.1.1 Tipos de biosensores

Los biosensores se pueden clasificar con base a dos criterios principales, dependiendo
el tipo de biomolécula empleada como bioreceptor, o bien basados en la clase de transductor
a utilizar (Figura 5), esto depende de tipo de analisis que se desea realizar, asi como el analito
a detectar (Monosik, 2012; Naresh and Lee, 2021).
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Figura 5. Esquema general de las biomoléculas utilizadas como bioreceptores y los tipos de transductores

empleados en los diferentes biosensores.

2.4.1.2 Basados en el bioreceptor

Podemos encontrar distintos tipos de biosensores basados en la molécula biol6gica

empleada como bioreceptor, entre las cuales podemos encontrar principalmente a las
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enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos y células completas (Monosik, 2012; Ribeiro et al.,

2020; Naresh and Lee, 2021).

Enzimas. Los biosensores basados en enzimas, conocidos como biosensores
enzimaticos, basan su deteccion en el andlisis del producto derivado de la catalisis del sustrato
por la enzima especifica, mediante el uso de un transductor. Ademas, son caracterizados por
presentar alta especificidad caracteristica brindada por la alta afinidad que presenta la
interaccion enzima-sustrato, siendo la glucosa y la urea las enzimas mas implementadas para
el desarrollo de los biosensores enzimaticos (Monosik, 2012; Ribeiro et al., 2020; Naresh

and Lee, 2021).

Anticuerpos. Este tipo biosensor es conocido como inmunosensor, el cual basa la
deteccion del analito de interés en la formacion del complejo que se obtiene de la interaccion
entre el antigeno y el anticuerpo, ademas pueden clasificarse como no etiquetados, aquellos
que basan su deteccidn por la afinidad del antigeno al anticuerpo y los etiquetados, aquellos
ddnde la etiqueta que se utiliza para marcar al bioreceptor es detectable. Estos se caracterizan
por presentar una alta especificidad, sensibilidad y un bajo limite de deteccion y su utilizacion
radica principalmente en la deteccién de organismos patégenos, toxinas, elementos del
sistema inmune, marcadores tumorales, hormonas y virus (Buenger et al., 2012; Monosik,

2012; Ribeiro et al., 2020; Naresh and Lee, 2021).

Acidos nucleicos. Los biosensores basados en acidos nucleicos conocidos como
genosensores utilizan DNA o RNA o &cido nucleico peptidico como bioreceptor para la
deteccidn de una sefial mediante la hibridacion de bases entre el bioreceptor y la secuencia
complementaria especifica del analito de interés. Son implementados principalmente en el
area médica para la deteccion de enfermedades genéticas, enfermedades especificas,
proteinas de interés clinico, asi como para la deteccion de organismos patdgenos y se
caracterizan por presentar una alta sensibilidad y selectividad (Monosik, 2012; Naresh and
Lee, 2021).

Células completas. Este tipo de biosensores utilizan la célula completa para la
deteccidn de microorganismos patdgenos o toxinas, debido a que las proteinas de superficie,

glicoproteinas, la envoltura celular, lipopolisacaridos o peptidoglicanos actian como
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elementos de reconocimiento. Se caracterizan por presentar limites de deteccion muy bajos,
sin embargo, estos pueden dar como resultados falsos positivos, debido a que se pueden
presentar interacciones inespecificas. Su aplicacion radia principalmente en el &rea médica y
medio ambiente, en la deteccion de organismos patogenos, toxinas, analisis de compuestos
farmacéuticos, pesticidas, metales pesados y contaminantes (Monosik, 2012; Ribeiro et al.,

2020; Naresh and Lee, 2021).
2.4.1.3 Basados en el transductor

Los biosensores también pueden clasificarse dependiendo del tipo de transductor
implementado para la deteccion, encontrando biosensores de tipo electroquimicos, eléctricos,

opticos, piezoeléctricos y termométricos (Monosik, 2012; Kulkarni et al., 2022).
2.4.1.3.1 Biosensores electroquimicos

Los biosensores basados en un transductor de tipo electroquimico son considerados
los mas implementados y estudiados, esto debido a su alta sensibilidad, facil manejo, bajo
costo de instrumentacion, posibilidad de miniaturizacién y automatizacion. Este tipo de
transductor realiza la medicién mediante la observacion de una respuesta eléctrica cuando el
analito de interés interacciona con el bioreceptor al producir o consumir iones o electrones
afectando las propiedades eléctricas tas aplicar un voltaje, resistencia o corriente eléctrica
(Monosik, 2012; Arduini et al., 2016; Khan et al., 2020; Naresh and Lee, 2021).

De acuerdo al tipo de transductor y las técnicas implementadas para la medicién, los
biosensores de tipo electroquimico son clasificados como potenciométricos, amperométricos,

voltamétricos e impedimétricos (Touhami, 2014; Naresh and Lee, 2021).

Potenciométricos. Estos biosensores determinan su deteccion mediante la medicion
de la carga acumulada observada entre la interaccion del analito de interés y el bioreceptor
en el electrodo de trabajo la cual es comparada con el electrodo de referencia, el cual posee

un valor de corriente cero (Ronkainen et al., 2010; Naresh and Lee; 2021).

Amperomeétricos. Los biosensores de tipo amperometricos miden un cambio en la

corriente resultante tras los procesos de oxidacion o reduccion de las especies electroactivas
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al aplicar un potencial constante deseado, relacionando la cantidad del analito con la

magnitud de la corriente obtenida (Ronkainen et al., 2010; Naresh and Lee, 2021).

Voltamperométricos. Este tipo de biosensor realiza un escaneo en un rango de
potencial controlado y establecido obteniendo como respuesta cambios en la corriente
anodica, donde ocurren procesos de oxidacion o en la corriente catddica donde ocurren
procesos de reduccion, la cual es proporcional a la concentracion del analito en cuestion. Las
técnicas electroquimicas mayormente utilizadas para este tipo de transductor es la
voltamperometria de barrido lineal, voltamperometria ciclica, voltamperometria
hidrodindmica, voltamperometria de pulso diferencial, voltamperometria de onda cuadrada,
voltamperometria de corriente alterna y voltamperometria de stripping. Por otro lado, los
biosensores voltamétricos se clasifican por realizar mediciones con alta sensibilidad y el
poder realizar la deteccién de distintos analitos inmersos en una muestra de manera
simultanea (Ronkainen et al., 2010; Naresh and Lee, 2021).

Impedimétricos. Los biosensores electroquimicos que basan sus mediciones en la
técnica de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) determinan las propiedades
resistivas, es decir, la oposicion del flujo de electrones, y las propiedades capacitivas, la
capacidad que tiene el material de retener la corriente, al aplicar una corriente alterna
sinusoidal de pequefia amplitud. Este tipo de biosensor es implementado en la deteccion de
las inmunoreacciones, obteniendo cambios en la resistencia, los cuales son proporcionales a

la concentracion del antigeno (Ronkainen et al., 2010; Naresh and Lee, 2021).
2.4.1.3.2 Biosensores eléctricos

Conductimétricos. Realizan las mediciones al monitorear cambios en la conductancia
observados en los electrodos cuando la composicion cambia en el curso de la reaccién
quimica debido a la interaccién del bioreceptor con el analito de interés (Ronkainen et al.,
2010; Monosik, 2012; Naresh and Lee, 2021).
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2.4.1.3.3 Biosensores opticos

Los biosensores dpticos miden sefiales de luz, tal como la intensidad de la mismo o
bien la frecuencia de absorcion o emisién, encontrando dispositivos que utilizan distintos
tipos de espectroscopia como fluorescencia, absorcion, fosforescencia, Raman, SERS,
refraccion y espectrometria de dispersion. difraccion dptica. Las principales propiedades que
se miden es la energia, polarizacion, amplitud, tiempo de caida y/o fase. Este tipo de
biosensores son implementados en la deteccion de elementos bioldgicos, asi como las
interacciones moleculares utilizando métodos oOpticos (Monosik, 2012; Touhami, 2014;

Huang et al., 2021).

2.4.1.3.4 Biosensores sensibles a masas

Piezoeléctricos. Estos biosensores realizan su anélisis mediante la deteccion de un
cambio en la frecuencia de oscilacion del material piezoeléctrico tras aplicar una sefial
eléctrica de una frecuencia especifica. Cuando ocurre la interaccion entre el analito y el
bioreceptor que se encuentra anclado al material piezoeléctrico ocurre un aumento en la masa
del cristal debido a la masa adicional provocando un cambio en la frecuencia de oscilacion
evaluando la masa agregada. Dentro de los materiales piezoeléctricos més utilizados se
encuentra el cristal de cuarzo, sin embargo, también podemos encontrar la turmalina, niobato
de lito o tantalato de litio, éxido de zinc o nitruro de aluminio. Este tipo de biosensor es
implementado en el area de alimentos, medio ambiente y en el area médica (Monosik, 2012;
Huang et al., 2021).

Microcantiliever. Analiza cambio en la curvatura del cantilever o la frecuencia
vibratoria, mediante la transduccion de la adsorcion molecular o las interacciones
moleculares en una superficie en el cantiléver. Las principales propiedades determinadas
mediante este tipo de dispositivo en la viscosidad, densidad y la tasa de flujo (Monosik,
2012).

20



2.4.1.3.5 Biosensores termométricos

Este tipo de biosensores basan su medicion al detectar reacciones exotérmicas o
endotérmicas observadas en la interaccion del bioreceptor y el analito de interés, midiendo
la energia térmica que es liberada o absorbida la cual es proporcional a la concentracion del
analito inmerso en la muestra. Estos biosensores son utilizados principalmente en los analisis
de alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos (Monosik, 2012; Naresh and Lee; 2021;

Kulkarni et al., 2022).

