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Resumen

En el presente trabajo especial de grado se evalu6 una metodologia para el desarrollo de un
método de diagndstico portatil para la enfermedad de Chagas. La tripanosomiasis Americana o
Enfermedad de Chagas-Mazza ha sido muy desatendida mundialmente, es una de las principales
causas de cardiopatias y de otras enfermedades del megaeséfago y megacdlon. A nivel farmacéutico
existen pocos tratamientos, siendo la mayoria poco efectivos y presentan efectos nocivos para el
paciente, por lo que las estrategias de control epidemiolégico dependen de multiples métodos de
diagnéstico y de campanas educativas en las poblaciones afectadas.

En vista de la factibilidad del desarrollo de inmunosensores electroquimicos para el diagnostico
de esta enfermedad, demostrada por Maiz A.R., se continu6 con la linea de investigacion de los
laboratorios de Enzimologia de Parésitos (LEP) y Electroquimica (LEQ) para evaluar la respuesta
del sistema de transduccion biologica del kit ELISA T. cruzi del LEP sobre superficies de grafito
modificadas con peliculas de quitosano.

La construccion del inmunosensor consistio en modificar electrodos de grafito con peliculas
de quitosano, generadas mediante técnicas de electrodeposicién, sobre los cuales se realizaron
ensayos ELISA con sueros confirmados chagasicos por el kit del LEP. El ensayo enzimatico se
realiz6 empleando peréxido de hidrogeno y algunos mediadores electroquimicos reportados en la
literatura empleando voltametria ciclica como técnica de deteccion.

El grado de desacetilacién (GDA) del quitosano empleado para generar las peliculas fué ca-
racterizado mediante técnicas espectroscopicas y andlisis volumétrico, teniendo un valor promedio
de 82,47 %. Con esta muestra de quitosano se estandarizé el proceso de deposiciéon de peliculas
mediante técnicas de cronopotenciometria, de los cuales se derivd que el potencial éptimo de de-
posicién es de -1,25 V para las superficies de grafito. Con este potencial se depositaron, sobre
electrodos de grafito, peliculas de quitosano con distintos tiempos de electrélisis cuyas respuestas
voltamétricas sugirieron que fueron de distintos espesores.

Mediante las técnicas electroanaliticas empleadas, fué posible evaluar la formacién del complejo
inmunolégico en cada etapa evaluando la respuesta voltamétrica de la hidroquinona, mediador
empleado por Maiz A.R. en el primer trabajo de esta linea de investigaciéon. Sin embargo no se
pudo observar la actividad enziméatica del marcador conjugado a los anticuerpos segundarios (HRP)
empleando como mediadores electroquimicos hidroquinona, ioduro de potasio y acido ferroceno
carboxilico en conjunto con el peroxido de hidrogeno, a diferencia de lo que se pudo observar
empleando como mediador el catecol cuyos resultados sugieren que es el mediador adecuado para
la fabricacién del inmunosensor.
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Capitulo

Introduccion

1.1. Aspectos (Generales

1.1.1. Enfermedad de Chagas

En 1909, Carlos Chagas descubrié un organismo unicelular flagelado en el intestino de un insecto
triatomino hematofago que infectaba las viviendas de personas que vivian en el Estado de Minas
Gerais, Brasil [I]. Chagas llamé a este nuevo organismo Schizotripanum cruzi (posteriormente
llamado Tripanosoma cruzi, en honor a su maestro Oswaldo Cruz [2]). T. cruzi (fig. causa la
tripanosomiasis americana y ha sido calificada en las ultimas décadas por la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) como la enfermedad parasitaria de mayor importancia social en el continente
americano [3]; asi s6lo en América latina para el ano 2012, se estimé que cerca de 10 millones de
habitantes estaban infectados y otros 90 millones estaban expuestos a la enfermedad; por ello, el
mal de Chagas es un serio problema de salud publica en este continente [4-7].

Figura 1.1: Imagen de T. cruzi rodeado de glébulos rojos. (tomado de: http://www.parbio.es/)

Aunado a esta situacion, las terapias desarrolladas hasta el momento para el tratamiento de
la enfermedad han sido disenadas para actuar durante la fase inicial de la infeccién y no tienen la
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eficacia necesaria para eliminar totalmente los parasitos, llegando a ocasionar efectos secundarios
en los pacientes que los conducen a cesar del tratamiento, lo cual promueve la emergencia de cepas
de pardsitos resistentes a estos farmacos [8] [9].

Cabe destacar que, aunque la mayoria de pacientes chagasicos se distribuyan en América latina,
la enfermedad de Chagas ha empezado a tener un impacto a nivel mundial debido, principalmente,
a los cambios en el hébito de su vector, a la migracién humana [I0] y por la realizacién de trans-
fusiones de sangre contaminada, elevando su incidencia a nivel mundial.

