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3.1. Introduccion

El término sensor se emplea para describir a un dispositivo que detecta o mide una
propiedad fisica (o quimica) y la registra, muestra y, en todo caso, responde a ella'; éste
dispositivo dispone de un transductor, el cual se encarga de transformar un cambio
observable (fisico o quimico) en una sefial que pueda ser medida. Dentro del mundo de los
sensores quimicos existe una clase especial denominada Biosensores, el cual es un
dispositivo que incorpora un elemento sensor biologico conectado a un transductor'.
Mientras que un inmunosensor, es un tipo de biosensor en el cual se integra una reaccion
inmunoquimica (antigeno-anticuerpo) a un transductor solido que, al presentarse un
reconocimiento bioldgico por parte del elemento inmovilizado sobre este transductor,
generard una sefial claramente diferenciable; de alli que este tipo de dispositivo puede
acoplarse a un amplio nimero de técnicas del arsenal que generalmente se emplean en la
quimica. Particularmente para el caso de los inmunosensores electroquimicos, de los cuales
nos dedicaremos en este capitulo, las sefiales son generadas mediante reacciones de 6xido
reduccion que ocurren sobre la interfaz electrodica o que se llevan a cabo en la cercania de
esta interfaz pero que, de manera directa o indirecta, hacen llegar a la superficie electrodica
la carga involucrada en el proceso redox de las reacciones inmunolédgicas bajo estudio; de
esta manera la inmuno-reaccion es detectada a través de técnicas electroquimicas que
implican medidas conductimétricas, amperométricas, potenciométricas, voltamperométricas
y capacitivas. Adicionalmente, dada la alta especificidad de las sustancias involucradas y
que se promueven en el elemento sensor, por ejemplo interaccion antigeno—anticuerpo, los
inmunosensores son muy selectivos, sensibles y especificos, proceso que se ve potenciado
con la incorporacién de nanomateriales (NMs) al sistema, los cuales incrementan el area
efectiva de contacto con las biomoléculas, promueven reacciones electrocataliticas y de
transferencia de carga y mejoran los limites de deteccion y cuantificacion del método a
emplear en la determinacion del analito de interés.

Estos NMs pueden ser incorporados al inmunosensor a través de modificaciones fisicas (por
ejemplo: aplicacion de oro coloidal) y/o quimicas (por ejemplo: deposicion de nano-
particulas (NPs) metalicas de plata) de las superficies electrodicas, lo cual puede llevarse a
cabo mediante la inmovilizacion directa de nanotubos, NPs magnéticas, deposicion
electroquimica de diferentes metales (de manera individual o en compania de otros metales),
uso de nanogeles (por ejemplo: geles de quitosano modificados con NPs de oro), incorpora-
cién de macrociclos, generacion de nanoclisteres o puntos cudnticos, entre otros. Estas
modificaciones superficiales del sistema transductor tienen como objetivo mejorar el
proceso de transferencia electronica (o de carga), brindar mayor area superficial (incremen-
tando la carga del elemento sensor) y de contacto para mejorar la interaccion de los
materiales bioldgicos utilizados en el inmunosensor como anticuerpos, enzimas, proteinas y
hasta ADN (aunque en ese caso se trataria de un genosensor antes que un inmunosensor) y
mejorar la respuesta general del transductor (corrientes de fondo y relacion sefial/ruido).

Dentro de las aplicaciones potenciales de los inmunosensores electroquimicos se ha
reportado el desarrollo de inmunosensores para aplicaciones analiticas en el campo de la
ciencia de la salud, medio ambiente, agricultura, alimentos y en el campo militalz"‘, entre
otros, siendo el reto actual el desarrollo de sistemas cada vez mas pequefos, livianos,
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robustos y capaces de detectar una gran variedad de analitos simultdneamente y de manera
especifica. Dado el creciente desarrollo y evolucion de la nanotecnologia y los NMs
compuestos, se considera que en unas décadas se podra romper la barrera del desarrollo de
dispositivos portatiles hacia la produccion de inmunosensores in situ. Por ahora se ha
dedicado mucha atencion al desarrollo de inmunosensores para el area de las ciencias de la
salud, en especial empleando biomarcadores de diferentes tipos de cancer™®, tal y como ha
sido reportado por Ronkainen y Okon’. Sin embargo, ain no se disponen de inmuno-
sensores electroquimicos comerciales, posiblemente por las limitaciones propias del
proceso de modificacion superficial con NMs, los cuales requieren de controles muy
delicados del proceso de incorporacion (o deposicion reproducible) de las NPs al
transductor, aunado al establecimiento de protocolos confiables de producciéon en masa
que garanticen la inmovilizacidn reproducible de los sistemas reporteros sobre las superfi-
cies electrodicas.

Aspectos adicionales son los costos y disponibilidad de grandes cantidades de los bio-
marcadores, enzimas, proteinas recombinantes, anticuerpos y NMs en general, los cuales
deben ser adquiridos, por ahora, de laboratorios altamente especializados; sin embargo, este
es un aspecto que pudiese solventarse una vez establecidos los protocolos de produccion y
mantenimiento de todos los insumos para la preparacion de los inmunosensores.

3.2. Funcionamiento

Siendo que un inmunosensor es un sensor de afinidad, éste puede concebirse como un tipo
de transductor quimico en el cual la reaccién antigeno-anticuerpo es utilizada para obtener
una medida con alta sensibilidad y selectividad, de alli que en el diagrama de bloques global
del inmunosensor electroquimico, éste transductor (electrodo) ha de ser modificado con el
sistema de reconocimiento y acoplado al resto del sistema, tal y como se muestra en la figura
3.1, y debe generarse un cambio electroquimico en el sistema de manera de relacionar
cuantitativamente la sefial (empleando un potenciostato/galvanostato) con la concentracion
del analito, o simplemente verificar la presencia de éste en el suero del paciente analizado.

De alli que el principal inconveniente que se debe resolver en los inmunosensores electro-
quimicos esta relacionado con la amplificacion de la sefial electroquimica en el transductor,
la cual proviene de la reaccion inmunoldgica antigeno-anticuerpo; sin embargo, dado que en
términos generales ni el anticuerpo ni el antigeno son electroactivos (no responden a
cambios de potencial o corriente), se hace necesario establecer estrategias para solventar este
inconveniente.

tL"""-
j "’r

Fig. 3.1: Representacion del diagrama de bloques de un inmunosensor electroquimico.
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En tal sentido éstas han sido dirigidas a:

(i) incorporar NPs metélicas para mejorar el proceso de transferencia de carga y
aprovechar interacciones quimicamente favorables, como las que ocurren entre el
segmento amino de una proteina y el oro metalico, para facilitar la inmovilizacion
del anticuerpo sobre el transductor electroquimico® y ademas mejorar las propie-
dades electroquimicas del transductor (disminucion de la relacion sefal-ruido).

(ii) modificar anticuerpos secundarios con enzimas reporteras para monitorizar la reac-
cion redox de la enzima, evaluar la inhibicion de la respuesta catalitica con su sustrato
0, en algunos casos, evaluar los productos electroactivos de la reaccion enzimatica.

9
(iii) emplear marcadores macromoleculares redox .

(iv) implementar estratégicas que no involucren el seguimiento de la transferencia de
carga a través del uso de técnicas que registren los cambios capacitivos (resistivos) o
disponer de anticuerpos modificados con NPs magnéticas.

La interaccion irreversible antigeno (Ag)—anticuerpo (Ab) se lleva a cabo gracias al
reconocimiento quimico de los epitopes antigénicos por parte del anticuerpo especifico a
este antigeno, formando de esta manera el complejo Ag-Ab deseado. Actualmente, y
gracias al desarrollo de la ingenieria genética, se emplean antigenos genéticamente
modificados (hormonas o proteinas) para ciertas enfermedades, los cuales garantizan que
interactuaran con anticuerpos monoclonales especificos de la enfermedad para la cual se
desarrolla el inmunosensor. Como se indicd anteriormente, la interaccion Ag-Ab no
genera una reaccion redox que se pudiese monitorizar, por lo que para solventar este
problema se pueden “marcar” los anticuerpos con una enzima (figura 3.2a) que sea
estable, muestre una transferencia electronica rapida y mantenga su actividad en el tiempo.