2.5 Aplicaciones de los biosensores

El desarrollo de los biosensores ha presentado un auge en la aplicacion de distintas
areas de investigacion, entre las cuales se encuentran el medio ambiente, médico, agricultura

y en la industria alimentaria (Ali et al., 2017; Kulkarni et al., 2022).

Dentro del area ambiental, los biosensores son utilizados en la deteccion de agentes
contaminantes como toxinas, pesticidas y metales pesados, siendo estos ultimos los que
presentan mayor amenaza, encontrando principalmente plomo, cadmio, mercurio, cobre,
niquel y cobalto. Estos agentes son responsables de causar peligro en el medio ambiente en
el agua, cielo y aire, asi como afectar la salud de los seres humanos. Los biosensores
implementados son aquellos basados en enzimas y &cidos nucleicos (Ali et al., 2017;
Kulkarni et al., 2022).

En el area médica se han implementado los biosensores en la deteccion de analitos
especificos involucrados en el desarrollo de distintas patologias como la deteccion de
marcadores tumorales, hormonas, glucosa, enfermedades cardiovasculares y genéticas, asi
como la deteccion de agentes patdégenos como lo son los virus y bacterias (Ali et al., 2017;
Kulkarni et al., 2022).

Ya se tienen reportes del desarrollo de biosensores para distintos tipos de virus como
el virus de la hepatitis B, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus del ébola, virus
Zika, novovirus, dengue, coronavirus y el virus de la influenza, entre otros (Saylan et al.,
2019).
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Por otro lado, una de las aplicaciones méas buscadas de los biosensores en él
diagndstico y deteccidn de agentes patdgenos es que estos puedan ser implementados como
pruebas en el punto de atencion (POCT), lo cual nos permitiria realizar la prueba cerca del
paciente, con el objetivo de obtener resultados de manera mas rapida para poder optar por la
mejor atencién y tratamiento para el paciente y evitar el contagio de la misma (Ribeiro et al.,
2020).

En la industria alimentaria los biosensores han sido utilizados principalmente para
garantizar la sanidad e inocuidad de los alimentos, mediante la deteccion e identificacion de
organismos patdégenos como E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Campylobacter y
Salmonella son ejemplos de bacterias causantes del deterioro de los alimentos, asi como la
intoxicacion en los seres humanos por consumir alimentos contaminados. Los hongos
también son causantes del deterioro de los alimentos, entre ellos se encuentran la
identificacion de Botrytis sp. Aspergillus y Colletotrichum, entre otros (Ali et al., 2017,
Kulkarni et al., 2022).

2.6 Electrodos serigrafiados (SPEs)

Los electrodos serigrafiados (SPEs) ya han sido implementados en el area de
sensores, sirviendo como una plataforma en la cual es posible modificar facilmente con
distintos elementos como nanoparticulas, polimeros, metales, enzimas, entre otros, para la
deteccidn de un analito de interés. Los SPEs basan su tecnologia en la serigrafia, donde
utilizan sustratos como la cerdmica o el plastico en los cuales con ayuda de mallas se imprime
una tinta, esta puede ser a base de carbono, oro, plata, platino, grafeno, enzimas, polimeros,
metales, 6xidos metalicos, por mencionar algunos ejemplos, otorgandole una forma y tamafio
al electrodo, ademas se coloca un aislante con el objetivo de evitar interferencia entre los tres
electrodos que componen al electrodo serigrafiado. La sensibilidad y selectividad del
electrodo se determina mediante la composicion de la tinta utilizada, asi como de la
modificacion realizada en su superficie, cabe destacar que estos dispositivos ya se encuentran
comercializados, debido a la amplia variedad de los tipos de electrodos elaborados
(Mohamed, 2016; Pérez-Fernandez et al., 2020).
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Algunas ventajas que posee esta tecnologia en el desarrollo de sensores es su facil
manejo, evitando el requerimiento de personal altamente especializado, presentan
confiabilidad, alta reproducibilidad entre los electrodos, bajo costo, potabilidad, lo cual le
permite llegar a zonas que son de dificil acceso, requiere de microvolimenes de la muestra,
asi como de reactivos para poder realizar el analisis, son dispositivos confiables y
desechables evitando contaminacion cruzada con otras muestras, clasificindolos como Point
of Care Testing (POCT) (Arduini et al., 2016; Mohamed, 2016; Pérez-Fernandez et al.,
2020).

Los SPEs son clasificados como un circuito eléctrico que consta de tres electrodos
principales, uno de ellos es el electrodo de trabajo (WE), el cual es el area donde se realiza
la modificacion con el material que se desea segun sea el andlisis que se quiera realizar,
ademas de ser el lugar donde ocurre la interaccion directa entre el analito de interés y del
receptor, elaborado de un material conductor quimicamente estable. El segundo electrodo se
conoce como contraelectrodo o electrodo auxiliar (CE), se encarga presentar una conexion
entre el electrodo de trabajo y el electrolito brindando la corriente necesaria para equilibrar
la corriente observada en el electrodo de trabajo. El tercer electrodo es el electrodo de
referencia (RE), el cual es el encargado de proveer un potencial estable y conocido, siendo
los mas utilizados los Ag/AgCI o el electrodo saturado de calomelanos (SCE) (Figura 6)
(Wujcik et al., 2014; Paimard et al., 2023).
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Figura 6. Esquema de un electrodo de carbono serigrafiado (Metrohm, 2019).
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2.6.1 Electrodo de carbono serigrafiado (SPCE)

Los electrodos de carbono serigrafiados (SPCE) presentan algunas ventajas sobre 10s
electrodos basados en otro tipo de tintas, debido al uso de carbono como tinta, son
clasificados como electrodos econémicos, son quimicamente inerte y adaptables. Estos tipos
de electrodos ya han sido implementados en distintas areas como biosensores
electroquimicos, una de ellas es en el diagndstico médico, monitoreo del medio ambiente, asi

como en el analisis de alimentos (Renedo et al., 2007; Mohamed, 2016; Paimard et al., 2023).

En el 2021, Rahmati et al., reportaron el uso de un electrodo de carbono serigrafiado
como plataforma para el desarrollo de un inmunosensor electroquimico para la deteccién de
anticuerpos IgM/1gG especificos contra el SARS-CoV-2, mediante la electrodeposicion de
nanoparticulas de hidroxido de niquel en las cuales se les inmovilizd en su superficie
proteinas spike del SARS-CoV-2 fungiendo como bioreceptores para la deteccion de los
anticuerpos. El sistema fue caracterizado mediante voltamperometria de pulso diferencial
logrando detectar anticuerpos en un rango de 1 fg/mL a 1 ug/mL, determinando que el
inmunosensor presenta un LOD de 0.3 fg/mL y permite la obtencion de resultados en menos

de 20 minutos.
2.6.2 Electrodo de platino serigrafiado (SPPE)

Los electrodos de platino serigrafiados (SPPE) se han utilizado como sensores,
presentando ventajas sobre los electrodos elaborados a base de otros elementos, una de ellas
es que presenta un a cinética mas rapida al ser un elemento electrocatalitico. Sin embargo,
una de sus desventajas es que presentan un alto costo (Metters et al., 2012; Nguyen et al.,
2019).

En el 2019, Nguyen et al., utilizaron un electrodo de platino serigrafiado como
plataforma para el desarrollo de un biosensor electroquimico que permita la deteccion de
patdgenos bacterianos como Salmonella enteritidis. El biosensor se conformaba por el uso
anticuerpos policlonales de Salmonella enteritidis como bioreceptores inmovilizados sobre

la superficie de nanorods de 6xido de zinc (NRs). Mediante voltamperometria ciclica y
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espectroscopia de impedancia electroquimica se logré detectar la bacteria en una

concentracion de 10° UFC/mL.

2.7 Materiales electrocataliticos

Uno de los objetivos por lo cual se ha implementado la modificacion de los SPEs con
materiales electrocataliticos es el mejoramiento de las caracteristicas analiticas del sistema,
al presentar un area superficial alta, lo cual proporciona una mayor capacidad de carga de
tipo eléctrica y mayor conductividad, presentan una estabilidad quimica, baja toxicidad,
excelente actividad catalitica. Para determinar que un material es adecuado para su uso en el
desarrollo de biosensores de tipo electroquimico, estos deben presentar buenas propiedades
electrocataliticas, facilitar el paso de electrones y presentar biocompatibilidad con distintos
bioreceptores. Dentro de los materiales electrocataliticos utilizados encontramos a los basado
en carbono como los nanotubos de carbono (CTNs), grafeno (GR), carbon dots (CDs),
quantum dots de grafeno (GQDs) y quantum dots de 6xido de grafeno (GOxQDs),
nanoparticulas de carbono (CNPs), nanoparticulas metalicas como las nanoparticulas de oro
(Au), plata (Ag), platino (Pt), hierro (Fe), cobalto (Co), Cobre (Cu), paladio (Pd) y 6xidos
metalicos, asi como perlas magnéticas (Zhu et al., 2015; Arduini et al., 2016; Cho et al., 2020;
Naresh and Lee, 2021).