La enfermedad de Chagas tiene cuatro formas principales de transmision, las cuales son: vec-
torial (la méds importante), transfusional y transplacentaria [11].

= La transmision vectorial se produce a través del insecto hematofago del orden hemiptera,
familia reduviidae, sub familia triatominae, Rhodnius prolizus [12] (ﬁg el cual, al momento
de alimentarse con la sangre del individuo del que se nutre defeca, dejando en sus heces el
pardsito tripomastigote metaciclico (forma infectiva de T. cruzi) en el hospedador vertebrado.
El parésito puede ingresar a través de las mucosas oculares, bucales y /o nasales o por la herida
ocasionada por la picadura del insecto cuando la persona se frota la piel debido a la irritacion
causada por la misma y desplaza las heces hasta la lesion permitiendo la entrada del parasito
al torrente sanguineo [13].

= La transmision por via transfusional implica el paso de sangre infectada a individuos sanos, ya
sea a través de heridas que entran en contacto con la sangre contaminada, por transfusiones
que se realizan a través de los bancos de sangre o por transplantes de érganos infectados [3].

= La transmision transplacentaria es la que ocurre de madre a hijo a través de la placenta, se
estima que la madre transfiere los parasitos al feto a lo largo de su gestacion, denominandose
Chagas congénito.

= La transmision oral, aunque menos comun que las anteriores, ha sido reportada en Brasil y
Venezuela, es la que tiene mayor infectividad debido a la ingesta masiva del parésito [5].

1.1.2. Evolucién de la enfermedad de Chagas

Tras su invasién al hospedador vertebrado humano, 7. cruzi produce una reaccién inflamatoria
local aguda, el parasito penetra una amplia variedad de células y llega a transformarse dentro de
ellas en amastigotes (forma reproductiva del parasito). Después de algunas divisiones celulares,
los pardsitos se transforman en tripomastigotes (forma sanguinea invasiva), las células afectadas
mueren y liberan a los parasitos que llegan al torrente sanguineo y se distribuyen por todo el
cuerpo, invadiendo cualquier tipo de 6rganos o tejidos, incluyendo células gliales en el sistema ner-
vioso central, musculo cardiaco, tracto urogenital, el plexo mesentérico en el intestino y el sistema
reticulo endotelial [5HT].

En su evolucién, la enfermedad de Chagas presenta las siguientes fases:

Fase Aguda: se caracteriza por una prominente parasitemia sanguinea, acompanada de fiebre,
adenopatias generalizadas, hepatomegalia y esplenomegalia discreta, sintomas generales de
infeccion, agrandamiento del area cardiaca y alteraciones en pruebas electrocardiogréficas;
pasada esta fase, muchas veces desaparecen los sintomas de forma parcial o total. Esta fase
es 6ptima para el diagndstico directo de la enfermedad [5] debido a la parasitemia sanguinea.

2
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Figura 1.2: Rhodnius prolizus, el vector principal de transmision en Venezuela. (tomado de :
www.chagas.org.ve)

Fase Indeterminada: algunos casos agudos, en un periodo de dos a tres meses, dan lugar a la fase
indeterminada que se caracteriza por la persistencia de la infeccion sin presentar problemas
clinicos, aunque suele ser asintomatica, puede presentarse fiebre, anorexia, linfadenopatia,
hepatosplenomegalia leve y miocarditis. Debido a la baja parasitemia presentada por los
pacientes en esta fase, el diagnéstico de la enfermedad durante la fase indeterminada se
realiza generalmente por métodos indirectos [6], donde se analizan muestras de sangre del
paciente para determinar la presencia del parasito.

Fase Croénica: es sintomatica y puede aparecer anos o décadas después de la infeccion inicial.
Durante esta fase la enfermedad afecta al sistema nervioso, al sistema digestivo y al corazén,
algunas infecciones crénicas dan como resultado desérdenes neurologicos (demencia), dano
en el musculo cardiaco (miocardiopatia) y algunas veces la dilatacion del tracto digestivo
(megacolon y megaesofago), también puede haber pérdida de peso del paciente [7]. Gene-
ralmente, la acumulaciéon de danos sobre los distintos 6rganos conlleva a la muerte de los
pacientes durante esta fase.

La diversidad de sintomas dificulta el diagnodstico de la enfermedad y muchas veces el paciente
no es tratado correctamente, de alli su mortalidad. Esto ocasiona que un porcentaje de las muertes
relacionadas a cardiopatias en América Latina no se relacionen con la enfermedad de Chagas, sino
que se clasifican como complicaciones cardiacas inespecificas, esto tiene un efecto silenciador sobre
la conciencia social que existe actualmente sobre esta tripanosomiasis. La tinica forma de evaluar el
impacto de la enfermedad de Chagas es mediante datos estadisticos sobre la cantidad de afectados
y su distribucién geografica, esto se puede realizar diagnosticando las poblaciones en riesgo a través
de nuestro continente.