Las enzimas mas utilizadas son glucosa oxidasa (Gox), peroxidasa de rabano picante (HRP)
y fosfatasa alcalina (ALP). En el mejor de los casos se modificara el anticuerpo con alguna
de estas enzimas™'™" y se procedera a cuantificar la respuesta del sistema (figura 3.2b)
directamente, aunque en otras ocasiones se hace necesario emplear anticuerpos secundarios
(anti-IgG) marcados'? (figura 3.2¢) para lograr las mediciones analiticas.

Una vez que se genere el ciclo redox, al ponerse en contacto el inmunosensor electro-
quimico con la muestra de suero del paciente, la solucion portadora de los anticuerpos de
una determinada enfermedad o el sustrato de la enzima marcadora (rara vez se emplea

.- - Antigeno
’ Anticuerpo
& Anticuerpo marcado
Erip - COf enzima reportera

(£ (B) (C) Anticuerpo Ant1 [gG
matcadn con ensma

Fig. 3.2: Representacion de los procesos de preparacion de inmunosensores electroquimicos sobre superficies
de NPs de oro.
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directamente muestras de sangre debido a la presencia de otras proteinas y macro-
moléculas existente en una matriz tan compleja como esta), y ocurra la transferencia de
carga en la interfaz electrodo/solucion, el amplificador (generalmente un potenciostato/
galvanostato o circuito de amplificadores operacionales equivalentes) procedera a registrar
este proceso generando una senal medible y procesada a través del programa adecuado,
produciendo una sefial en voltaje, corriente o impedancia, la cual serd utilizada para

cuantificar el analito o simplemente confirmar la presencia de una determinada enferme-
dad.

3.2.1 NPs y NMs en inmunosensores electroquimicos

Como puede apreciarse de este libro, el campo de las NPs y NMs es un tema en continuo
desarrollo, en el cual se publican a cada momento novedades y aplicaciones en el campo de
los sensores, en especial de los biosensores; de alli que es probable que los lectores perciban
la ausencia de algunos materiales empleados en esta area, sin embargo se intentara brindar
una nocién de aquellos elementos o materiales que son mas empleados en el desarrollo de
inmunosensores electroquimicos.

En cuanto a la incorporacién de NMs y NPs™ a los transductores electroquimicos, la
literatura muestra que se ha evaluado un grupo muy amplio de ellos™® pudiéndolos clasificar
en: nanotubos de carbono y sus aldtropos, puntos cudnticos, nanocables, NPs semiconduc-
toras, NPs metalicas y nanocompositos .

Uno de los NMs mas reportados en la literatura para la elaboracion de inmunosensores son
los nanotubos de carbono de pared simple (CNTs) o multiple (MWCNTSs), pudiéndose
inclusive conseguir electrodos modificados con estos NMs y NPs de forma comercial, como
por ejemplo los fabricados por empresas como la espafiola Dropsens. Estos materiales han
sido inmovilizados directamente sobre las superficies electrodicas (transductor) o
empleando diversas matrices poliméricas fabricadas de manera reproducible. Su uso se ha
extendido gracias a que estos materiales poseen grandes areas superficiales (incrementando
la cantidad biomoléculas disponibles para la formacién del inmunocomplejo), altas
conductividades y velocidades de transferencia electronica, ademds pueden ser modificados
quimicamente posibilitando la incorporacion de grupos funcionales que sirvan de sitios de
anclaje para proteinas, enzimas o anticuerpos, facilitando de esta manera el proceso de
reconocimiento de los antigenos o anticuerpos de interés e impulsando la mejora de los
limites de deteccion de los mismos'®"”. Sin embargo, todavia se requiere de una mayor
investigacion fundamental sobre el uso de nanotubos simples y multicapas, pues mientras
algunos autores consideran que los primeros ofrecen mejores resultados y facil manejo
experimental, otros consideran que los segundos ofrecen mayores ventajas y favorecen la
transferencia electronica durante la respuesta del inmunosensor, aunque algunos investiga-
dores consideran que los MWCNTSs poseen areas superficiales menores, limitando la
interaccion con los elementos bioldgicos macromoleculares, ademas se complica la modifi-
cacion quimica y su control, favoreciendo la agregacion de los nanotubos y disminuyendo
su eficiencia’®.

En cuanto al alétropo del carbono més empleado, el grafeno, éste presenta la ventaja de
tener una mezcla de propiedades entre el grafito (y sus posibilidades de presentar una
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variedad de grupos funcionales en su estructura) y los nanotubos de carbono (area
superficial muy grande). Al tratarse de laminas planas se favorece la inmovilizacion de
proteinas y de otras macromoléculas bioldgicas ampliando el espectro de inmunosensores a
desarrollar. Ejemplos novedosos en los cuales se emplean estos NMs implican electrodos
tipo FET (transistores de efecto de campo) en los cuales las superficies semiconductoras son
modificadas con nanotubos de carbono multicapas sobre las cuales se adsorben o enlazan
covalentemente anti-cuerpos anti IgG, permitiendo alcanzar limites de deteccion del orden
de los pg/mL"®. Existe un grupo interesante de nanotubos de carbono conocidos como nano-
cuernos y nanoconos de carbono que en realidad son laminas agregadas de grafeno”, estas
superficies han mostrado ser adecuadas y sensibles para la generacion de un inmunosensor
para hepato-toxinas, en especifico para microcistina con leucenina y arginina (L-R). Asi, Ju
et al*® reportaron la inmovilizacion covalente de la microcistina a través de los grupos
acidos presentes en la punta del cono del nanotubo; este agregado se empled para impregnar
la superficie de carbon vitreo y para posteriormente finalizar el ensamblaje del inmuno-
sensor empleando anticuerpos anti-MC-LR marcados con HRP. Las respuestas voltam-
perométricas de pulso diferencial de soluciones de diferente concentracion de la MC-LR
(0,05 a 20 pg/L) fueron registradas con un limite de deteccion de 0,03ug/L. También se han
reportado el uso de nanotubos de carbono dopados con nitrogeno (CNx-MWNTs) los cuales
han sido utilizados para formar andamiajes con NPs de oro siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente, lograndose obtener una respuesta lineal para concentraciones de
MC-LR entre 0,005-1 ug/L*'". Otro tipo diferente de NPs derivadas del carbono corresponde
a los nanodiamantes™, las cuales han mostrado que cuando son inmovilizadas sobre
superficies electrddicas de oro o diamante dopados con boro, incrementan las sefiales redox
de diferentes especies, caracteristicas estas que las hacen excelentes candidatas para elaborar
inmunosensores electroquimicos en los cuales la sefial redox de la molécula reportera sufre
complicaciones para ser detectada o en aquellos sistemas donde la cinética de transferencia
electronica sea lenta. Recientemente, Foord e al** reportaron la determinacion de L-
glutamato mediante la inmovilizacion de glutamato oxidasa sobre superficies de diamante
dopado con boro y sobre superficies de nanoplacas (del inglés nano-platelet) ambas modifi-
cadas con NPs de platino, estos electrodos mostraron ser mas sensibles y con un desempefio
muy superior cuando se compara con otros sistemas reportados en la literatura, ademas, los
que emplearon diamante, generaron menores corrientes de fondo y mayor estabilidad en el
tiempo.

Con relacion a los puntos cuanticos, éstos son nanocristales o NPs inorganicas semi-
conductoras cuyas propiedades especiales de electroluminiscencia los hacen excelentes
candidatos para sustituir tintes y materiales fluorescentes, caracteristicas estds que los
catapultan como excelentes opciones para desarrollar sensores Opticos para la deteccion de
cancer’ y el desarrollo de otros tipos de inmunosensores™, tal y como puede apreciarse del
trabajo reportado por Su et al.*® quienes evaluaron un inmunosensor hibrido tipo sandwich
combinando NPs de 6xido de hierro y puntos cuanticos de grafeno y proteinas de apoferri-
tina incorporados como un anticuerpo secundario.

Otro grupo de NMs corresponde a los nanocables y las NPs metalicas. Los nanocables son
nanoestructuras que llegan a presentar longitudes tipicas de un micrémetro, éstos han sido
sintetizados de metales puros (Pt, Au, Cu, Ni, Cd), 6xidos metélicos (Fe, Zn, Ti), semi-
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conductores (Si, InP, GaN) y aislantes (SiO2, TiO2). Por su parte, las NPs metélicas"
corresponden a particulas individuales o algunas veces a clusteres de los metales puros o,
principalmente, 6xido de hierro (II). En términos generales, las NPs metdlicas pueden ser
incorporadas a los inmunosensores electroquimicos con la finalidad de modificar la
superficie electrodica, modificar anticuerpos que no se enlazan directamente con la
superficie electrédica y como facilitadores de la transferencia de carga de manera tal de
promover la generacion de una sefial medible en el electrodo de trabajo’’.