Se ha determinado que los nanomateriales al estar particulados estos tienen la
capacidad de aumentar la sensibilidad de los biosensores desarrollados debido a que estas
presentan una alta relacion superficie-volumen, permitiendo aumentar el nimero de
elementos de reconocimiento en su superficie, provee una mayor eficiencia de transferencia
de electrones, alta conductividad eléctrica, amplificando y mejorando la sefial, buena
estabilidad quimica, robustez mecénica, ademas poseen un tamafio que les permite la
miniaturizacion del sistema y permite interactuar con elementos de reconocimiento
biolégicos, debido a que se encuentra a la misma escala permitiendo obtener una sinergia
(Kaya et al., 2020; Naresh and Lee, 2021).
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2.7.1 Nanoparticulas de carbono (CNPs)

Las CNPs poseen caracteristicas que las hacen adecuadas su implementacion en
distintas aplicaciones dentro del area médica, entre las aplicaciones encontramos la
administracion de farmacos, terapia génica y fotodindmica, bioimagen, asi como en el
desarrollo de sensores y biosensores. Algunas de las propiedades que caracterizan las CNPs
son las propiedades Opticas como la fluorescencia y fotoluminiscencia, presentan
biocompatibilidad y excelentes propiedades electroquimicas, son quimicamente inertes,
presentan buena estabilidad quimica, baja toxicidad y bajo costo de produccién (Lai et al.,
2017; Asadian et al., 2019; Cho et al., 2020).

En el 2017, Lai et al., reportaron el desarrollo de un biosensor electroquimico para la
deteccion del virus de la encefalitis japonesa (JEV) basado en un electrodo de carbono
serigrafiado (SPCE) en el cual fueron inmovilizados nanoconjugados de nanoparticulas de
carbono (CNPs) funcionalizadas con anticuerpos monoclonales especificos del JEV. Se
utilizaron las técnicas electroquimicas como voltameperometria ciclica y espectroscopia de
impedancia electroquimica para su caracterizacion, demostrando un rango de deteccion de 1-
20 ng/mL, con un LOD de 0.36 ng/mL y una sensibilidad de 0.024 ng/mL, ademas, se
determind que el biosensor presento alta selectividad al JEV y permite obtener los resultados

en un lapso de 10 minutos.
2.7.2 Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Las AuNPs son las nanoparticulas metélicas mayormente utilizadas en el desarrollo
de biosensores electroquimicos debido a las caracteristicas y propiedades especificas que
poseen, dentro de estas podemos encontrar las propiedades optoelectronicas, alta relacion
superficie-volumen, permiten ser funcionalizadas facilmente con distintas biomoléculas
como oligonucledtidos, anticuerpos y proteinas sin modificar su bioactividad, también
presentan buena biocompatibilidad, baja toxicidad, alta energia superficial y mejoramiento
de la transferencia de electrones, por otro lado las propiedades fisicas que poseen son la
resonancia de plasmon superficial, asi como la capacidad de apagar la fluorescencia. Estas
nanoparticulas son implementadas en la deteccion de moléculas diana y diagnostico de

enfermedades de manera in vitro, administracion de agentes terapéuticos, terapia fototermal
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y fotodinamica, visualizacion y bioimagen, asi como en el desarrollo de biosensores (Pedrero
etal., 2012; Yi-Cheun et al., 2012; Hegde et al., 2022; Bao et al., 2023).

Se han desarrollado distintos biosensores que aprovechan las propiedades de las
AuNPs como material electrocatalitico para aumentar la sensibilidad de deteccién, como fue
el reportado por Svigelj et al., en el 2022, donde desarrollaron un biosensor impedimétrico
el cual utilizaba aptameros implementados como bioreceptores anclados en la superficie de
las AuNPs para la deteccion de la gliadina, proteina presente en el gluten, sobre el SPCE,
demostrando que las AuNPs electrodepositadas aumentaban y mejoraban la conductividad
del sistema de deteccion, logrando detectar la gliadina en un rango de 0.1 a 1 mg/L y
presentando un LOD de 0.05 mg/L.

2.7.3 Quantum Dots de Grafeno (GQDs)

Los GQDs son laminas de grafeno menores a 100 nm que han sido implementados en
el area de la medicina como en bioimagen, desarrollo de biosensores, liberacion de farmacos
y genes, asi como en la terapia fotodindmica. Dentro de los biosensores estos nanomateriales
presentan distintas propiedades que los hacen adecuados en el desarrollo de los biosensores
electroquimicos, como el presentar una alta area superficial, baja toxicidad, son
guimicamente inertes, excelente solubilidad, alta estabilidad, fotoluminiscencia, alta
velocidad de transferencia de electrones, excelente conductividad eléctrica y térmica, mejora
la sefial electroquimica, ademas, son de facil modificacion al tener distintos sitios
funcionales. Las principales areas de aplicacion de los biosensores basados en GQDs son la
deteccidn de patdgenos en el area agroalimentario, en el monitoreo ambiental, asi como en
el area médica en el diagnostico de distintas enfermedades (Campuzano et al., 2019; Chung
et al., 2019; Nesakumar et al., 2022).

En el 2021, Mansuriya y Altintas desarrollaron un nanoinmunosensor electroquimico
para la deteccion de la troponina | cardiaca (cTnl) implicada en el infarto agudo de miocardio
utilizando GQDs y AuNPs como nanomateriales electroactivos, los cuales fueron
inmovilizados sobre la superficie de un electrodo de oro serigrafiado (SPGE) y en los cuales
se anclaron anticuerpos anti-cTnl. Se observé un aumento en la corriente maxima de manera

significativa al inmovilizar los nanomateriales en comparacion del electrodo sin modificar.
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Se logro detectar la cTnl en sueros y en buffer en un rango de 10-1000 pg/mL y de 1-1000
pg/mL, respectivamente, obteniendo los resultados entre 10.5 a 13 minutos y presentando un
LOD en buffer de 0.1 pg/mL y de 0.5 pg/mL en suero humano. El sistema present6 una
sensibilidad de 6.81 pg/mL y una alta especificidad al solo detectar a la cTnl en un ensayo se

reactividad cruzada en comparacion de las otras cinco biomoléculas.

2.8 Biosensores para influenza

A través del tiempo se han desarrollado diferentes biosensores electroquimicos para

la deteccion de distintos subtipos del virus de la influenza A.

Enel 2014, Xie et al., desarrollaron un inmunosensor electroquimico con la capacidad
de detectar de manera selectiva y ultrasensible el subtipo H5 del virus de la influenza aviar.
El inmunosensor se construyé mediante el uso de un electrodo de oro el cual fue modificado
con anticuerpos monoclonales de captura H5 acoplados a nanoparticulas de oro, una vez
agregada la muestra donde se encuentra inmersa la proteina H5 utilizaron un nanocompuesto
de anticuerpos policlonales H5 conjugados con nanoestructuras de 6xido de grafeno y BSA
(GO-PADb-BSA) para su deteccion. El oxido de grafeno fue utilizado con el objetivo de
amplificar la sefial de deteccion, obteniendo un sistema de alta sensibilidad para AlV H5 al
presentar un aumento de 256 veces al compararlo con un sistema que no presenta el 6xido de

grafeno.

En el 2016, Veerapandian et al., desarrollaron una plataforma de inmunosensor dual
electroquimico para la deteccion simultanea de la HA de los virus de la influenza A subtipo
H1N1 y H5N1. El sistema se baso en el uso un electrodo de carbono serigrafiado dual
modificado con nanoestructuras de 6xido de grafeno las cuales fueron electroadsorbidas con
el colorante azul de metileno (MB), elementos utilizados como materiales electroactivos para
aumentar la sensibilidad de deteccion del sistema, posteriormente, se utilizo el quitosan y la
proteina A para el acoplamiento y direccionamiento correcto de los anticuerpos
monoclonales H1 o H5 sobre la superficie del electrodo serigrafiado implementados como
bioreceptores. El sistema presentd una alta sensibilidad de deteccion al poder detectar
concentraciones de las HA en un rango de 25-500 pM y un tiempo de respuesta menor a 1

minuto.
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En el 2016, Han et al., desarrollaron un inmunosensor electroquimico multiple de
nanoflujo para la deteccion simultanea de los virus de la influenza HIN1, H5N1 y H7N9
basado en el inmunoensayo ELISA sandwich. El inmunosensor estaba compuesto por
nanorods de ZnO (NR) cultivados sobre la superficie interna el sensor de polidimetilsiloxano
(PDMS) de tres electrodos de triple matriz en los cuales se inmovilizaron anticuerpos
primarios dirigidos para cada HA. Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa de rabano (HRP) para la deteccion de cada subtipo y el producto obtenido de la
reaccion fue analizado mediante amperometria. El sistema permitié detectar los tres subtipos
de manera independiente y present alta selectividad y sensibilidad reportando un LOD de 1

pg/mL de los virus.

En el 2020, Dunajova et al., desarrollaron un inmunosensor impedimétrico para la
deteccion del virus de la influenza A subtipo H3N2, mediante el acoplamiento de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la nucleoproteina del virus sobre la superficie de un electrodo
de carbono serigrafiado. ElI inmunosensor presentd una alta selectividad y sensibilidad al
presentar un LOD de 0.79 fM y realizando las lecturas mediante la técnica electroquimica
espectroscopia de impedancia electroquimica.

En el 2021, Torres Méndez et al., reportaron el desarrollo de un biosensor
electroquimico que permitia detectar el virus de la influenza A subtipo HIN1. Utilizaron los
electrodos de carbono serigrafiados como plataformas para construir el biosensor, los cuales
fueron modificados AuNPs con el objetivo de aumentar la sensibilidad de deteccion del
biosensor, y se utilizaron anticuerpos monoclonales contra la H1 los cuales fueron anclados
al nanomaterial utilizados como bioreceptores y presentaron una alta afinidad a la proteina a
detectar. El sistema fue caracterizado mediante tres técnicas electroquimicas, siendo la
voltamperometria ciclica, voltamperometria de pulso diferencial y espectroscopia de

impedancia electroquimica.