1.1.3. Diagnéstico de la enfermedad de Chagas

Ademas, el diagnostico de esta enfermedad presenta algunas dificultades debido a la poca espe-
cificidad de algunos métodos; asi se han reportado reacciones cruzadas en los ensayos inmunologi-
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cos con otras enfermedades parasitarias (Lepra, Leishmania) y virales (Dengue hemorarragico y/o
clasico), razon suficiente para que una persona potencialmente chagdsica deba someterse a diver-
sos exdmenes (electrocardiograma, xenodiagnéstico y serodiagnéstico). En vista de la problemética
expuesta por Urbina y Docampo [8] junto con Benchimol Barbosa [5], es necesario desarrollar es-
trategias de diagnostico efectivas y especificas para esta parasitemia que permitan tener cierto
control epidemiologico de esta enfermedad. Diagnosticar una enfermedad significa evidenciar la
presencia de un organismo patégeno mediante un ensayo clinico, este ensayo debe ser reproducible
y no debe conducir a ambigiiedades [7]. Un método de diagnéstico efectivo debe demostrar su re-
producibilidad por métodos estadisticos, siendo también recomendable que los tiempos de analisis
sean cortos, ya que esto disminuye los costos del diagndstico. Para la enfermedad de Chagas los
métodos de diagnéstico se pueden dividir en dos clases dependiendo de la forma en la que se evalua
la infeccién del paciente por el parasito, este método puede ser directo o indirecto.

Métodos Directos: estos pretenden evaluar la presencia del patogeno por evidencia directa,
implica realizar pruebas que determinen la presencia del parasito en el huésped. Para el
caso de la enfermedad de Chagas se pueden describir, entre otros [14]:

Gota de Sangre: mediante observacion directa al microscopio de la sangre de un paciente
es posible detectar la infecciéon durante la fase aguda, este método en general es poco
practico debido al corto tiempo de esta fase en la enfermedad, y a pesar de que es
especifico, ya que se observa el parasito directamente, no se puede emplear durante las
otras fases de la enfermedad debido a que el mismo no permanece por mucho tiempo
en el torrente sanguineo del huésped [14].

Hemo cultivo: parte de la muestra de prueba es inoculada en animales de laboratorio o
cultivada en diferentes medios, se deja transcurrir un tiempo bajo condiciones contro-
ladas para verificar la infeccién (animales de laboratorio), u observacién de crecimiento
celular (medios de cultivo). Este método tiene la principal desventaja que requiere de
tiempos largos de analisis, ademas del costo de los medios de cultivo y del peligro de su
manejo [5].

Métodos Indirectos: en estos métodos se evaluia la respuesta del sistema inmune del paciente,
que produce proteinas de reconocimiento llamadas inmunoglobulinas o anticuerpos, especifi-
ca para los antigenos del parasito [6], en términos generales estos métodos determinan la
presencia de los anticuerpos especificos para la enfermedad de Chagas mediante ensayos
inmunolégicos (inmunoensayos). Para determinar la presencia de estas proteinas se deben
emplear moléculas reporteras o un transductor adecuado que permita su deteccion, gene-
ralmente esto se lleva a cabo en ensayos secuenciales sobre superficies solidas llamados in-
munoensayos. En general se han descrito una gran cantidad de ensayos inmunologicos para
diversas patologias, diferenciandose en: la fase en la que se realiza el ensayo (métodos secos
u acuosos), el soporte al sistema de reconocimiento biolégico que se emplea y el método de
deteccion. Estas pruebas siguen una serie de etapas en las que se inmoviliza una biomolécula
de reconocimiento sobre un soporte, luego se realizan una serie de lavados e incubaciones
para realizar un complejo inmunolégico (de alta especificidad a la patologia) y evaluar su
presencia mediante una técnica analitica o un ensayo bioquimico. La etapa de revelado puede
llevarse a cabo por diversos métodos como la apariciéon de un precipitado, el decaimiento de
particulas radiactivas, fluorescencia, espectrofotometria o mediante reacciones enzimaticas
acopladas. [I5] Entre estos métodos, podemos destacar los siguientes ensayos inmunol6gicos:
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ELISA Indirecto: sus siglas provienen del inglés por Enzyme Linked ImmunoSorbent As-
say, es una prueba inmunolédgica que se realiza sobre placas de microtitulacion de poli-
estireno en las que se inmovilizan antigenos y se ensayan los anticuerpos (Ab primarios)
provenientes del suero del paciente. En una segunda etapa, estos anticuerpos, que han
sido previamente capturados por los antigenos sobre la superficie de poliestireno, son
reconocidos por anticuerpos secundarios que estan acoplados a una enzima reportera.
Este anticuerpo secundario es capaz de reconocer la region constante de los anticuerpos
primarios, por lo que al estar enlazado a una enzima con actividad bioldgica es posible
realizar un ensayo bioquimico para determinar la presencia de anticuerpos especificos
para la patologia de interés. Mediante la determinacion de uno de los sustratos de la
enzima, es posible determinar la actividad de la misma por via fotométrica en medio
acuoso. La especificidad de este método depende principalmente del antigeno empleado
[16] y una de sus principales ventajas es que permite la cuantificaciéon de anticuerpos
primarios unidos mediante curvas de calibracién [17].