De entre las NPs metélicas, la mas empleada en el campo de los inmunosensores
electroquimicos son las NPs de oro y el oro coloidal, su uso no solo se debe a la facilidad de
aplicacion sobre los transductores (caso oro coloidal) y capacidad de generarlos experi-
mentalmente con una distribucién de tamafio estrecha, sino también porque facilita la
transferencia electronica entre la biomolécula y la superficie electrodica, ofrece excelente
actividades cataliticas™ e interaccién con un amplio espectro de proteinas, péptidos y
enzimas.

El uso de NPs de oro no es novedoso en el campo de los biosensores™* ya que es muy
comun trabajar con superficies electrédicas de oro o con depositos de oro debido a que las
caracteristicas quimicas de este elemento (y sus micro y NPs) favorecen diferentes tipos de
interacciones (electrostaticas, hidrofobicas y enlaces covalentes) con compuestos tipo tioles,
grupos aminos™ " y otro conjunto importante de grupos funcionales y moléculas. Tal y
como se menciond anteriormente, las NPs de oro se pueden inmovilizar facilmente sobre
diferentes superficies electrodicas tanto por impregnacion (por colocacion de gota o capa
por capa) como por deposicion potenciostdtica, aunque la literatura muestra algunos
ejemplos en los cuales se han preparado sistemas de nanocompositos hibridos™ (organicos-
inorgénicos) como por ejemplo Fe;O4/Au, a partir de particulas de Fe;O4 modificadas con
tioles®®, los cuales han mostrado excelente biocompatibilidad y alta estabilidad en el tiempo.

También se han empleado NPs de otros metales® en los que destacan Pt, Ag y Cu’®; esto se
ha logrado siguiendo protocolos de deposicion que van desde la aplicacion de pulsos
potenciostaticos a partir de soluciones diluidas hasta la modificacion superficial tipo
sandwich sobre superficies de grafeno, carbon vitreo, grafito y platino. Otro aspecto
importante que se traslada de la experiencia de los biosensores, es que la morfologia de la
NPs metalicas afecta su rendimiento (estabilidad y utilidad), por lo que es de esperarse que
tenga el mismo comportamiento cuando se emplea en la preparacion de inmunosensores
electroquimicos, ya que sus propiedades cataliticas, densidad y area especifica cambian para
cada tipo de morfologia, tal y como se ha reportado para el caso de platino™**’ y para el caso
de electrodos tipo FED (emisores de campo).

Por otro lado, existe otro conjunto de materiales como los polimeros conductores, iones
liquidos y polielectrolitos los cuales también han sido utilizados para modificar las
superficies electrodicas buscando mejorar la respuesta del inmunosensor y ademas favorecer
la incorporacién de NPs creando sistemas nanoestructurados. Las NPs pueden incorporarse
en una solucidn de estos materiales, a la superficie del transductor por aplicacion directa, al
aplicar potenciales adecuados para que ocurra la deposicion del polielectrolito e incluso por
ciclado del potencial induciendo la electropolimerizacion de sustancias como pirrol o
anilina. También se han modificado diferentes superficies electrodicas a través de la técnica
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sol-gel o encapsulados en diferentes polimeros y biopolimeros. Adicionalmente, se han
utilizado métodos de modificacion superficial méas complejos que involucran la incorpo-
racion de CNTs, los cuales han sido previamente funcionalizados en sus extremos y
posteriormente modificados covalentemente con péptidos, para proceder a reconocer y
capturar células sobre la superficie electrodica

3.2.2. Vinculacion con el transductor

Uno de los inconvenientes en el desarrollo de inmunosensores electroquimicos proviene
de las dificultades de obtener transferencias electronicas directas entre el elemento
bioldgico (por ejemplo enzimas) y la superficie electrodica, dado que, por ejemplo, los
centros redox se encuentran alojados a lo interno de la enzima o recubiertos de cadenas
carbonadas complejas (capas proteicas) que imposibilitan o inhiben la transferencia elec-
tronica. La mejor manera de solventar esta situacion es empleando NPs o NMs como
nanotubos de carbono, ya que estas, gracias a su alta conductividad y gran area superfi-
cial especifica, actian como conductores eléctricos entre la enzima (adsorbida o enlaza-
da covalentemente al nanotubo) y el transductor.

En el inmunosensor, el transductor corresponde a la superficie electrddica, de alli que el
proceso de incorporacion del elemento sensor a esta superficie puede realizarse de
diferentes maneras. Generalmente, tanto el anticuerpo como el antigeno pueden llegar a
fijarse directamente sobre las superficies metalicas (Au, Pt) o de carbono, para ello se
colocan pequefias cantidades de alguno de estos componentes biologicos en soluciones
tamponadas dejandose reducir su volumen en una atmosfera de nitrégeno o argdn,
posteriormente se deben realizar pruebas a la superficie modificada, como por ejemplo
caracterizando la respuesta de una cupla redox conocida, tipo ferrocianuro de potasio o
hidroquinona, para verificar la eficiencia de la inmovilizacion, seguidamente se
requerira de membranas o peliculas poliméricas delgadas para evitar la degradaciéon o
desprendimiento de este elemento biologico de la superficie electrddica; en términos
generales los procesos de inmovilizacion directa sobre la superficie electrodica tienden a
ser menos estables por lo que tienden a proporcionar bajos limites de deteccion y son
poco reproducibles. Otros procesos de incorporacion del elemento sensor requieren de
modificaciones previas a la superficie, asi por ejemplo se han incorporado nanotubos de
carbono sobre superficies de carbdn vitreo por impregnacion (se crea una dispersion de
los nanotubos en una solucién o gel polimérico) directa y sobre éstas nanoestructuras se
inmovilizan covalentemente antigenos especificos para la deteccion de cancer’ monito-
rizando, por ejemplo via voltamperometria de pulso diferencial, las corrientes de oxida-
cion de los residuos aminoacidos aromaticos (tipo tirosina y triptéfano), aunque también
se han reportado la incorporacion de nanotubos de carbono preparando electrodos de
pasta de carbdn o al tenerlos dispersos en el medio al cual se le modificara la superficie
mediante electropolimerizacion; en otros casos sobre el transductor se depositan NPs de
oro a las cuales se les incorporan cadenas de diferentes tamafios de tioles y sobre estas
superficies modificadas se incorpora el antigeno o anticuerpo, aunque hay estrategias
que implican la modificacion de transductores de oro con ditioles sobre los cuales se
incorporan NPs de oro y sobre estas NPs se inmovilizan los anticuerpos formando
estructura tipo sandwich, también se han aprovechado las caracteristicas electrostaticas
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de las NPs de oro cuando se encuentran en suspension, adsorbiendo directamente estas
particulas cargadas sobre la superficie electrddica, la cual ha sido previamente modifi-
cada con materiales cargados positivamente (por ejemplo: peliculas de quitosano proto-
nado) para posteriormente colocar suspensiones de NPs de oro cargadas (en citrato) o en
otros casos co-depositando las NPs de oro dispersas en una soluciéon de quitosano sobre

. . 41
superficies de carbon vitreo y oro™ .

Tal vez el método mas comun de inmovilizacion del elemento sensor al transductor
proviene de la metodologia bioldgica denominada ELISA (figura 3.3). Bajo este
proceso, en vez de emplearse pozos de poliestireno*? sobre los cuales se deposita el
antigeno recombinante en el ELISA modificado, la inmovilizacién del antigeno se
realiza sobre la superficie electrodica y luego se procede a colocar en contacto el
transductor modificado con el suero del paciente o con la solucién contentiva de los
anticuerpos necesarios para formar el inmunocomplejo, procediendo a confirmar la
formacion del mismo a través del uso de anticuerpos secundarios marcados con una
enzima reportera, la cual, dada la reaccion especifica entre los anticuerpos, reaccionara
con su sustrato y se procedera a registrar la respuesta redox por alguna técnica
electroquimica (figura 3.4).