En el 2023, Bao et al., desarrollaron un biosensor electroquimico para la deteccion
del virus de la influenza A H1N1. El biosensor estaba compuesto por utilizando AuNPs como
material electrocatalitico, caracterizado por ser altamente sensible y de pronta respuesta,
presentando una sensibilidad de detecciéon de 92.1 uA'y un LOD de 0.25 pg/mL, asi como la

obtencion de resultados alrededor de 30 segundos.
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3.  JUSTIFICACION

Debido a la importancia que han tomado las enfermedades virales respiratorias en el
desarrollo de epidemias y pandemias, asi como las limitaciones que presentan los métodos
estandar empleados para la deteccion de agentes infecciosos virales, se ha potenciado de
forma importante la necesidad del desarrollo de pruebas rapidas, portables y de bajo costo
con cualidades de sensibilidad y especificidad. Es en este sentido donde los biosensores
electroquimicos se posicionan como una herramienta avanzada para mejorar los sistemas de
deteccion y diagndéstico. Es por lo anterior, que el desarrollo de una plataforma de
inmunosensor portatil basada en nanoestructuras de materiales electroactivos permitira la
deteccion de virus de la influenza A subtipo HIN1y H5N1.
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4.  HIPOTESIS

El desarrollo de inmunosensores electroquimicos basados en nanoestructuras electroactivas

permitird la deteccion de virus de la influenza A en forma sensible y especifica.
5. OBJETIVO GENERAL

Disefar y construir un sistema portatil de deteccion de virus de la influenza A basado en

inmunosensores electroquimicos.
5.1 Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de carbono con nucleo magnético, oro y quantum

dots de grafeno.

2. Analizar las  propiedades  electrocataliticas  del conjunto  electrodo

serigrafiado/nanoparticulas.

3. Sintetizar y caracterizar nanoconjugados de nanoparticulas-anticuerpos contra virus de
influenza A HIN1y H5N1.

4. Desarrollar inmunosensores electroquimicos portatiles para cada subtipo del virus de
influenza A HIN1 y H5N1, y determinar su capacidad de deteccion.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diagrama general

Sistema de deteccion individual para cada subtipo del virus de la_influenza A:  HIN| H5NI

0 Sintesis y caracterizacion de
nanomateriales

e Analisis del conjunto nanomaterial y SPCE

Sintesis y caracterizacion de los

nanconjugados

: CV
‘ ) : ~ E < \1(,
“ o ' =9 % anti-H1
- : FeO.@C _, '
Fe;0,@C AuNPs  GQDs - _ b __;7* T \Y )
A | A < (‘ anti-HS
( ; e t
: S AuNPs ]
- o : % |
== uv ; GQDs oeredl |
TEM UV-Vis : TEM SEM EDS SEM-EDS’

°Desarrollo y caracterizacion de los inmunosensores °Cur\a de calibracion G Analisis del sistema 0 Analisis de especificidad

Inmovilizacion de los

Bloqueo sitios de

Deteccion: HA

Muestras suplementadas |

Inmunosensor HIN1

nanoconjugados union inespecificos 0 ng/mL-300 ng/mL con HA \/7 U\
\Y/ = \( v 9§
\ , . ~ . c
\( amx HI \/ s . S 7 anti-HI H5
~ \}(/ i » ‘:: Inmunosensor HSN1

\Q ! Suero = Hisopado i 2 ™= \\(/ Vs ,

anti-H5 “ H5 ! nasofaringeo |
: : anti-HS H1

\ v > g

DPV

Caracterizacion elcumqumm 1

,<]b

Potentialy

1A

'/\.\\,VI

Figura 7. Diagrama experimental general del proyecto para la obtencion de inmunosensores

electroquimicos para la deteccion de los virus de la influenza A HIN1 y H5N1.
6.2 Sintesis de nanomateriales (FesO4@C NPs, AuNPs y GQDs)

6.2.1 Nanoparticulas de 6xido de hierro con cubierta de carbon (FesOs@C NPs)

Se obtuvieron nanoparticulas de 6xido de hierro (FezO4 NPs) mediante el método de
coprecipitacion. Se utiliz6 como fuente de material magnético 202.6 mg de sulfato de hierro
(1) heptahidratado (FeSO4-7H.0) (Sigma-Aldrich) y 546.1 mg de cloruro de hierro (I11)
hexahidratado (FeClz-6H20) (Sigma-Aldrich), los cuales fueron disueltos en 50 mL de
ddH-0, luego se agregdé mediante goteo 15 mL de hidroxido de amonio (NH4OH) (Productos
Quimicos Monterrey) y se incubo a 60 °C por 2 h en presencia de agitacion magnética y con
un flujo continuo de argén. Posteriormente, se realizaron 10 lavados con ddH;O, etanol y

acetona y se dejaron secar durante 12 h a 25 °C. Para la obtencién de la cubierta de carbono,
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las FesO4 NPs se sometieron a un proceso hidrotermal a 180 °C utilizando una autoclave
termal (Techinstro) durante 10 h, utilizando como fuente de carbono 300 mg de curcumina
(Sigma-Aldrich).

6.2.2 Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Para la obtencion de las AuNPs se utilizé 20 mL de acido cloroaurico (HAuUCls) a 1
mM (Sigma-Aldrich), los cuales fueron calentados a 250 °C durante 10 min en presencia de
agitacion magnética, posteriormente, 2 mL de citrato de sodio al 1% fueron afiadidos y se
dejo incubando hasta obtener un color rojizo bajo agitacion magnética.

6.2.3 Quantum dots de grafeno (GQDs)

Los GQDs fueron obtenidos mediante el proceso de pirolisis del acido citrico.
Brevemente, 2 g de &cido citrico (Sigma-Aldrich) se calentaron a 200 °C hasta obtener una
tonalidad naranja brillante. Luego, 30 mL de hidréxido de sodio (NaOH) (Fisher Chemical)

a 1 mg/mL fueron agregados por goteo.

6.3 Caracterizacion de los nanomateriales sintetizados

La caracterizacion de los nanomateriales se realizé mediante microscopia electrénica
de transmision (TEM), utilizando para el analisis de las iméagenes el programa IMAGE J y
se realizo un espectro de absorbancia a través de espectroscopia de absorcién UV/Vis en un
rango de 450 a 600 nm (Thermo Scientific™ Varioskan™ LUX multimode microplate

reader).

6.4 Analisis de las propiedades electrocataliticas de los electrodos serigrafiados
(SPEs)

Las propiedades electrocataliticas del conjunto nanomaterial y electrodo de carbono
serigrafiado (SPCE) (Ref: C110) (Metrohm) o electrodo de platino serigrafiado (SPPE) (Ref:
550) (Metrohm) fueron evaluadas inmovilizando 10 pL de los nanomateriales sobre la
superficie del electrodo de trabajo (WE) de cada electrodo, respectivamente, dejando incubar
durante 24 h a 25 °C. La propiedad electrocatalitica se determind mediante la técnica
electroquimica voltamperometria ciclica (CV) utilizando un potencial con 2 ciclos entre -0.4
V' y 0.9 V, con una velocidad de escaneo de 50 mVs?, utilizando PBS 1X, pH 7.4 (Thermo
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Fisher Scientific) como electrolito y un potenciostato (910 PSTAT mini Metrohm). El
conjunto electrodo-nanomaterial que presente una mayor respuesta eléctrica se seleccionara
como matriz final para la plataforma del inmunosensor electroquimico portatil y se analizard

su superficie mediante microscopia electronica de barrido acoplado a EDS (SEM-EDS).

6.5 Sintesis y caracterizacion de los nanoconjugados (NCs)

Una vez determinada la plataforma y el nanomaterial con mayor potencial
electrocatalitico se obtuvieron los nanoconjugados (NCs) para cada subtipo del virus de la
influenza A. Se utilizaron anticuerpos anti-HIN1 y anti-H5N1 (SinoBiological) para la
deteccion de HIN1 y H5N1, respectivamente. El nanomaterial inmovilizado sobre el WE del
SPE seleccionado fue tratado con 20 pL de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC, 50 mM) y 60 pL de N-hidroxisuccinimida (NHS, 100 mM) (Sigma-Aldrich) por 24 h
a 25 °C. Luego, 2 pL del anticuerpo (10 uM) respectivo, fue agregado sobre el nanomaterial
y se dejo incubar durante 24 h a 4 °C. La conjugacion se obtuvo mediante la formacion del
enlace amida entre los grupos amino de los anticuerpos con los grupos carboxilo del
nanomaterial implementado. Posteriormente, la caracterizacion de cada NCs se corrobord

mediante SEM-EDS analizando la cantidad de nitrdgeno presente.

6.6 Obtencion de inmunosensores electroquimicos portatiles

Una vez obtenidos los NCs sobre el WE del SPE para la deteccion de cada subtipo de
virus de la influenza A se bloquearon los sitios de union inespecificos utilizando 2 uL de

albumina sérica bovina (BSA, 1%) (Sigma-Aldrich) y se dejo6 incubar durante 1 h a 4 °C.