Dot Blot: este ensayo se realiza sobre una membrana de nitrocelulosa, se inmoviliza el
antigeno y se ensaya de forma similar a ELISA pero la actividad enzimatica se manifiesta
bajo la aparicién de un precipitado coloreado sobre la membrana. Este método es efectivo
y especifico pero con la desventaja de no poder cuantificar ninguno de los componentes
empleados durante el ensayo [6].

MABA: (del inglés Multiple Antigen Blot Assay) esta prueba es similar al Dot Blot tanto
en la fase empleada (s6lida) como el revelado mediante la aparicién de un precipitado
coloreado, en este ensayo se inmovilizan varios antigenos sobre la fase sélida en diversas
zonas, lo que permite el diagndstico de multiples patologias a partir del suero de un
paciente [14].

Biosensores Electroquimicos: mediante técnicas electroquimicas y el uso de electrodos
modificados, es posible desarrollar una metodologia de diagnéstico que permita obte-
ner informacién tan 1til como la que proveen los métodos clasicos [18, 19]. Es posible
realizar los ensayos inmunoldgicos sobre electrodos de diversa naturaleza quimica como
oro, platino, carbén vitreo, grafito o nanotubos de carbono al ser tratados mecanica y/o
electroquimicamente [20]. Estos biosensores son transductores hibridos que comprenden
una molécula captadora, empleada para lograr el reconocimiento biolégico, inmovilizada
sobre la superficie del electrodo. En esencia, estos dispositivos emplean un ciclo quimico
que facilita el paso de electrones desde el marcador molecular hacia la superficie del
electrodo donde ocurre la reaccién de éxido reduccién, generando la senal [21) 22]. Me-
diante la senal generada por esta reaccion redox es posible cuantificar los componentes
de interés del inmunoensayo con alta especificidad y sensibilidad de forma andloga al
ELISA clasico, en algunos casos sin la necesidad de realizar pruebas patrén. [23H29].

Es importante resaltar que si se dispone de un antigeno adecuado es posible realizar virtualmente
cualquier ensayo inmunoldgico que sea especifico para una patologia determinada lo cual ha sido
demostrado en la literatura [16, 19, 21, 22 B0-32], un antigeno es una proteina del patégeno que
estimule al sistema inmunolégico para la producciéon de anticuerpos.

Existen principalmente dos formas de obtener un antigeno, ya sea purificando proteinas a partir
del organismo patdgeno o produciéndolas mediante técnicas de ingenieria genética en forma de pro-
teinas recombinantes. En la actualidad es mucho mas conveniente expresar estos antigenos como
proteinas recombinantes en organismos modelo como E. coli o S. cerevisiae debido a que el costo
de mantenimiento e infraestructura de las instalaciones donde se cultivan los tltimos es significati-
vamente menor a las requeridas para los patogénicos, ademas, es mas simple la manipulacion de los
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cultivos para el crecimiento de los organismos modelos. Otra gran ventaja de producir antigenos
recombinantes es que mediante técnicas de ingenieria genética existe la posibilidad de manipular
su secuencia de aminodcidos, lo que permite un control de los sitios de reconocimiento (epitopes)
en el antigeno aumentando la especificidad y sensibilidad de los ensayos inmunoldgicos, ademas,
se pueden incluir secuencias para facilitar la purificaciéon mediantes columnas cromatograficas de
afinidad[16], [19] 20, 3T, B33].

En el LEP se ha desarrollado una proteina recombinante denominada Pgr,, que permite el
reconocimiento, por pruebas inmunolégicas, de anticuerpos especificos a T. cruzi, en los mas de
50 000 pacientes diagnosticados en Venezuela hasta la actualidad no se han reportado reacciones
cruzadas con otras enfermedades parasitarias o virales. Esta proteina es simple de purificar en
grandes cantidades en tiempos muy cortos y se ha demostrado que es estable bajo las condiciones
de operacion de un inmunosensor electroquimico [I4]. La tarea de construirlo pasa por la modi-
ficacién u optimizacién de la superficie de un electrodo que proporcione la estabilidad adecuada
de los diversos componentes que se emplean en el inmunoensayo, una vez se determine que existe
una interaccion favorable del antigeno sobre la superficie del biosensor, es importante verificar las
senales de los diversos componentes empleados en el ensayo inmunolégico de manera a obtener
una respuesta unica y diferenciable del elemento reportero, que asegure la especificidad de la senal.
Adicionalmente, una caracterizacion cinética y termodindmica de la respuesta permite estable-
cer los parametros operacionales del biosensor y verificar la reproducibilidad del método, lo que
permitira en un futuro el escalamiento del sistema de diagnostico.
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1.2. Antecedentes