Estos sistemas requieren del uso de mediadores redox (sustancias que sufren reacciones
de transferencia electronica rapidas y simples) que faciliten el transporte de la carga
desde la enzima reportera hasta la superficie electrddica, tales como ferricianuro de
potasio, hidroquinona, derivados de ferrocenos acidos, etc., de que la interaccion y
dispersion de estos mediadores en el sistema de reconocimiento y la superficie electro-
dica debe ser optimizada también.

Acoplamiento

(1) Inmovilizacion Acoplamiento de Revelado del com-
antigeno (ag) y (2) IgG especificos anti IgG humanas plejo inmunolégico
bloqueo (bl) del para ¢l antigeno acopladas a HRP con peroxido de
micropozo inmovilizado hidrégeno y TMB

Deteccion
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TMB TMB"™ + 2H'
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Fig. 3.3: Representacion del proceso de inmunoensayos tipo ELISA.
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La literatura® también muestra casos donde no se requiere marcar los componentes biol6-
gicos que actlian como reporteros de la reaccion del inmunocomplejo, empleando para ello
técnicas que no miden la transferencia electronica sino efectos asociados a la resistencia del
sistema (impedancia, capacitancia y medidas de conductividad) y, mas recientemente, el uso
de NPs magnéticas.
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Fig. 3.4: Representacion del proceso de inmunosensor electroquimico para la enfermedad de Chagas siguiendo
el inmunoensayo tipo ELISA'>*,

3.2.3. Comentarios sobre la reaccion inmunobiologica

Como se ha definido desde un principio de este capitulo, los inmunosensores se fundamen-
tan en la especificidad del reconocimiento molecular de los antigenos por los anticuerpos,
también conocidos como inmunoglobulinas (Ig) y que son glicoproteinas, para formar un
complejo estable; asi, el antigeno posee zonas o regiones de interaccidon quimicamente
reconocidas por las cadenas ligeras de los anticuerpos.

Los epitopes antigénicos (resaltados en rojo) seran los responsables de interactuar con
las regiones variables de los anticuerpos, las cuales se encuentran entre las cadenas
polipéptidicas pesadas (representadas en gris) y las cadenas ligeras (en rojo), generando
la clasica forma de “Y” de los anticuerpos. Cuando se presenta este tipo de interaccion
una manera de establecer la efectividad de la misma es mediante la realizacion de un
inmunoensayo enzimatico, lo cual implica que el anticuerpo se modificara incorporando
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una enzima que serd la responsable de reaccionar con su sustrato generando un producto
cuantificable, que para el caso de los inmunosensores electroquimicos debe ser una
especie electroactiva.

Existen dos tipos de anticuerpos, conocidos como monoclonales y policlonales; los del
primer tipo son producidos a partir de un tipo de célula inmune y muestran una mayor
sensibilidad y selectividad que los policlonales, mientras que los tltimos tienen una afinidad
por el antigeno diana, aunque pueden dirigirse a diferentes sitios de unién y, por consi-
guiente, pueden mostrar diferentes afinidades de union.

En cuanto a la inmovilizacion del antigeno y del anticuerpo se lleva a cabo por dos procesos
denominados como competitivos y no-competitivos; en el primero de ellos el antigeno se
une al anticuerpo que ha sido inmovilizado sobre la superficie electrddica, formandose una
configuracion tipo sandwich con otro anticuerpo marcado con una enzima, en el segundo
proceso, el anticuerpo y el correspondiente antigeno (marcado con una enzima) se
encuentran inmovilizados sobre la superficie electrddica, asi al agregar el antigeno sin
marca, se genera una competencia por los anticuerpos inmovilizados en el transductor,
disminuyendo la sefial enzimatica y permitiendo de esta manera cuantificar la cantidad de
analito presente. Es por ello que para garantizar la inmovilizacion de estos componentes
bioldgicos se deben tener en cuenta factores como la orientacion adecuada del anticuerpo
(evitando impedimentos estéricos), la fuerza io6nica y pH del medio (pues se trata de
interacciones débiles, electrostaticas y de van der Waals), la ausencia de especies que
tiendan a inducir la agregacion de los anticuerpos (se debe tratar de garantizar un exceso
relativo de anticuerpos comparado a la concentracion de antigenos), tiempo de incubacion y
aquellas consideraciones cinéticas (avidez, tipo y calidad del anticuerpo) que afecten la
reaccion de equilibrio de formacion del inmunocomplejo.

También existe la posibilidad de detectar proteinas sin ningln tipo de marcaje (label-free),
para lo cual el uso de NMs como los nanotubos de carbono, responsables de aportar las
propiedades eléctricas y de transferencia electronica, mecanicas y de area superficial
necesaria para permitir la deteccion del inmunocomplejo Ab-Ag, constituye un excelente
alternativa, aunque estos sistemas han funcionado mejor empleando la técnica de
espectroscopia de impedancia y empleando transductores semiconductores de campo.

Otro aspecto a tener en cuenta se refiere a las dificultades que pueden presentarse cuando se
trabaja con antigenos y anticuerpos, pues al ser una reaccion estero-especifica se requiere
que la estructura tridimensional de la proteina no se vea afectada durante el proceso de
inmovilizacion. Adicionalmente, esta reaccion se debe llevar a cabo bajo condiciones tales
que aseguren las propiedades fisicoquimicas de los mismos, de alli que si el reconocimiento
se basa en el uso de proteinas diana, se deben evitar reacciones cruzadas (lo cual se logra al
emplear antigenos genéticamente modificados) o pérdida de la actividad de la proteina,
mientras que si el proceso implica la inmovilizacion de lisados celulares y su posterior
identificacion mediante el uso de anticuerpos secundarios marcados, la concentracion de los
componentes diana sobre la superficie electrodica asi como el uso de anticuerpos no
selectivos, afecta la respuesta del sistema™.
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3.3. Preparacion y caracterizacion
3.3.1. Modificaciones superficiales

El biopolimero quitosano es un excelente material para ser empleado en la modificacion de
superficies electrodicas'’, ya sea por deposicion capa por capa o por electrodeposicion
electrostatica, ofreciendo una superficie porosa y estable para la formacion y/o codeposicion
de NPs. Estas peliculas se forman al aplicar una solucion (generalmente al 1%) ligeramente
acida de este biopolimero sobre la superficie electrddica y dejando que se forme la pelicula
por simple remocion del solvente en una atmoésfera de nitrogeno o aplicando potenciales
catddicos no muy extremos, y que dependen del tipo de material electrodico del transductor.
Si, por ejemplo, se trata de carbon vitreo, el potencial no debe ser superior a los -1,4 V vs
SCE, puesto que a potenciales mas catodicos se favorece la reaccion de evolucion de
hidrégeno y las peliculas no recubren uniformemente la superficie, generando respuestas
poco reproducibles'>*. También pueden crearse dispersiones de NPs en soluciones de
quitosano y proceder a co-depositar ambos sobre la superficie, en este caso las soluciones
deben ser frescas para tratar de evitar la generacion de cluster o agregados superficiales.

También se han empleado otros materiales poliméricos sintéticos como polivinil-pirrolidona
o poliestireno, en todo caso lo que se busca es realizar la sintesis de la nanoparticula en la
matriz polimérica ya sea por la reduccion (quimica o electroquimica) de la sal del metal
disuelto en el medio polimérico o por evaporacion del metal sobre la superficie polimérica,
aunque también se han reportado el atrapamiento de NPs al realizar la polimerizacion in situ.

La literatura muestra también ejemplos en los cuales se han depositado capas de compositos
oro-azul de Prusia sobre superficies de carbon vitreo, sintetizados a partir de 4cido
cloroatirico y ferrocianuro de potasio*®, empleando voltamperometria ciclica. Otra estrategia
para incorporar NPs de oro a diferentes superficies electrodicas implica el uso de
modificadores tipo tionina, los cuales se absorben electrostaticamente sobre la superficie;
posteriormente se coloca una dispersion de NPs de oro, repitiendo este procedimiento capa
por capa’’. Este proceso permite incorporar diferentes tipos de NPs metalicas o nanotubos
de carbono al transductor. Una variante a este tipo de modificacion implica la incorporacion
inicial a la superficie electrodica de NPs de oro y la posterior adicion de anticuerpos sobre
esta superficie, ya sea por adsorcion directa induciendo enlaces covalentes, por incorpo-
racion de espaciadores funcionalizados que interactiien con la NPs de oro y con algin grupo
o segmento de la cadena proteica del anticuerpo, creando NPs de oro conjugadas, o median-
te el uso de glico-nanoparticulas (NPs de oro recubiertas con carbohidratos antigénicos), las
cuales pueden interactuar directamente con células o antigenos previamente colocados sobre
la superficie electrodica.