6.7 Caracterizacion de inmunosensores electroquimicos portatiles

La caracterizacion de cada inmunosensor electroquimico portatil se realizo evaluando
de manera individual cada elemento agregado sobre la superficie del WE (SPE sin modificar,
SPE modificado con el nanomaterial, NCs y BSA) mediante la técnica electroquimica CV
utilizando las especificaciones mencionadas en el apartado 6.4, utilizando Ferrocianuro de
potasio (KsFe(CN)s, 10 mM (J.T. Baker) y KCI 100 mM) como electrolito y un potenciostato.
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6.8 Determinacion de la efectividad de los inmunosensores electroquimicos

portatiles

Se retd cada innmunosensor electroquimico por individual incubando 10 pL de
concentraciones conocidas de la hemaglutinina de H1 o H5 (SinoBiological) en un rango de
0 a 300 ng/mL durante 5 min a 25 °C. Posteriormente, se analiz6 mediante la técnica
electroquimica voltamperometria de pulso diferencia (DPV) utilizando un potencial con 1
ciclo entre -0.6 V y 0.6 V, a una velocidad de escaneo de 50 mVs ™2, utilizando K4Fe(CN)s y

KCI 100 mM como electrolito y un potenciostato.

6.9 Validacion de los inmunosensores electroquimicos en muestras fluidos

biol6gicos

Se valid6 cada inmunosensor electroquimico portatil por individual mediante el
andlisis de muestras de fluidos bioldgicos suplementadas con la hemaglutinina de H1 o H5
en un rango de 0 a 300 ng/mL, entre ellos: 5 muestras de suero (1:1000) y 10 muestras de
hisopado nasofaringeo, respectivamente. Se incubaron 10 pL de cada muestra durante 5 min
a 25 °C y se analizaron mediante DPV siguiendo las especificaciones mencionadas en el
apartado 6.8.

6.10 Evaluacion de la especificidad de los inmunosensores electroquimicos en

muestras fluidos biol6gicos

Se determind la especificidad de cada inmunosensor electroquimico portatil por
individual analizando muestras de suero sanguineo (1:1000) suplementados con la
hemaglutinina de H1 o H5 en un rango de 0 a 300 ng/mL, para el inmunosensor que detecta
H1N1 se ret6 con la muestra de suero suplementada con H5 y para el inmunosensor que
detecta H5N1 se retd con la muestra de suero suplementada con H1. Se incubaron 10 pL de
cada muestra durante 5 min a 25 °C y se analizaron mediante DPV siguiendo las

especificaciones mencionadas en el apartado 6.8.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizaciéon de los nanomateriales sintetizados

7.1.1 Nanoparticulas de FesOs@C

Se sintetizaron tres distintos nanomateriales como candidatos para determinar cual es
el que presenta las mejores propiedades electrocataliticos para ser implementados en el
desarrollo de los inmunosensores electroquimicos. En la figura 8a se puede observar las NPs
de FesO4 presentando una morfologia de nanocristales y un tamafio alrededor de 10 nm.
Posteriormente, las NPs de FesO4 fueron recubiertas con una capa de carbono obteniendo
NPs de Fe304@C de un tamafio de 15 nm con morfologia cuasiesférica lograndose observar

en la figura 8b.

Figura 8. Microscopia electrénica de transmision de las NPs de FesOs@C. a) NPs de Fe304. b) NPs de

Fe;0,@C. Barra de escala= 5 nmy 10 nm.

7.1.2 Nanoparticulas de oro (AuNPs)

En la figura 9a, se puede observar la caracterizacion mediante microscopia electronica
de transmisién de alta resolucion (HRTEM) de las AuNPs obtenidas, estas presentaron un
tamafio de 35-40 nm y una morfologia cuasiesférica. En la figura 9b-f y 10 se observa el
andlisis elemental que se le realizo a las nanoparticulas sintetizadas, determinando el oro

como el elemento que se encuentra en mayor proporcion en la composicion de la muestra.
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Figura 9. Microscopia electrénica de transmision de alta resolucién (HRTEM) de AuNPs. a) Muestra de
AUNPs. b)-f) Anélisis de la composicion quimica de las AuNPs.
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Figura 10. Analisis de la composicion quimica de las AUNPs.
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Posteriormente, en la figura 11 se puede observar el andlisis de UV-Vis para
confirmar la presencia de oro en las AuNPs sintetizadas, observando un pico a la longitud de
onda a 521 nm.

D2: Desconocido(002
L5 A Senal: 1.64194
Longitud de onda: 521

T T T T T
450 500 550 600 650

Longitud de onda

Figura 11. Analisis de UV-Vis de las AUNPs en un rango de 450 a 650 nm.

7.1.3 Quantum Dots de Grafeno (GQDs)

La figura 12 corresponde al ultimo nanomaterial sintetizado, siendo los GQDs. En la
figura 12a se muestran los GQDs bajo luz UV, esta present6 una tonalidad de fluorescencia
color cian, lo cual concuerda con el tamafio observado de 4 a 5 nm en la microscopia

electronica de transmision correspondiente a la figura 12b.
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Figura 12. Caracterizacion de los GQDs. a) GQDs bajo luz UV. b) TEM de los GQDs. Barra de escala= 10

nm.
7.2 Analisis de las propiedades electrocataliticas del conjunto SPE vy

nanomaterial

7.2.1 Electrodo de Carbono Serigrafiado (SPCE) y nanomateriales

Una vez obtenidos y caracterizados los nanomateriales, se prosigui6 a determinar cuél
de ellos presenta mayor propiedad electrocatalitica en conjunto con el SPCE mediante
voltamperometria ciclica y utilizando el PBS como electrolito. En la figura 13 se observa que
el SPCE sin modificar presentd una corriente resultante (I) anddica de 0.89 YA, al ser
modificado con Fe30.@C la | anddica obtenida fue de 0.39 pA, posteriormente, al
inmovilizar los GQDs la | anddica aumentd a 2.36 PA, sin embargo, tras inmovilizar las
AUNPs en la superficie del WE del SPCE la | anddica fue de 5.97 pA, el cual fue el
nanomaterial que presentd mayor propiedad electrocatalitica y el que fue seleccionado para

el desarrollo de los inmunosensores electroquimicos.
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Figura 13. a) Voltamograma ciclico del analisis de las propiedades electrocataliticas del conjunto SPCE

y nanomaterial electroactivo. SPCE sin modificar (negro). SPCE modificado con: FesO.@C (rojo), AuNPs

(azul), GQDs (verde). Potencial con ciclos entre -0.4 V y 0.9 V (vs Ag) con una velocidad de escaneo de 50

mVs, con el electrolito PBS 1X (pH 7.4). b) Valores maximos de la corriente catddica de cada muestra.

7.2.1.1 Andlisis del SPCE y AuNPs

Después de determinar que las AuNPs presentan mayor propiedad electrocatalitica en

comparacion de los otros nanomateriales, se corrobor6 dicha propiedad mediante

voltamperometria ciclica y utilizando el KsFe(CN)s y KCI como electrolito, el cual nos

permite observar procesos de oxidacién y reduccion. En la figura 14, se observa un aumento
de la I anddica al modificar el WE del SPCE con las AuNPs, siendo este aumento de 102.44

a120.60 pA.
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Figura 14. a) Voltamograma ciclico del conjunto SPCE y AuNPs. SPCE sin modificar (negro). SPCE
modificado con AuNPs (rojo). Potencial con ciclos entre -0.4 V' y 0.6 V (vs Ag) con una velocidad de escaneo

de 50 mVs, con el electrolito ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s 10 mM y KCI 100 mM). b) Valores maximos

de la corriente catédica de cada muestra.

Luego, se determind la repetibilidad de la inmovilizacion de las AuNPs sobre el WE

del SPCE, observandose que no hay una diferencia significativa entre las repeticiones, al

obtener una | anddica de 121.48, 121.82 y 122.61 YA, respectivamente en la figura 15.
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Figura 15. a) Voltamograma ciclico del analisis de repetibilidad del SPCE modificado con AuNPs.
Repeticion 1 (negro). Repeticién 2 (rojo), Repeticion 3 (azul). Potencial con ciclos entre -0.4 Vy 0.6 V (vs Ag)
con una velocidad de escaneo de 50 mVs™, con el electrolito Ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s 10 mM y
KCI 100 mM). b) Valores maximos de la corriente catddica de cada muestra.

Posteriormente, se realizd la caracterizacion del SPCE modificado con las AuNPs
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). La figura 16a corresponde a la

superficie del WE del SPCE sin modificar, observando Unicamente hojuelas de carbono,

debido a que el WE del SPCE que se esta utilizando para desarrollar los inmunosensores esta

elaborado a base de este elemento. Luego, al ser recubierto con las AuNPs podemos observar

en la figura 16b las nanoparticulas inmovilizadas recubriendo la superficie del WE del SPCE
de manera homogénea y uniforme.
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Figura 16. Microscopia electronica de barrido de la superficie del WE del SPCE. a) SPCE sin modificar.
b) SPCE modificado con AuNPs. Barra de escala= 5 pm.