1.2.1. Biosensores electroquimicos

Los biosensores electroquimicos conforman una familia de dispositivos que permiten cuantificar
analitos de diversos tipos al combinar un componente de naturaleza bioldgica inmovilizado sobre
un transductor sélido, como regla general el componente bioldgico responde a la presencia del
analito de interés con gran especificidad, este transductor hibrido genera una senal cuya respuesta
permite cuantificar el analito de interés, para los biosensores electroquimicos las senales son reac-
ciones redox que se dan a cabo sobre la superficie del transductor (electrodo)[29].

Dentro de la familia de biosensores, la transduccion de la senal y el reconocimiento es especifico
para cada dispositivo [34], son capaces de cuantificar (entre otros) metabolitos [28| [35] 36], azucares
[37, B8], acidos nucléicos [39, 40] y anticuerpos especificos para una patologia (inmunosensores)
[23, 41H43]. Desde un punto de vista instrumental un inmunosensor es un tipo de biosensor que
permite la deteccién de anticuerpos (Ab) realizando el ensayo inmunoldgico sobre el dispositivo
(fig. . Estos disponen de un elemento de captura inmovilizado sobre la superficie que es de
naturaleza bioldgica, generalmente es un antigeno que se expone a la presencia de una poblacién
de anticuerpos provenientes del suero de un paciente. Si existe reconocimiento de los epitopes
antigénicos por los anticuerpos del paciente se formara el inmunocomplejo, que generalmente no
puede ser detectado por técnicas electroquimicas ya que estas proteinas no son electroactivas [14].

Biosensor

Respuesta

Receptor Transductor

AN A

Analitos Elemento de
reconocimiento

Figura 1.3: Representacion grafica del proceso de reconocimiento y generacién de la senal en un
inmunosensor

Para determinar la formacién del complejo antigeno-anticuerpo es necesario introducir un ele-
mento reportero que de forma directa o indirecta forme un intermediario que pueda ser detectado,
esto se puede lograr empleando anticuerpos acoplados a enzimas redox (Ab-HRP) cuya actividad
se determina por técnicas electroanaliticas; cabe destacar que estos también son denominados anti
IgG humanos debido a que reconocen especificamente la regién constante de los anticuerpos que
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provienen de humanos. La deteccion electroquimica de la actividad enziméatica se realiza gracias a
su centro catalitico, donde se transfieren electrones entre los sustratos para formar los productos,
asi, observando la formacion o degradacién de uno de los sustratos de la reaccion es posible deter-
minar la actividad de la enzima y por ende la formaciéon del complejo antigeno anticuerpo.

El desarrollo de métodos de diagnoéstico para la enfermedad de Chagas amerita que estos sean
especificos, eficientes y rapidos ademas de econdmicos y portatiles para permitir el analisis de
muestras en sitios alejados del laboratorio como zonas rurales. Escogiendo como estrategia de
diagnostico un inmunosensor, se disminuye el tiempo de analisis sin ir en detrimento de la calidad
del diagnodstico de métodos como PCR, ELISA o MABA.

Un método de diagnostico con las caracteristicas descritas previamente se puede lograr al
combinar las técnicas electroquimicas y las pruebas seroldgicas en un inmunosensor, ya que es
posible realizar los ensayos enzimaticos sobre electrodos de diversa naturaleza quimica como oro,
platino,carbén vitreo, grafito o nanotubos de carbono al ser tratados mecénica y/o electroquimi-
camente [13, 14 18, 44], 45]. En esencia estos dispositivos emplean un ciclo quimico que facilita
el paso de electrones desde el marcador molecular hacia la superficie del electrodo donde ocurre
la reaccién redox, generando la senal [22] 26, B1]. El mecanismo global de transferencia de carga
depende de la naturaleza del marcador siendo posible registrar directamente su presencia en el
caso de ser electroactivos; sin embargo este tipo de marcaje es poco utilizado comparado al uso
de enzimas redox donde se evaliia su actividad bioloégica mediante la determinaciéon de uno de
sus productos de reacciéon (mediador quimico o sustrato) mediante técnicas electroquimicas. Como
regla general el mediador (fig. interactia con el centro redox de la enzima, donde ocurre la
transferencia de los electrones con el sustrato de la enzima, y de ahi hacia la superficie del electrodo
[20], mediante la senial generada por esta reaccién es posible cuantificar los componentes de interés
del inmunoensayo con alta especificidad y sensibilidad [15] 23] [43], aunque la disponibilidad de un
antigeno adecuado es la etapa clave en este proceso.