También se ha reportado® la incorporacion de NPs de plata en silica mesoporosa (SBA-15)
las cuales pueden ser luego dispersadas sobre superficies de carbon vitreo mostrando una
respuesta reproducible para la deteccion de agua oxigenada.

Como se menciond anteriormente, también es factible incorporar NMs mediante la
dispersion de éstas en una solucion contentiva del monomero adecuado (pirrol, anilina,
tionina, tiofeno, etc.) con la posterior electropolimerizacion de éste mediante la aplicacion de
un pulso de potencial o ciclado de potencial. Las respuestas del inmunosensor dependeran
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del espesor de la capa y el tipo de nanoparticula inmovilizada, aunque esta es una técnica
realmente simple de modificacion, la mayor preocupacion radica en la posibilidad de
desnaturalizar el anticuerpo y la consecuente pérdida de actividad®.

3.3.2. Evaluacion por técnicas electroquimicas

Cuando se inmoviliza el antigeno o el anticuerpo sobre la superficie electrodica que sirve
como transductor en el inmunosensor electroquimico, este proceso induce la creacion de una
nueva interfaz (electrodo/superficie modificada/solucion) modificando las corrientes
capacitivas del sistema electrodico (en comparacion con la superficie sin modificar). Este
cambio no genera procesos faradaicos y, por lo tanto, la corriente neta del sistema se hace
cero, de alli que la simple modificacion pudiese ser registrada mediante experimentos de
voltamperometria ciclica (como un aumento de las corrientes capacitivas) o, preferible-
mente, mediante el uso de la espectroscopia de impedancia electroquimica. Estas técnicas
electroquimicas permitirian caracterizar el proceso de modificacion superficial pero no
cuantificar la presencia de, por ejemplo, anticuerpos en la solucion de suero de un paciente
enfermo, de alli que se requiere incorporar una sustancia que sufra un proceso redox
medible o genere una especie que sea susceptible de sufrir una reaccion de transferencia
electronica, tal y como se ha mencionado en secciones previas. Asi, esta sustancia
electroactiva o la propia transferencia electronica permitirian implementar otro conjunto de
técnicas electroquimicas mas sensibles o simples las cuales harian factible el analisis
cuantitativo in o ex situ del analito de interés.

Asi, los inmunosensores electroquimicos pueden concebirse como dispositivos disefiados
para detectar las reacciones inmunoquimicas que ocurren entre un antigeno y su anticuerpo
inmovilizados sobre la superficie electrodica. Estos inmunosensores son especificos,
muestran respuestas rapidas, son estables y pueden ser miniaturizados al emplear NMs y
NPs.

Las técnicas electroquimicas mas empleadas en estos dispositivos involucran aquellas en las
que se perturba el potencial y se mide la corriente resultante del sistema. Se parte de
sistemas en donde el transporte de la carga eléctrica se debe a movimiento de especies
ionicas presentes en el medio o donde se perturba la interfaz electrodica y se registran los
cambios en la resistencia del sistema. A continuacion se describe de forma resumida el
principio y la aplicacion de estas técnicas y su vinculacion con los inmunosensores:

1.  Amperometria: es una técnica simple y que generalmente produce bajos limites de
deteccion; en la cual se aplica una perturbacion de potencial, generalmente como un
pulso simple, a la superficie electrodica desde un valor inicial bajo el cual ni la
superficie del transductor ni los componentes biologicos incorporados a éste se vean
afectados, hasta un potencial donde ocurra la reaccion redox de interés. Esta
perturbacion genera una respuesta apreciada como aumento en corriente que tiende a
disminuir exponencialmente (debido a que el consumo de la especie electroactiva es
controlada por la difusién de la misma desde el seno de la solucion a la superficie
electrodica). La corriente generada de esta manera puede relacionarse con la
concentracion tanto de antigeno o anticuerpo incorporado al inmunosensor o, en
algunos casos donde se empleen enzimas reporteras, con la concentracion del sustrato
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(oxigeno, agua oxigenada) de la enzima, llegando a producir una especie de “escale-
ra”, de la cual se obtiene la corriente limite y se relaciona con la concentracion. Los
inmunosensores amperométricos generalmente trabajan a potenciales anddicos, lo
cual pudiese, en caso de aplicar potenciales extremos, promover la degradacion de las
matrices poliméricas empleadas para inmovilizar el componente bioldgico de interés o
favorecer reacciones secundarias con los productos de la reaccion de los anticuerpos
marcados, tal y como es el caso cuando se emplean fosfatasas alcalinas y sus sustratos,
aunque la limitante principal para este tipo de inmunosensores es la sensibilidad.

Voltamperometria: en esta técnica se aplica una perturbacion de potencial de forma
lineal o trigonal a la superficie electrodica en funcion del tiempo, registrandose la
respuesta en corriente en funcion del potencial aplicado (y bajo una determinada
velocidad de barrido). Esta técnica es empleada tanto para la cuantificacion (al
relacionar la corriente pico o maximo de corriente con la concentracion de la especie
electroactiva) de las especies redox de interés como para la caracterizacion,
seguimiento y optimizacion del proceso de modificacion del transductor ya que
permite monitorizar los procesos de adsorcion superficial, caracterizar el proceso de
transferencia electronica debida a las NPs incorporadas al transductor y estudiar la
estabilidad de los inmunosensores en el tiempo. Las respuestas que se producen en
esta técnica se aprecian como hombros, picos o platod, de los cuales una persona
entrenada puede obtener informacion fisicoquimica y mecanistica sobre el proceso
redox que se lleva a cabo en el inmunosensor. Bajo el término voltamperometria se
encuentran métodos lineales, ciclicos, rotatorios, de pulso diferencial, onda cuadrada,
alterna y de despojo. Las métodos lineales y ciclicos se emplean para caracterizar las
superficies electrodicas (transductor), realizar seguimiento del proceso de deposicion
de NPs o NMs, ya sea al registrar la respuesta de cada etapa de modificacion en un
medio electrolitico o empleando una sustancia sonda (sustancia electroactiva tipo
hidroquinona de respuesta conocida), o evaluar el proceso de incorporacion de
antigenos o anticuerpos en el armado o construccion del inmunosensor. Las técnicas
de pulso (diferencial, despojo u onda cuadrada) se emplean en aquellas situaciones
donde se requieran determinar bajas concentraciones del analito (del orden de 107 M o
inferiores), disminuir las corrientes de fondo y mejorar la relacion sefal/ruido del
método de deteccion. En estos métodos la perturbacion de la superficie electrodica
sigue siendo una variacion lineal del potencial en funciéon del tiempo, aunque para
disminuir las contribuciones de las corrientes de fondo (capacitivas) sobre una
determinada rampa de potencial se superponen pulsos y se modifica el tiempo en el
cual se mide la corriente generando una respuesta de la diferencia de la corriente
versus el potencial. El método de onda cuadrada es el mas sensible y generalmente se
emplea en inmunosensores electroquimicos dedicados a la determinacion de biomar-
cadores cancerigenos (dado su bajo limite de deteccion y rapidez en la medida).

Conductimetria: en esta técnica se detectan los cambios que se producen en la
conductividad eléctrica (o conductancia) de la solucion debido a cambios en su
composicion producto de la inmuno-reaccion a potencial constante, la cual, en el caso
que el transductor haya sido modificado con NMs (por ejemplo nanotubos) es
potenciada debido a la mayor area superficial efectiva y su baja reactividad quimica,
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pudiendo estos NMs llegar a simular canales idénicos moleculares (como en las
membranas lipidicas) facilitando la medida. En el caso de los inmunosensores tipo
sandwich®™' y marcados con una enzimas, se registran los cambios en la
conductividad debido a las sustancias cargadas que se generan como producto de la
reaccion enzima-sustrato, los cuales inducen microcambios en la fuerza idnica del
medio y, por ende, en la conductividad final de la solucion. Este método es simple,
facil de miniaturizar y adaptable a las nuevas técnicas de fabricacion de electrodos y
micromaquinado; sin embargo se debe controlar muy bien el disefio de la celda para
garantizar la disposicion correcta de los electrodos. La literatura muestra que este tipo
de inmunosensores han sido utilizados en la deteccién de toxinas y patdgenos en
alimentos’.