También se realizé un analisis de la composicion quimica de la superficie del WE del
SPCE sin modificar mediante SEM-EDS, corroborando que el mayor porcentaje del WE se
encuentra conformado a base de carbono en un 96.9%, el cual se observa en la figura 17. Por
su parte, el analisis del WE del SPCE modificado con las AuNPs presentd una disminucién
en el porcentaje del carbono a 34.6% Yy se observo la aparicion del elemento oro en un 59.6%,
correspondiente a la inmovilizacion de las nanoparticulas en la superficie del WE en la figura
18.
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Figura 17. a) Microscopia electronica de barrido acoplada a EDS del SPCE sin modificar. B) Anélisis
elemental del SPCE sin modificar. Relacion de: ¢) carbono, d) aluminio, e) silicio, f) azufre, g) cloro y h) calcio
del SPCE sin modificar. Barra de escala= 50 pum.
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Figura 18. a) Microscopia electrénica de barrido acoplada a EDS del SPCE modificado con AuNPs. b)
Anadlisis elemental del SPCE modificado con AuNPs. Relacién de: c¢) carbono, d) nitrégeno, e) oxigeno, f)

sodio, g) cloro y h) aluminio del SPCE sin modificar. Barra de escala= 50 um.
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7.2.2 Electrodo de Platino Serigrafiado (SPPE) y nanomateriales

También se realiz6 un andlisis utilizando el SPPE y los nanomateriales sintetizados
mediante voltamperometria ciclica y utilizando el PBS como electrolito, observando en la
figura 19 que el SPPE sin modificar presento una | anodica de 2.58 pA, al ser modificado
con las Fez04@C la | anddica aumentd a 7.07 YA, tras modificar el SPPE con los GQDs la |
anddica siguié aumentando hasta 28.08 pA, sin embargo, al inmovilizar las AuNPs sobre la
superficie del WE del SPPE la | anddica aumentd hasta 204.89 pA, siendo este Gltimo

nanomaterial el que presentd un mayor aumento en la corriente.
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150 SPPE+AuNPs 204.89
< SPPE+GQDs 28.08
3 1004
3
=
2 50-
=
=]
@) 0-
-50 1 ——— SPPE sin modificar
1 —— SPPE Fe,0,@C
-100 —— SPPE AuNPs
—— SPPE GQDs
-150 — T T T T T T 1 | L E——

-0.6 -04 02 0.0 0.2 04 0.6 08 1.0
Potencial (V)

Figura 19. a) Voltamograma ciclico del andlisis de las propiedades electrocataliticas del conjunto SPPE
y nanomaterial electroactivo. SPPE sin modificar (negro). SPPE modificado con: Fes0.@C (rojo), AuNPs
(azul), GQDs (verde). Potencial con ciclos entre -0.4 V' 'y 0.9 V (vs Ag) con una velocidad de escaneo de 50

mVs™, con el electrolito PBS 1X (pH 7.4). b) Valores maximos de la corriente catodica de cada muestra.

7.3 Caracterizacion de los nanoconjugados AuNPs+anticuerpo

Los nanoconjugados (NC) se obtuvieron a partir de la formacion del enlace amida
entre los grupos amino de los anticuerpos y los grupos carboxilo de las nanoparticulas,

posteriormente estos fueron caracterizados mediante SEM-EDS. En la figura 20a se observa
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la microscopia electrénica de barrido de la superficie del WE del SPCE modificado con los
NC de AuNPs+anti-H1N1, donde encontramos la presencia de cubos sobre la superficie, por
otro lado, la figura 20b corresponde al analisis elemental realizado, en el cual se puede
observar aparicion del elemento nitrogeno en un 9.1% siendo atribuible al nitrogeno presente
en los anticuerpos anti-H1N1 anclados en la superficie de las AuNPs. Del mismo modo, en
la figura 21a observamos la SEM de los NC de AuNPs+anti-H5N1, demostrando la presencia
de cubos en la superficie, por ultimo, la figura 21b corresponde al analisis elemental
determinando la presencia del nitrégeno en un 2.9% correspondiente a los anticuerpos de los
NC.
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Figura 20. a) Microscopia electronica de barrido acoplada a EDS del SPCE modificado con AuNPs y
anti-H1N1. b) Anlisis elemental del SPCE modificado con AuNPs y anti-H1N1. Relacién de: c) carbono, d)
nitrogeno, e) oxigeno, f) sodio, g) cloro y h) aluminio del SPCE modificado con AuNPs y anti-H1N1. Barra de

escala= 50 pm.
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Figura 21. a) Microscopia electrénica de barrido acoplada a EDS del SPCE modificado con AuNPs y
anti-H5N1. b) Analisis elemental del SPCE modificado con AuNPs y anti-H5N1. Relacién de: ¢) carbono, d)
nitrogeno, e) oxigeno, f) sodio, g) cloro y h) aluminio del SPCE modificado con AuNPs y anti-H5N1. Barra de

escala= 50 pm.

7.4 Caracterizacion de los inmunosensores electroquimicos portatiles

Una vez determinado el tipo de nanomaterial y el SPE que presenta mayor propiedad
electrocatalitica y la caracterizacion de los NCs, se desarrollaron los inmunosensores
electroquimicos para detectar cada subtipo de la HA de los virus de la influenza A HIN1 y
H5N1 de manera individual, que posteriormente que fueron caracterizados mediante CV,
determinando el valor de la | anddica al agregar cada elemento en la superficie del WE. La
figura 22 corresponde a la caracterizacién del inmunosensor para detectar HLN1, observando
que el SPCE sin modificar obtuvo una | anddica de 102.44 pA, al ser modificado con las
AUNPs la | anddica aumentd a 120.60 pA, sin embargo, tras inmovilizar los NC de AuNPs
+ anti-H1N1 la I anodica disminuy6 a 115.57 pA, disminuyendo un poco mas al aplicar el
agente de blogueo BSA obteniendo una | anddica de 112.87 pA. Este mismo fendmeno se
logré observar en la figura 23 tras caracterizar el inmunosensor para detectar H5N1,
obteniendo una | anodica de los nanoconjugados de AuNPs + anti-H5N1 de 110.38 pA 'y al
afiadir el agente de bloqueo BSA la | anddica disminuyo a 106.54 pA.
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Figura 22. a) Voltamograma ciclico de la caracterizacién del inmunosensor electroquimico para HIN1.
SPCE sin madificar (negro). SPCE modificado con: AuNPs (rojo), anti-H1N1 (azul), anti-HIN1+BSA (verde).
Potencial con ciclos entre -0.4 V y 0.6 V (vs Ag) con una velocidad de escaneo de 50 mVs™, con el electrolito
Ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s 10 mM y KCI 100 mM). b) Valores méaximos de la corriente catddica de

cada muestra.
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Figura 23. a) Voltamograma ciclico de la caracterizacién del inmunosensor electroquimico para H5N1.
SPCE sin madificar (negro). SPCE modificado con: AuNPs (rojo), anti-H5N1 (azul), anti-H5SN1+BSA (verde).
Potencial con ciclos entre -0.4 V y 0.6 V (vs Ag) con una velocidad de escaneo de 50 mVs™?, con el electrolito
Ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s 10 mM y KCI 100 mM). b) Valores maximos de la corriente catddica de

cada muestra.

7.5 Determinacién de la efectividad de los inmunosensores electroquimicos

portatiles

Después de la caracterizacion de cada inmunosensor electroquimico se realizo la
curva de calibracion para cada subtipo del virus de la influenza A HIN1 y H5N1,
observandose en las figuras 24a y 25a respectivamente, utilizando concentraciones conocidas
de la HA en un rango de 0-300 ng/mL, las cuales fueron analizadas mediante DPV. Se
observd que en cada curva de calibracion la | anodica fue disminuyendo tras aumentar la
concentracion de la proteina, siendo para el subtipo HIN1 de 41.5 a 20.48 pA (Figura 24b)
y para el subtipo H5N1 de 47.94 a 34.89 YA (Figura 25b).
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Figura 24. a) Voltamograma de pulso diferencial de la curva de calibracion de la proteina HA para HIN1.
Concentracion de HA: 0 ng/mL (negro). 50 ng/mL (rojo), 100 ng/mL (azul), 200 ng/mL (verde), 300 ng/mL
(morado). Potencial con ciclos entre -0.4 V y 0.6 V (vs Ag) con una velocidad de escaneo de 50 mVs?, con el

electrolito Ferrocianuro de potasio (K4sFe(CN)s 10 mM y KCI 100 mM). b) Valores maximos de la corriente

catodica de cada muestra.
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Figura 25. a) Voltamograma de pulso diferencial de la curva de calibracion de la proteina HA para H5N1.

Concentracion de HA: 0 ng/mL (negro). 50 ng/mL (rojo), 100 ng/mL (azul), 200 ng/mL (verde), 300 ng/mL
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(morado). Potencial con ciclos entre -0.4 V' y 0.6 V (vs Ag) con una velocidad de escaneo de 50 mVs™, con el
electrolito Ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s 10 mM y KCI 100 mM). b) Valores maximos de la corriente

catddica de cada muestra.

7.6 Validacion de los inmunosensores electroquimicos en muestras fluidos

bioldgicos

Para la validacion de los inmunosensores electroquimicos se analizaron dos tipos de
muestras de fluidos biologicos mediante DPV, siendo muestras de suero e hisopado
nasofaringeo suplementados con la HA correspondiente para cada subtipo del virus de la
influenza A. En el caso del inmunosensor para HLN1, en la figura 26a se observa que el valor
méaximo de cada lectura de las 5 muestras de suero suplementadas con la proteina H1 en un
rango de 0 a 300 ng/mL, determinando una homogeneidad en los valores de cada muestra
con excepcion de la muestra de suero 4, observando que conforme aumenta la concentracion
de la H1 la corriente anddica disminuye, 17.43 a 12.50 pA (Figura 26b). En el caso del
analisis para H5N1, en la Figura 27a se observa una homogeneidad en los valores referentes
a cada muestra y de mismo modo, conforme se adiciona y aumenta la concentracién de la
H5, la | anddica disminuye de 14.40 a 12.12 pA (Figura 27b).
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Figura 26. a) Voltamograma de pulso diferencial del analisis de muestras de sueros suplementados con
la proteina H1. Concentracion de H1: 0 ng/mL (negro). 50 ng/mL (rojo), 100 ng/mL (azul), 200 ng/mL (verde),
300 ng/mL (morado). Potencial con ciclos entre -0.4 V y 0.6 V (vs Ag) con una velocidad de escaneo de 50
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mVs 1, con el electrolito Ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s 10 mM y KCI 100 mM). b) Valores maximos del

promedio de la corriente catodica de las muestras de suero.
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Figura 27. a) Voltamograma de pulso diferencial del andlisis de muestras de sueros suplementados con
la proteina H5. Concentracion de H5: 0 ng/mL (negro). 50 ng/mL (rojo), 100 ng/mL (azul), 200 ng/mL (verde),
300 ng/mL (morado). Potencial con ciclos entre -0.4 VV y 0.6 V (vs Ag) con una velocidad de escaneo de 50
mVs?, con el electrolito Ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s 10 mM y KCI 100 mM). b) Valores maximos del

promedio de la corriente catddica de las muestras de suero.