/ HRP | \

E:' m
PODgep) ( H,0,

Mediador

Electroquimico

I
2 HQ / — [/ o

Superficie del biosensor K

Biosensor

Figura 1.4: Esquema de la interaccién del mediador quimico con el centro redox de la HRP
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1.2.2. Inmunoensayo

Los inmunosensores electroquimicos para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas desa-
rrollados hasta la actualidad mantienen un formato general para realizar el inmunoensayo. Este
formato es llamado ELISA indirecto y permite detectar IgG humanos (fig. que reconozcan
a un antigeno especifico inmovilizado sobre una fase solida, mediante anticuerpos acoplados a pe-
roxidasa; en una prueba hipotética la superficie se ensaya para la actividad de peroxidasa, lo que
permite comprobar si hubo una interaccién favorable entre el antigeno y los anticuerpos del suero

(fig. [L.).

Las reacciones requeridas para formar el complejo de revelado ([Pgryy],qq ([ADJ[AD—HRP], ),)
sobre los electrodos son el equivalente a realizar un ensayo para diagnosticar la enfermedad de
Chagas en sueros de humano, en este caso se capturan los anticuerpos de suero de pacientes que
reconozcan especificamente los epitopes del antigeno inmovilizado (fig. [1.5al), en este caso es la
proteina recombinante de T. cruzi (Pgr,,)[21 [33].

Figura 1.5: Superficies moléculares y representacion de las regiones de interacciéon de un antigeno
tipo e IgG humanas[I.5a] Representacién de un antigeno, con sus epitopes antigénicos resaltados
en rojo. Inmunoglobulinas IgG humanas, en gris se representan las cadenas pesadas de los
anticuerpos y en rojo las cadenas ligeras. Las regiones variables (de interaccién) del IgG se encuen-
tran en la regiéon de unién entre las cadenas ligeras y pesadas mientras que la region constante se
dispone en la unién de las dos cadenas pesadas (tomado de www.visualscience.com)

Para realizar un ensayo ELISA indirecto con deteccion electroquimica se deben llevar a cabo
tres reacciones sobre una fase sélida, ella debe ser biocompatible y estable bajo las condiciones del
ensayo y debe permitir la detecciéon del mediador empleado durante la reaccion de revelado por
técnicas electroanaliticas [20, 22]. Estas reacciones son:

[Pgrs,] (sol) < [Pgry,] (ads) (L.1)

Antigeno

La primera reaccién consiste en la inmovilizacién del antigeno sobre el transductor (electro-
do), se lleva a cabo de forma pasiva sobre superficies biocompatibles, sin embargo la mayoria
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de los electrodos no ofrecen naturalmente la capacidad de inmovilizar proteinas, razén por
la cual hay que realizar tratamientos quimicos, mecanicos, electroquimicos o mixtos para
optimizar la adsorcién de biomoléculas sobre estas superficies. En los trabajos de la litera-
tura [24, 25, 27, 40] se han descrito diversas estrategias para modificar las superficies de
los electrodos que permiten la inmovilizacién de proteinas y la deteccién de las moléculas
reporteras de los ensayos enzimaticos, esto fué logrado al incluir brazos quimicos que enlazan
covalentemente al antigeno[46], por medio de quimisorcién/fisisorcién sobre la superficie [22],
mediante la modificacién de la superficie con nanoparticulas [38] 45] 47, 48], con polimeros
[47, 49] o mediante la funcionalizaciéon quimica de la superficie [35, 50]. Por otra parte, al
emplear antigenos recombinantes como la Pgr,, se obtienen ventajas respecto al uso antige-
nos purificados desde el patdgeno ya que, al ser diseniadas por técnicas de ingenieria genética,
contenienen una mayor cantidad de epitopes antigénicos para cada proteina, de esta forma
se mejora la especificidad del ensayo y se maximizan la relacién entre epitopes expuestos y
los sitios activos ocupados por proteinas sobre el electrodo [24) 26] 29, 42, 43]. Al inmovilizar
el antigeno sobre la superficie, se procede a bloquear los sitios libres con una proteina no
inmunogénica e inerte quimicamente mediante incubacion del inmunosensor en una soluciéon
de proteinas como la caseina o albtimina, luego de este tratamiento el electrodo modificado
puede ser empleado para detectar IgG anti T. cruzi en sueros de humano.