Potenciometria: es una técnica simple fundamentada en la medicion de la diferencia
de potencial que se genera entre dos electrodos, uno indicador y otro de referencia
(cuyo valor de potencial es fijo y conocido) cuando el sistema se encuentra en
equilibrio. Este se rige por la clasica ecuacion de Nernst por lo que requiere que no
fluya corriente neta por el sistema. Bajo estas condiciones un inmunosensor
potenciométrico puede ser de membrana, en el cual se determina el potencial generado
por intercambio o acumulacion de carga eléctrica entre el sensor y la membrana, de
alli que la inmuno-reaccion Ag-Ab (uno de ellos inmovilizado en la membrana)
modificard el potencial, pudiéndose registrar el cambio de potencial versus el
logaritmo de la concentracion de reactante; también puede generarse modificando la
superficie del transductor con NPs o peliculas contentivas de éstas y determinando los
cambios de potencial al ocurrir el reconocimiento molecular o al modificarse la
concentracion de las especies en la solucion involucradas en el equilibrio quimico que
se lleva a cabo; o puede emplear los semiconductores de campo (tipo FET) monito-
rizando los cambios en la carga superficial electrodica™ . Recientemente, Kim et
al> reportaron una revision sobre el uso de electrodos basados en transistores
selectivos a iones de efecto de campo (del inglés ISFET) aplicados al area de los
biosensores. Estos se componen de tres terminales conocidos como fuente, drenaje y
puerta; en ellos el voltaje entre la fuente y el drenaje regula el flujo de corriente en el
voltaje de la puerta. Cuando estos electrodos permiten que los iones interactien con
una parte del sensor denominado “puerta”, adsorbiéndose sobre el aislante, tienden a
generar un cambio en la conductividad del transistor, la cual es proporcional a la
cantidad de iones adsorbidos, de alli que al modificar la “puerta” con receptores
moleculares o membranas selectivas a iones, se pueden desarrollar biosensores para
ADN, colesterol, inmuno-ISFET modificados con NPs de oro y en los cuales los
cambios de la reaccion inmunoquimica se monitorizo a través de cambios en el pH.

Impedancia: esta técnica permite cuantificar los procesos de adsorcion superficial a
través de los cambios en la capacitancia y resistencia de la interfaz electrodica cuando
se aplica una perturbacion sinusoidal del potencial de frecuencia variable sobre el
sistema en equilibrio; a partir de las mediciones de desfase y de amplitud de la
respuesta, es posible obtener la impedancia (Z*) de transferencia electroquimica del
material estudiado; asi, la corriente resultante tendra la misma frecuencia que el
potencial aplicado pero diferente fase. Existen varios reportes dedicados al desarrollo
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de inmunosensores impedimétricos debido a su alta sensibilidad para la deteccion de
proteinas libres de marcaje, adicionalmente la incorporacion de NPs y nanomateriales
mejora la conductividad eléctrica de la interfaz electrédica. Mediante estas medidas es
posible evaluar los cambios en la resistencia a medida que los anticuerpos se van
inmovilizando sobre la superficie electrodica, asi como también caracterizar los
procesos fisicoquimicos y de transferencia electronica que ocurren sobre el trans-
ductor, procediendo a relacionar los cambios de la impedancia con la concentracion
del biomarcador en la muestra. Esta técnica ha permitido el desarrollo de inmuno-
sensores en los cuales se han incorporado nanotubos de carbono sobre semiconduc-
tores de campo (FET) para la determinacion de Ig E, llegando a limites de deteccion
de hasta 250 pM de esta proteina™. La principal desventaja de la impedancia aplicada
a los inmunosensores radica en el tiempo que tarda la regeneracion de la superficie
electrodica una vez modificada la misma.

3.4. Aplicaciones
3.4.1. Ciencias de la salud

Gran parte de la investigacion mostrada en la literatura cientifica durante la pasada década
ha sido dirigida al desarrollo de inmunosensores electroquimicos para el area de atencion
clinica, en especial aplicaciones hacia biomarcadores tumorales y, dentro de éstos, se ha
prestado gran atencion a los antigenos prostaticos, posiblemente dada la alta incidencia de
este tipo de cancer y las limitaciones/confianza en los sistemas de deteccion temprana
existentes. El antigeno prostatico puede ser determinado en suero sanguineo ya que éste se
encuentra en forma natural en ese medio, sin embargo, en el caso de la aparicion de tumores
cancerigenos en la prostata, la concentracion de estos antigenos tiende a aumentar en el
torrente sanguineo de manera considerable. Estudios recientes reportados por la Asociacion
Americana del Cancer sugieren que niveles mayores del antigeno prostatico especifico
(APE) a los 2,5 ng/mL en sangre en pacientes masculinos mayores de 50 afios deberian
inducir a la toma de una biopsia, mientras que para pacientes menores a los 50 afios se
pueden aceptar niveles inferiores a los 4 ng/mL.
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Debido a estos niveles de concentracion tan bajos, asi como de la necesidad de disponer de
ensayos especificos, rapidos, de bajo costo y portatiles, es que los inmunosensores han
llamado la atencion de diversos investigadores y grupos de investigacion en esta area. Asi
por ejemplo, un trabajo interesante por el tipo de NPs empleadas asi como del proceso de
modificacion superficial tipo sandwich sobre el transductor, es el reportado por Chu et al.>®,
quienes funcionalizaron anticuerpos anti-APE con NPs de silica modificadas con fosfatasa
alcalina (via entrecruzamiento empleando diimidas), como inductora electroquimica para la
reduccion de iones plata, los cuales actian como amplificador de la sefial electroquimica,
dada la ausencia de mediadores en el sistema (figura 3.5), reportando de manera indirecta la
presencia de la APE por la respuesta voltamperométrica correspondiente al despojo del
metal depositado. Este sensor requirié de la modificacion inicial del transductor de oro con
un anti-APE para formar el sistema tipo sandwich; aunque el procedimiento de activacion de
la superficie electrodica luce un poco complejo, los autores reportan una buena estabilidad
del inmunosensor y resultados comparables a los obtenidos por inmunoensayos por
quimioluminiscencia, aunque la desviacion estandar reportada es baja, no se proporciona
informacion sobre la validacion de la metodologia planteada.

Una estrategia similar (electrodo tipo sandwich), pero con mejores resultados, fueron
obtenidos por Yan et al.”’, quienes emplearon agregaciones de NPs de plata sobre nanotubos
de carbono carboxilados formando nanohibridos funcionalizados, los cuales se hicieron
interactuar con la proteina estreptavidina y el anticuerpo adecuado (biotina anti-ACE). Este
sistema nanoestructurado se puso en contacto con electrodos serigrafiados de grafito
previamente modificados con peliculas de quitosano y que poseian ya inmovilizados
anticuerpos anti-ACE y el ACE, formando de esta manera el inmunocomplejo y determi-
nando la presencia del mismo a través de la sefal voltamperométrica anodica de despojo de
la plata. Este inmunosensor electroquimico mostrd una respuesta lineal a concentraciones de
0,1 pg/mL a 5 ng/mL y limites de deteccion del orden de los pg/mL.

Recientemente Zheng et al.>® reportaron la preparacion de un inmunosensor electro-quimico

tipo sdndwich para la determinacion de células cancerigenas en sangre, lo novedoso de este
inmunosensor no es la inmovilizacion de antigeno carcino-embrionario (ACE), una proteina
presente en tumores (cancer de colon) y en el tejido de fetos en el utero, sino la presencia
simultanea de marcadores enzimaticos y de mediadores electronicos basados en NPs de capa
externa. La estrategia de modificacion superficial implicéd la formacion de una pelicula de
quitosano por impregnacion simple de una superficie de carbon vitreo (transductor), esta
superficie posteriormente fue modificada con NPs de oro (depositadas por un pulso de
potencial) las cuales fueron estabilizadas por ciclado en medio basico, posteriormente a este
electrodo se le incorporaron anticuerpos anti-ACE, el antigeno ACE (para formar la
modificacion tipo sandwich, figura 3.6) y finalmente anticuerpos anti-ACE marcados con
peroxidasa de rabano modificados con NPs de ADN/Fe;04/ZrO,. Este inmunosensor genera
una respuesta voltamperométrica catddica con un rango dindmico lineal (0,008-200 mg/mL
de ACE) muy superior a otros inmunosensores tipo sandwich, ademas los autores indican
que el método para determinar ACE en suero humano es 100 veces mas sensible que el
correspondiente procedimiento de ELISA. Otros investigadores han empleado la misma
estrategia con NPs de silica funcionalizados con derivados
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Fig. 3.6: Representacion de un inmunosensor electroquimico tipo sandwich. Adaptada del sistema descrito por
Ganetal.”.

bipiridinicos de rutenio (III) encontrando limites de deteccion del orden de los ng/mL
(PM)™.