Posteriormente, se analizaron 10 y 8 muestras de hisopados nasofaringeos
suplementados con concentraciones de la hemaglutinina de HIN1 y H5N1, respectivamente,
en un rango de 0 a 300 ng/mL, observandose los valores de cada concentracion para cada
muestra en la figura 28a y 29a. Al analizar los resultados se determiné que para cada muestra
de hisopado nasofaringeo tras ser suplementados con la concentracion de la proteina y esta
aumentaba, la | anddica disminuia. En el caso para la deteccion de HIN1 la I anddica
disminuyé de 29.64 a 15.85 pA (Figura 28b) y para H5N1 de 11.78 a 10.20 pA (Figura 29b).

52



a
) 60 B Muestra 1
® Muestra 2
i A  Muestra 3
50 1 b v Muestra 4
¢ Muestra 5
Muestra 6
- 40 > Muestra 7
i ® Muestra 8
:‘ * Muestra 9
E 30 4 l ® Muestra 10
: i
C 20 2 Y
' $
10 H
0 I I I 1 I I I
0 50 100 150 200 250 300

Concentracion (ng/mL)

b) |

Corriente (uA)

¥=-0.0514x + 30.321
R*=10.9156

T T T
100 150 200

Concentracién (ng/mL)

Figura 28. a) Gréfica de Ip de las muestras de hisopados nasofaringeos analizados proteina H1. Muestras

1-10. b) Valores maximos del promedio de la corriente catddica de las muestras de hisopados nasofaringeos.
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Figura 29. a) Gréfica de Ip de las muestras de hisopados nasofaringeos analizados proteina H5. Muestras

1-8. b) Valores maximos del promedio de la corriente catddica de las muestras de hisopados nasofaringeos.
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7.7 Evaluacion de la especificidad de los inmunosensores electroquimicos en

muestras fluidos bioldgicos

Por altimo, se ret6 cada inmunosensor electroquimico con ambas hemaglutininas del
virus de la influenza A, con el objetivo de determinar la especificidad de cada sistema,
analizando muestras de suero suplementadas con la proteina correspondiente. En la figura
30, podemos observar el analisis de especificidad del inmunosensor electroquimico que es
capaz de detectar la HA del subtipo H1IN1 del virus de la influenza A, determinando que
conforme aumenta la concentracion de la proteina, la | anddica tiende a disminuir de 25.49 a
10.27 pA, por el contrario, tras analizar la HA del subtipo de H5N1 la I disminuyd en menor
medida de 24.88 a 21.79 pA. Este mismo efecto se observo tras realizar el analisis del
inmunosensor electroquimico para detectar H5N1, cuando se retd al sistema contra la HA de
H5NL1 la I anddica fue de 16.20 a 7.77 pA 'y en menor medida al analizar la HA de HIN1 de
16.85 a 14.04 pA.
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Figura 30. Voltamograma de pulso diferencial del analisis de especificidad del inmunosensor para la

deteccién de la proteina H1. Andlisis contra la proteina H1 (negro), proteina H5 (rojo). ANOVA (p<0.005).
Tukey.

54



B LN
B 55N 1

10

[oa)

Corriente (LA)

*
o+ *
50

Concentracion (ng/mL)

100 200 300

Figura 31. Voltamograma de pulso diferencial del andlisis de especificidad del inmunosensor para la

deteccion de la proteina H5. Analisis contra la proteina H1 (negro), proteina H5 (rojo). ANOVA (p<0.005).
Tukey.
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8. DISCUSION

En el desarrollo de los inmunosensores electroquimicos para la deteccion de virus de
la influenza A subtipo HIN1 y H5N1 se sintetizaron distintos nanomateriales con el fin de
aumentar la sensibilidad de deteccion del sistema y poder detectar concentraciones de las
proteinas a nivel de nanogramos. Dentro de estos nanomateriales se analizaron
nanoparticulas de carbono con nicleo magnético (Fes0.@C), nanoparticulas de oro (AuNPSs)
y quantum dots de grafeno (GQDs), debido a que se ha demostrado que cada uno de estos
materiales presentan propiedades electrocataliticas que los hacen adecuados para el
desarrollo de biosensores electroquimicos como el permitir y mejorar la transferencia de

electrones, asi como el poder funcionalizarlos para inmovilizar el bioreceptor.

En primera instancia los nanomateriales fueron caracterizados mediante distintas
técnicas determinando su forma, tamafio y composicion. El primer material sintetizado
fueron los ndcleos magnéticos de FesOs, como pudimos observar en la caracterizacion
mediante TEM, se obtuvieron nicleos magnéticos con morfologia de nanocristales con un
tamafio alrededor de los 10 nm, siendo esta morfologia caracteristica de los nucleos
magnéticos obtenidos a partir del método de co-precipitacion, estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Ozel y Kockar en el 2017, y por LaGrow et al., en el 2019,
dénde ambos equipos de trabajo obtuvieron nanoparticulas de 6xido de hierro alrededor de
los 7 nm con morfologia de nanocristales coasiesféricos mediante el método de co-
precipitacion, el cual se ha reportado como el mayormente utilizado para la obtencion de este
tipo de nanoparticulas. También se logré observar que los nicleos magnéticos presentaban
una aglomeracion, esto puede ser a la alta carga de energia libre superficial de las
nanoparticulas, la cual puede ser controlada utilizando distintos agentes estabilizadores que
revierten este fendmeno causado. Posterior a la obtencidn de los ndcleos magnéticos, estos
fueron recubiertos por una capa de carbono mediante el método de sintesis hidrotermal
utilizando a la curcumina como fuente principal, obteniendo un aumento en el tamafio a 15

nm, debido a la presencia de la cubierta de carbono (Arizaga, 2013; Sodipo et al., 2023).

El segundo nanomaterial fue las AuUNPs obtenidas a partir de la reduccion de sales de
oro por el citrato de sodio. Las nanoparticulas sintetizadas demostraron presentar un tamarfio

alrededor de los 35-40 nm y una morfologia coasiesférica. Al realizar el analisis elemental
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se corroboro que las nanoparticulas se encuentran conformadas por el elemento oro en mayor
proporcion, del mismo modo tras realizar un rango de espectro de absorbancia la muestra del
nanomaterial arrojo una lectura a los 521 nm, lo cual concuerda con la longitud de onda a la

cual absorbe el elemento oro (Hammami and Alabdallah, 2021; Safraz and Khan, 2021).

Como ultimo nanomaterial sintetizado fue los GQDs, estos fueron obtenidos
mediante la pir6lisis del acido citrico, el cual se basa en el método bottom-up en dénde las
nanoparticulas son formadas a través de la acumulacion de moléculas de carbono derivadas
de la materia orgéanica que fue descompuesta quimicamente, éste método también es
conocido por ser sencillo, facil y econémico, en comparacion del método top-down, el cual
se basa en la obtencion de nanoparticulas a partir del corte 0 descomposicion del material y

de ser una técnica costosa y laboriosa (Gus et al., 2020; Tabish et al., 2021).

Después de tener los nanomateriales sintetizados y caracterizados, se realiz6 un
analisis para determinar cual de ellos presenta las mejores propiedades electroquimicas en
conjunto con el electrodo de carbono serigrafiado (SPCE) para el desarrollo de los
inmunosensores electroquimicos. Tras analizar cada material mediante voltamperometria
ciclica, se observo que las Fes04@C presentaron menor | anddica que las AUNPs y los GQDs,
esto puede ser debido a la falta de cualidades conductivas en comparacién con ambos
materiales mencionados, aunado a esto la estructura coreshell de las nanoparticulas de hierro
si bien aumenta la dispersion del material, al provenir de una macromolécula organica como
la curcumina, afecta las propiedades electrocataliticas al no poseer sitios electroactivos
(David et al., 2023). Por otro lado, a pesar de que los GQDs aumentaron la corriente, estos
presentaron menor aumento que al utilizar las AuNPs, esto concuerda con lo reportado por
Rani et al., en el 2022, el cual expone que en ocasiones las caracteristicas opticas y
electrocataliticas de los quantum dots pueden encontrarse en contraposicion, pues mientras
caracteristicas como tamafio, forma y condiciones del medio pueden potenciar las
propiedades Opticas, estas se interpondran en la cualidades electrocataliticas de dichas
estructuras, para dar una explicacion mas certera a esta situacion se requieren analisis
adicionales de este material. Por otro lado, las AuUNPs aumentaron en mayor proporcion la
corriente que los otros nanomateriales analizados, siendo el que presentd las mejores

propiedades electrocataliticas siendo seleccionado para el desarrollo de los inmunosensores,
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esto es debido a que el oro es un elemento que ha demostrado ser un material que presenta
buenas propiedades electrocataliticas, siendo ideal para el desarrollo de biosensores, entre
ellas alta energia superficial y mejoramiento de la transferencia de electrones.