[Peros]uas) + 2 [AD] <= [Pgray] ,aq[ADl, (1.2)
Anticuerpos Complejo Antigeno Anticuerpo

En la segunda etapa del inmunoensayo se evaltia el suero del paciente, que de ser chagésico,
sera rico en anticuerpos especificos para T. cruzi por lo que se establecera rapidamente la
interaccién antigeno anticuerpo [13], 16, (18, [19]. Si el paciente fue infectado por T. cruzi, en
su suero habran anticuerpos que reconozcan especificamente los epitopes de la Pgr,, v se
anclaran establemente a la superficie del electrodo. Posteriormente la misma se lava con una
solucion buffer fosfato salino (PBS) suplementada con caseina para eliminar los anticuerpos
enlazados a la superficie mediante interacciones débiles o no especificas, de esta forma el
electrodo puede pasar a la etapa de revelado.

[Pgr24](ads) [Abl, + y[Ab—HRP] — [Pgr24](ads)([Ab] [Ab_HRP]y)a: (1.3)

Anticuerpos secundarios Complejo de revelado

Esta tercera reaccion permite establecer rapidamente el complejo de revelado ya que se basa
en una interaccion similar a la que ocurre en sin embargo, en este caso los anticuerpos
secundarios reconocen la region constante de los anticuerpos chagésicos. De forma similar
al ultimo lavado de la segunda etapa, al formar el complejo de revelado se lava el inmuno-
sensor para eluir los anticuerpos conjugados a peroxidasa débilmente adheridos. El electrédo
modificado de esta forma permite realizar el ensayo enzimético final, donde se determina la
tasa de descomposicion de peroxido asociado a la HRP empleando un mediador redox, que
se determina mediante alguna técnica electroanalitica.

Aunque la especificidad del diagnostico radica en la formaciéon del complejo de revelado, el
criterio para diagnosticar la enfermedad de Chagas mediante el inmunoensayo descrito se basa
en la determinaciéon de la actividad enzimatica de la HRP , ya que solo se encuentra presente en
los ensayos donde haya una interaccién favorable entre los anticuerpos primarios y el antigeno,
ya que los anticuerpos acoplados a la peroxidasa no reconocen ni el antigeno ni la proteina de
bloqueo. En el ELISA clésico este ensayo esta representado en la fig. y se realiza sobre placas
de poliestireno, determinando la formacién del producto enzimético por via fotométrica.

10
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(1) Inmov. Prueba sobre el | Acoplamiento de | Revelado enzimatico
antigeno (ag) y |suero del paciente,| anti IgG humanas| con peroéxido de
(2)bloqueo (bl) | de ser chagasico | acopladas a HRP| hidrogeno y TMB
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Figura 1.6: Representacion del proceso de reconocimiento antigeno-anticuerpo tipico de los ensayos
ELISA.

La HRP es usada extensamente en aplicaciones bioquimicas principalmente por su capacidad
de amplificar sefales débiles permitiendo la deteccién de biomoléculas en el orden entre 107% ¢
hasta 1079 g, ademas tiene una alta constante catalitica (k.;) y permiten una amplia variedad de
cosustratos con diversas propiedades fisicoquimicas. Esta enzima es clasificada como una holoenzi-
ma ya que su actividad enzimatica no depende exclusivamente de los aminoacidos que pertenecen
a su estructura primaria, sino de un grupo prostético que le confiere la capacidad de transferir
electrones entre sus sustratos. Esta holoenzima contiene un grupo prostético hemo que cataliza
la reaccion de descomposicién del peréxido mediante transferencia electrénica simple [26] 5], tal
y como se muestra en la figura [1.7; en la misma se puede apreciar que el sitio activo sufre dos
cambios en el estado de oxidacién conforme cataliza la descomposicién del perdxido y transfiere
los equivalentes al cosustrato. El primer paso consiste en la ruptura de la molécula de perdxido,
para formar agua e incorporar uno de los atomos de oxigeno al compuesto 1 que fue identificado
por Theorell en 1941 [52]. Este compuesto es un catién radical m, tiene dos equivalentes respecto
a la HRP nativa y un dtomo de Fe'¥ coordinado al O, este intermediario (compuesto 1) es capaz
de reducir una gran cantidad de sustratos organicos mediante transferencia electrénica simple, el
electrén deslocalizado sobre los orbitales moleculares conjugados 7 es intercambiado por un protén
del cosustrato para oxidar el compuesto 1 al compuesto 2. Este tltimo intermediario, que también
contiene un dtomo de Fe'Y coordinado al O puede oxidar un segundo sustrato para generar una
molécula de agua y reducir el d&tomo de hierro a Fe' [24, 47, 51|, 52].