Una aproximacién diferente fue propuesta por Patel er al.®’, la cual implica utilizar
nanotubos de carbono de pared simple, bioconjugados como andamiajes para la inmovi-
lizacion de células o componentes biologicos de interés, de alli que se han reportado
sistemas de este tipo en los cuales se ha inmovilizado antigeno prostatico, llegando a
obtenerse limites de deteccion del orden de los 4 pg/mL para este antigeno. En otros
casos, se ha logrado estructurar sistemas complejos por incorporaciéon de una secuencia
de aminoacidos en nanotubos de carbono multiparedes que permiten inmovilizar
directamente células®™® (por ejemplo células cancerigenas)™, este tipo de modificacion
permite servir de estructura de soporte para que ocurra la fijacion de las células y, a su vez,
actie como nanosonda de reconocimiento, transduccion y para la amplificacion de la sefial
del inmunosensor.

En la busqueda por obtener inmunosensores mdas sensibles y especificos para la
determinacion de biomarcadores cancerigenos, algunos investigadores han desarrollado
diferentes métodos para determinar alfa-fetoproteinas (AFP), siendo el principal incon-
veniente sus bajas concentraciones en suero sanguineo (inferiores a 20 ng/mL). Por ello
se han evaluado diferentes estrategias (como las mencionadas en este capitulo) para
desarrollar inmunosensores electroquimicos para tal fin, inclusive empleando NPs. Un
sistema interesante implica el uso de materiales hibridos, tal y como lo reporta Gan et
al.*, quienes emplearon NPs magnéticas de Fe;O4 y Au. Bajo este sistema, el primer
componente aporta la capacidad de separar, aislar y purificar muestras bioldgicas, una
vez que estas NPs han sido unidas al componente bioldgico por la aplicacion de un
campo magnético, mientras que las NPs de oro aportan mayor area efectiva para
promover la inmovilizacion fisica de la muestra, facilitan la transferencia electronica y
mantienen la biocompatibilidad del complejo. Bajo ese concepto estos investigadores
modificaron las particulas de 6xido de hierro con (3-mecaptopropil)-trimetoxisilano de
manera de crear el material hibrido con las NPs de oro (gracias a la interaccion SH-Au),
el cual fue nuevamente modificado incorporando anticuerpos secundarios marcados con
HRP. Este bioconjugado se puso en contacto con un electrodo de carbon vitreo, el cual
fue previamente modificado con NPs de oro y anti-AFP (tipo sdindwich); la respuesta del
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inmunosensor a diferentes concentraciones del AFP fue registrada empleando hidro-
quinona como mediador, obteniendo un intervalo dindmico lineal entre 0,005-10 ng/mL
y limites de deteccion del orden de 3 pg/mL. En este trabajo resalta el proceso de rege-
neracion del inmunosensor (etapa critica de estos sistemas y donde la mayoria falla), ya
que esto se logra al aplicar un campo magnético externo, reteniendo cerca del 90% de la
corriente inicial después de 18 procesos de regeneracion.

En cuanto a sistemas de inmovilizaciéon directa, la investigacion de Arora et al.%®
muestra una metodologia interesante para desarrollar inmunosensores electroquimicos
para marcadores de cancer de pulmén. En este trabajo se modifico un electrodo de ITO
(6xido de indio-estafio) con 6xido de grafeno por el método de “spin coating”, este
electrodo fue expuesto a anticuerpos policlonales de telomerasa transcriptasa inversa
humana (hTERT) para enlazarlos covalentemente con los grupos funcionales presentes
en el oxido de grafeno y posteriormente expuestos a soluciones de hTERT y esputos de
pacientes; los procesos de ensamblaje y la respuesta de los inmunosensores fueron
evaluados por técnicas voltamperométricas y espectroscopicas (FTIR), los mismos
mostraron rangos dindmicos lineales realmente bajos (100 fg/mL a 50 ng/mL), y los
autores indican que el electrodo mantiene su actividad luego de ser empleado varias
veces, aunque no muestran evidencia de dicho proceso. Otros investigadores®® han
incorporado NPs de oro coloidal con anticuerpos monoclonales (antigenos de cancer 15-
3, 125, 19-9 y carcino-embrionario) marcados con peroxidasa de rabano (HRP) en
electrodos de grafito serigrafiado; el proceso de inmovilizacion requirié del uso de un
gel de quitosano para garantizar la estabilidad de la capa sensora donde se formara el
inmunocomplejo una vez incubado el suero del paciente. Las respuestas fueron
monitorizadas por voltamperometria de pulso diferencial a través de la reaccion de la
transferencia electronica proveniente de la HRP para cada analito, obteniendo respuestas
analiticas reproducibles y con buena precision.

Un trabajo interesante sobre la determinacion de pesticidas y agentes quimicos en
plasma es el reportado por Lin et al®’; estos investigadores desarrollaron inmuno-
sensores electroquimicos desechables modificando electrodos serigrafiados con NPs de
ZrO, y reportaron limites de deteccion del orden de 0,03 nM empleando voltampero-
metria de despojo como técnica de medicion.

3.4.2 Medio ambiente

Existe un conjunto de trabajos de investigacion relacionados con la deteccion de pesticidas
(atrazina y sus derivados) empleando inmunosensores electroquimicos, ya sea a través de
medidas amperométricas, al emplear marcadores enzimaticos, o sin marcaje, mediante
inmunosensores basados en medidas de impedancia®™. Cosnier er al.”’ reportaron la detec-
cion de atrazina mediante electrodos impedimétricos (modificando la superficie de oro con
peliculas electro-generadas de polipirrol modificadas) llegando a limites de deteccion del
orden de los 10 pg/mL. También Piro et al.%® reportaron un sensor voltamperométrico (onda
cuadrada) para este pesticida, llegado a obtener limites de deteccion del orden de 1 pM.

Otros pesticidas importantes como los organofosforados, carbamatos y glifosatos han sido
estudiados a través del desarrollo de inmunosensores electroquimicos, evaluando la
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inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE); ejemplos con sus respectivos limites de
deteccion, tipo de inmovilizacion y material electroactivo son reportados en el articulo de
revision de Sassolas et al.”’, quienes presentan un amplio espectro de técnicas, procesos y
condiciones para entender las nuevas tendencias en los biosensores para la deteccion de
pesticidas. Otras estrategias han incorporado particulas magnéticas (magneto-ELISA) a
inmunoensayos para la determinacion de atrazina y sulfometazina, asi como antibidticos en
leche y muestras de aguas’ """

Algunos trabajos sobre el uso de biosensores e inmunosensores para evaluar la calidad
de aguas muestran estudios interesantes como el reportado por Lin et al, quienes
modificaron electrodos serigrafiados de grafito con peliculas de un derivado del tiofeno
y nanotubos de carbono para la determinaciéon de nitritos en muestras de agua’.
Igualmente, se han empleado electrodos de carbon vitreo modificados con grafeno y
quitosano en la determinacion de toxinas en muestras de agua de consumo humano’®, en
particular microcistina-LR, la cual fue identificada a través de anticuerpos Anti-MC-LR
marcados con nanoesferas de carbono y HRP; este trabajo muestra una muy buena
metodologia analitica (ensayos de interferentes, andlisis de muestras reales, andlisis de
reproducibilidad) y bajos limites de deteccion. Un buen resumen sobre este tema se obtiene
del trabajo de Bojorme et al.”, quienes muestran un conjunto de informacién técnica y con
caracteristicas analiticas importantes.