Tras determinar que las AuNPs es el nanomaterial que se utilizara para el desarrollo
de los inmunosensores y que el SPCE se implementara como matriz, se realiz6 una
microscopia del WE del SPCE modificado con y sin las nanoparticulas, observando que en
comparacion del SPCE sin modificar el electrodo modificado presenta una monocapa de las
AUNPs de manera homogeénea, esto es debido a que las AuNPs fueron electrodepositadas
directamente en el WE del SPCE mediante voltamperometria de pulso diferencial, lo cual
nos permite obtener nanoparticulas de manera rapida, sencilla y mas homogéneas en forma
y tamafio, sin requerir de algin otro agente para la obtencion de las mismas, como lo es
mediante reduccion quimica del acido clorodurico por el citrato de sodio, como se
implemento en un principio (Laygah and Eissa, 2019; Paimard et al., 2023). A demas se
realizd un andlisis elemental de la superficie del SPCE modificado con las AuNPs
electrodepositadas determinando que el WE se encuentra recubierto por oro al observar la
aparicion del elemento en un 59.6%, asi como la disminucion del carbono de 96.9 a un 34.6%,
corroborando de esta manera la inmovilizacién de las nanoparticulas de oro sobre la
superficie del WE del SPCE.

Para la obtencion de los nanoconjugados compuestos por anticuerpos y
nanoparticulas de oro para cada uno de los subtipos del virus de la influenza A, se realizé
mediante la formacion de los enlaces amida que se forman entre los grupos carboxilo
presentes en las AUNPs y los grupos amino de los anticuerpos tras la activacion de los mismos
mediante los agentes EDC y NHS, aunado a este tipo de conjugacion, al presentarse una
interaccion directa entre AuUNPs y anticuerpos, las propiedades intrinsecas del oro permiten
afianzar ain mas la conjugacion mediante la adsorcion electrostatica que estas nanoparticulas
otorgan (Jazayeri et al., 2016; Wang et al., 2016; Jeong et al., 2020; Marques et al., 2020).
Posteriormente, la caracterizacion de los nanoconjugados se llevo a cabo mediante un analisis
elemental del SPCE modificado con los NC para cada subtipo del virus de la influenza, donde

el porcentaje del nitrégeno del SPCE modificado Unicamente con las AuUNPs aumento de 0.2
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a9.1y 2.1% tras inmovilizar los NCs para el subtipo HLIN1 y H5N1, respectivamente, siendo

el nitrégeno proveniente de los anticuerpos de cada NC.

Una vez obtenido y caracterizado los nanoconjugados, se realizo la caracterizacion
electroquimica del desarrollo de los inmunosensores mediante voltamperometria ciclica
(CV) tras analizar la inmovilizacion de cada elemento que conforman los sistemas,
observando que en ambos inmunosensores las AuNPs aumentan la | anddica en comparacion
del SPCE sin modificar reportando un aumento de la I anddica de 102.44 a 120.60 pA, debido
a que el oro es un material altamente electroactivo el cual permite la transferencia de
electrones de manera facil y eficiente (Vu et al., 2021), por otro lado, tras analizar la
inmovilizacion de los NCs, estos disminuyeron la | anddica en ambos sistemas, esto se debe
a que los anticuerpos que se encuentran anclados sobre las AuNPs utilizados como
bioreceptores no permiten el paso de electrones de manera efectiva disminuyendo la | anddica
resultante de 120.60 a 115.57 y 110.38 YA, para el subtipo HIN1 y H5N1 respectivamente.
Este mismo efecto se observo cuando los sitios de union inespecifico fueron bloqueados con
el BSA en cada sistema, este al ser una proteina, esta al no presentar sitios activos que
aumenten la corriente resultante disminuye ain mas la I anddica resultante, a 112.87 y 106.54

WA respectivamente (Buk and Pemble, 2019; Saenchoopa et al., 2021).

Posteriormente, se analizo la efectividad de deteccion de cada hemaglutinina por los
inmunosensores desarrollados realizando una curva de calibracion mediante CV,
determinando que conforme se aumente la concentracion de la proteina de HA de 0 a 300
ng/mL la I anddica disminuye, en el caso del inmunosensor para el subtipo HIN1 la corriente
disminuy0 de 41.5 a 30.48 pA y para el subtipo H5N1 de 47.94 a 34.89 pA. Cuando el
anticuerpo utilizado como bioreceptor detecta la hemaglutinina, estos forman un complejo
conocido como antigeno-anticuerpo, por lo cual los electrones se encuentran retenidos en la
inmunoreaccion tras aplicar un rango de potencial, por lo cual la capa de difusion se crea de
manera mas rapida con forme aumenta la concentracion de la proteina, impidiendo la
transferencia de electrones y de esta manera la corriente tiende a disminuir. Entre los diversos
trabajos que corroboran el fendmeno previamente presentados podemos encontrar los
reportes por parte de Torres-Méndez en el 2021 y de Buyuksunetci et al., en el 2023, los

cuales desarrollaron sistemas de deteccion para la proteina H1 del virus influenza, mediante
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el uso de matrices SPCE, en donde también se encontré una correlacion inversamente
proporcional entre la corriente resultante y la cantidad de proteina presente en la muestras,
ya sea mediante analisis voltamperométricos o bien aumentando la impedancia reportada por

partes de los biosensores.

Para determinar la estabilidad y efectividad de deteccion de los inmunosensores
electroquimicos, estos fueron retados bajo el analisis de CV de muestras de fluidos
bioldgicos, siendo sueros e hisopados nasofaringeos suplementados con la hemaglutinina de
H1N1, asi como de H5N1, respectivamente en un rango de 0 a 300 ng/mL. Tras analizar las
muestras de sueros suplementadas con la proteina de HIN1 observamos que la | anddica
disminuye conforme aumentamos la concentracion de la proteina yendo de 17.43 a 12.50 pA,
del mismo modo se observé para las muestras de suero suplementados con la proteina de
H5N1, reportando valores de | anoddica de 14.40 a 12.12 pA. Al analizar los hisopados
nasofaringeos suplementados con cada proteina de HA observamos el mismo efecto obtenido
con las muestras de los sueros suplementados, es decir, la disminucion de la | anddica de
29.64 a 15.85 pA en el caso de HIN1 y de 11.78 a 10.20 pA para H5N1. Sin embargo,
podemos observar que entre los andlisis de sueros e hisopados nasofaringeos la | anddica
disminuye en mayor medida cuando se analizan los sueros, esto es debido a que este tipo de
muestras presentan mayor cantidad de proteinas séricas enddgenas tal como la albdmina,
siendo reportada como una de los principales componentes no electroactivos, lo cual hace

que los valores de la | anddica disminuyan aun mas (Adkins et al., 2002).

Por ultimo, se realizo el andlisis de especificidad para cada sistema desarrollado
mediante DPV, realizando wuna reaccion cruzada para ambos inmunosensores
electroquimicos. Mediante este analisis logramos observar que en ambos sistemas al analizar
la HA correspondiente al bioreceptor, la | anddica disminuye conforme aumenta la
concentracion de la proteina blanco, sin embargo, tras analizar la proteina contraria en ambos
sistemas, no se observaron diferencias significativas en los valores de la | anddica siendo
estos similares a los de la muestra de suero sin suplementar, este mismo efecto fue observado
por Xie et al., en el 2014, dénde retaron un inmunosensor electroquimico que es capaz de
detectar H5N1 contra distintos tipos de HA, determinando que el sistema detecta de manera

selectiva la H5.
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9. CONCLUSIONES

Se logré la obtencidn y caracterizacion de las nanoparticulas de carbono con nucleo

magnético, nanoparticulas de oro y quantum dots de grafeno.

Se determind que el conjunto electrodo serigrafiado de carbono y nanoparticulas de oro
cumplen con las mejores propiedades electrocataliticas para el desarrollo de los

inmunosensores electroquimicos.

Se logrd la obtencion del nanoconjugado de nanoparticulas de oro con la HA del virus de
la influenza A HIN1 y el nanoconjugado para el subtipo H5N1, para ser utilizados como

bioreceptores en el desarrollo de los inmunosensores electroquimicos.

Se logrd el desarrollo y caracterizacion de los inmunosensores electroquimicos para la
deteccion de la HA de los virus de la influenza A HIN1 y H5NL1.

Se determind ambos inmunosensores electroquimicos tienen la sensibilidad para detectar
50 ng/mL de la HA en muestras de fluidos bioldgicos suplementadas, como suero e

hisopado nasofaringeo.

Se determind que, bajo condiciones controladas, los inmunosensores electroquimicos
desarrollados basados en los SPCE presentan reproducibilidad, sensibilidad y
especificidad para la deteccion de la HA de los subtipos del virus de la influenza A HIN1
y H5N1.
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10. PERSPECTIVAS

Los inmunosensores electroquimicos desarrollados lograron demostrar ser una
prueba de deteccion sensible y especifica de los virus de la influenza A HIN1 y H5N1,
mediante la deteccion de la HA correspondiente en diferentes medios, como buffer de
fosfatos y en muestras de fluidos bioldgicos, como suero e hisopado nasofaringeo. Con el
objetivo de lograr la validacion de estos sistemas como pruebas de deteccion viral, es
necesario que se analicen muestras que sean positivas 0 que presenten agentes pseudovirales
para los diferentes subtipos del virus de la influenza A abordados en este proyecto, asi como
aumentar el nimero de muestras analizadas y el limite de deteccion mediante el uso de
evaluaciones electroquimicas complementarias como lo es la espectroscopia de impedancia

electroquimica.
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