Otros contaminantes importantes determinados en muestras de agua a través de inmuno-
sensores amperométricos han sido los hidrocarburos aromaticos policiclicos (por ejemplo
benzopirenos), usando electrodos de oro modificados con monocapas auto-ensambladas
(SAM) a los cuales se les incorporan anticuerpos siguiendo el esquema ELISA™®”’. Este
mismo procedimiento con anticuerpos monoclonales, pero analizando las respuestas de los
electrodos por la técnica de impedancia, ha sido reportado por Liu et al’®. Estos
investigadores evaluaron los dos sistemas, inmovilizando el antigeno o el anticuerpo sobre la
superficie del transductor, estudiando conjugados de BSA con pireno y benzopireno.
También se ha reportado la determinacion de este tipo de hidrocarburos a través de
voltametria ciclica, evaluando la cinética de la sonda ferro/ferricianuro sobre electrodos
de oro modificados con SAM, llegando a obtener respuestas lineales de la concentracion
del anticuerpo entre 2 y 96 ppm (tipica para este tipo de técnica), aunque Liu et al
reportaron que cuando se emplea pirrolquinolinquinona como sonda redox sobre
electrodo de oro modificados con SAM, el rango de concentraciones disminuye a 5 -
1000 uM. También existen reportes sobre la determinacion de derivados del fenantreno
empleando inmunosensores amperométricos preparados a partir de electrodos de grafito
serigrafiados modificados con anticuerpos monoclonales marcados con fosfatasa
alcalina’’. Estos electrodos mostraron respuestas lineales entre 5 a 45 ng/mL y en este
trabajo se estudiaron, adicionalmente, los efectos de diferentes solventes organicos,
hidrocarburos poliaromaticos y muestras de rios sobre la respuesta del inmunosensor,
encontrandose que esta metodologia ofrece una via adecuada para el desarrollo de
sensores para calidad de aguas.

3.4.3. Otras aplicaciones

En el control de calidad e identificaciéon de contaminantes en alimentos los bio-sensores
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juegan un rol preponderante; sin embargo, existen algunos ejemplos sobre el uso de inmuno-
sensores electroquimicos, como el uso de un magneto-inmunosensor electroquimico para
bifenilos policlorados (PCB) en muestras de leche”. En este estudio se evaluaron las
respuestas de dos anticuerpos, anti-PCB28 y anti-PCB77. El transductor, una superficie de
grafito serigrafiado de baja densidad, fue modificado con particulas magnéticas acopladas a
proteina G; la superficie modificada fue incubada con anticuerpos marcados con fosfatasa
alcalina inmovilizando los dos anticuerpos (de manera competitiva) y evaluando la respuesta
en presencia de naftil-fosfato como sustrato, aunque debido a lo complejo de la matriz
(muestras de leche) esta técnica se acopld a un sistema de extraccion solida, logrando
determinar concentraciones de PCB del orden de los ppb. Otras investigaciones han sido
dirigidas a la determinacién de mico-toxinas en alimentos, asi Tothill et al.*® reportaron la
deteccion de fumonisinas mediante el uso de electrodos serigrafiados de oro modificados
por la metodologia ELISA competitiva (discutida en secciones anteriores), incorporando
anticuerpos anti-IgG y exponiendo anticuerpos anti-fumonisinas marcados con HRP y
fumonisinas libres a la superficie electrodica, empleando TMB como mediador electro-
quimico y agua oxigenada como sustrato de la HRP, obteniendo rangos lineales de respuesta
en concentracion entre 10 — 1000 pug/L y limite de deteccion de 10 pg/L. Existen otros
reportes sobre el desarrollo de inmunosensores electroquimicos para la determinacion de
gliadina® (componente del gluten y vinculada a la enfermedad celiaca) en alimentos
empleando superficies de oro modificadas con capas autoensambladas y siguiendo la
metodologia tipo sandwich; las superficies fueron modificadas con anticuerpos mono-
clonales antiglidina y policlonales antiglidina de conejo, revelando la sefal con anticuerpos
secundarios marcados con fosfatasa alcalina. Los resultados de la voltamperometria de pulso
diferencial mostraron limites de deteccion del orden de los 5,5 ng/mL y resultados muy
similares a los obtenidos por los ensayos clasicos de ELISA cuando se analizaron muestras
de comida comercial, libre y con gluten. Las técnicas voltamperométricas unidas a
impedancia electroquimica también han sido utilizadas para la deteccion de carbamatos
(pesticida carbofurano) en muestras de repollo y lechuga empleando inmunosensores
electroquimicos preparados por la metodologia ELISA. Wang et al.** modificaron superfi-
cies de carbon vitreo inmovilizando anticuerpos monoclonales anti-carbofurano a través de
la técnica silica-sol-gel; dado que esta capa bloquea la superficie se realizaron analisis por
impedancia, empleando esta técnica para obtener rangos lineales de concentracion de 1
ng/mL a 100 pug/mL con limites de deteccion de 0,33 ng/mL para este analito. Adicional-
mente, el andlisis de muestras reales confirmo la selectividad, exactitud y reproducibilidad
de los resultados. Una interesante revision sobre el uso de inmunosensores electroquimicos
en analisis de alimentos ha sido reportada por Shastry®, recomendandose su lectura.

3.5. Situacion futura: dificultades y retos

Como se ha venido tratando a lo largo de este capitulo, existen muchas necesidades y
retos que requieren de nuestra atencion a nivel cualitativo y cuantitativo; desde el punto
de vista de la preparacion de las NPs es necesario disponer de nuevos métodos de
sintesis y caracterizacion mas directa, tanto de la distribucion de los tamafios de
particulas como de la presencia de agregados que pudiesen competir y perturbar los
procesos de transferencia electronica. En estos casos es necesario explorar el uso de
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surfactantes o de matrices poliméricas ordenadas o estructuras supramoleculares que
favorezcan e induzcan arreglos de NPs especiales. En el caso de los multiarreglos se han
intentado organizar espacialmente la distribucion de los nanoclusteres o NMs para
minimizar la difusion de los mediadores o subproductos de la reaccién redox que se
efectia en los electrodos vecinos, afectando la transferencia electronica, por lo que se
deben desarrollar nuevos materiales poliméricos o0 membranas que eviten esta situacion,
aunque gran parte del problema requiere de un poco de disefio industrial al momento de
la preparacion de los electrodos tipo “array”. Es necesario involucrar a fisicoquimicos
teoricos para revisar y desarrollar las ecuaciones y/o simulaciones que permitan entender
los procesos de nucleacion y crecimiento asociados a la generacion de NMs, la forma-
cion de cluster y el desarrollo de nuevos NMs hibridos, aunado a la necesidad de esta-
blecer alianzas estratégicas con las instituciones y centros de investigacion en ingenieria
genética que permita tener acceso a anticuerpos, antigenos, enzimas, biomarcadores, etc.,
que conduzcan al desarrollo de nuevos sensores.

Inmobilizacién de
cuatro antigenos
diferentes sobre
cada nancelectrodo
de oro

——

Contraelectrodo

<

Contraelectrodo

Multiarreglos

Multiarreglos

Posterior a la exposicidn
a los anticuerpos
correspondientes se
formaria el Inmunosensor
multiarreglo

Contraelectrodo

Multiarreglos Multiarreglos

Fig. 3.7: Representacion de un inmunosensor multiarreglo: (superior izquierda) multielectrodos de NPs de oro
previos a la modificacion, (superior derecha) multielectrodos de NPs de oro modificados con antigenos
diferentes, (inferior izquierda) multielectrodos modificados y expuestos a diferentes anticuerpos, (inferior
derecha) inmunosensor multiarreglo.

En cuanto a los nuevos retos, se requiere mayor investigacion en sistemas de multi-
analisis que incorporen un conjunto de arreglos de varios electrodos en un mismo
dispositivo, los cuales pasen a convertirse en inmunosensores individuales, s6lo que
cada uno de los electrodos se encontrara modificado con un receptor bioldgico diferente,
ya sea una proteina especifica o un biomarcador diferente en cada elemento sensor®, tal
y como se muestra en la figura 3.7. Asi, por ejemplo, se pudiesen modificar NPs de oro
con diferentes antigenos o elementos de reconocimiento®, permitiendo evaluar simulta-
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neamente multiples analitos en una misma muestra, ser incorporados a sistemas en flujo
e inclusive desarrollar detectores inmuno-electroquimicos que pudiesen ser acoplados a
técnicas convencionales de cuantificacién, aunque el reto mas claro es lograr el
desarrollo de sensores cada vez mas pequefios, robustos y confiables.

Finalmente, es necesario que los lectores entiendan que este es un proceso continuo de
aprendizaje y de desarrollo transdisciplinario de nuevos conocimientos en esta area tan
importante, por lo que este capitulo es s6lo una entrada a este mundo tan interesante y con

tantas aplicaciones. En ese sentido, se recomienda consultar algunos de los trabajos
disponibles®*5%,
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