Las claves para realizar un ensayo inmunolégico acoplado a enzimas sobre superficies electrédicas
son asegurar el desarrollo de las reacciones inmunologicas sobre las superficies, escoger un cosus-
trato y una técnica para determinarlo. ELISA clasico emplea cosustratos cromogénicos solubles
que presentan cambios en las bandas de absorcion de la region del UV visible al ser descompues-
tos enziméaticamente, en MABA se emplean cosustratos cromogénicos que se vuelven insolubles al

11



1.2. ANTECEDENTES

N—mzN HOOH Ho0 Nﬂﬁrﬂ N
A..Fef"/ /‘_‘.I:”'@!}"“y o+
Net 2N NE— N
(7 (Y
N N
HRP nativa Compuesto 1

(o]

NN
. e
H0 + A Ne—N AH
[:\t H+ o
P
S; "

A
Compuesto 2

Figura 1.7: Ciclo de reaccion del sitio activo de la peroxidasa al catalizar la descomposicién del
perdxido de hidrégeno. (tomado de [51])

oxidarse, lo que permite la deteccién del complejo inmunolégico gracias al precipitado coloreado
que se forma durante la etapa de revelado, en inmunosensores la deteccién se puede realizar por
técnicas que dan resultados andlogos a los ensayos clasicos, por ejemplo, mediante cronoampero-
metria es posible cuantificar uno de los sustratos al establecer un potencial sobre la superficie del
electrodo, se puede obtener una senal en corriente que es proporcional al sustrato que reacciona
sobre el sensor. Tambien hay sensores voltamperométricos que permiten analizar varios sustratos
del ensayo enzimatico, de esta forma se obtiene un panorama més amplio de las especies involucra-
das en la prueba, lo que representa una ventaja respecto a los métodos clasicos, ya que a partir de
un ensayo se puede diagnosticar una enfermedad sin requerir ensayos control ni valores de recorte
como en el ELISA clasico.

Otra ventaja en el uso de inmunosensores respecto a los métodos clasicos es que ellos son capa-
ces de determinar los sustratos del ensayo enzimatico y sus variaciones en tiempo real, sin requerir
etapas de arresto de la reaccion de revelado comunes al ELISA clédsico. La determinacién del cosus-
trato permite diagnosticar la enfermedad de Chagas mediante un inmunoensayo con un antigeno
adecuado revelando las IgG humanas con anticuerpos anti I[gG humanos acoplados a peroxidasa,
dicha estrategia ha sido ampliamente demostrada [13] 18], 20], B1H33, [44].

1.2.3. Inmunosensores electroquimicos para el diagndéstico de la enfer-
medad de Chagas

En la ultima década la literatura reporta tres estrategias principales para el desarrollo de in-
munosensores que permitieron el diagnéstico de la enfermedad de Chagas, las variaciones se dieron
en el antigeno empleado, la superficie electrodica y el mediador electroquimico. Los estudios ini-
ciales sobre inmunosensores emplearon extractos de 7. cruzi como antigeno en ensayos ELISA
a través de técnicas cronoamperométricas, evaluando la reaccién enzimatica de la HRP median-
te la adicién de H,O, y el mediador, Ferreira y col. [44] desarrollaron un inmunosensor donde
se inmovilizé6 una fraccion de un lisado de T. cruzi purificada por electroforesis en gel. Se em-
pleé un electrodo serigrafiado de oro modificado con cisteamina (221072M por 2 h) y luego con
glutaraldehido (2,5 % en buffer fosfato pH 7,5 por 1h) para inmovilizar el extracto (35 ug) so-
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bre la superficie electrodica mediante incubaciéon a 4°C durante una noche, el sistema reportero
empleado fué anti IgG humano de cabra acoplados a peroxidasa (HRP ), la reaccién enzimética
fué evaluada empleando H,0O, + KI. Los inmunosensores fueron ensayados con sueros de pacientes
chagasicos y no chagasicos confirmados previamente por la prueba ELISA e inmunofluorescencia
indirecta, los resultados para este sensor permitieron establecer valores de recorte de forma similar
al método ELISA aunque, debido a la composicion del antigeno, se reportaron altos niveles de
reactividad cruzada con los sueros de pacientes infectados por esquistosimiasis y leishmaniasis.
Por otra parte Ribone y col. [I3] inmovilizaron el extracto de 7. cruzi sobre electrodos de oro
modificando las superficies con tioles, que fueron empleadas para capturar IgG anti 7. cruzi de
sueros comprobados chagasicos cronicos y fueron revelados empleando anti IgG humanos acopla-
dos a peroxidasa. El ensayo enzimatico se realizd sumergiendo el biosensor en una soluciéon que
contuvo H,0, + FcMe; el ferrocenometanol (FcMe) actué como mediador de la actividad enzimati-
ca de la HRP y permitié la deteccion amperométrica del complejo inmunolégico. Los autores no
reportaron reactividad cruzada para sus ensayados pero tampoco emplearon sueros confirmados
enfermos de otras enfermedades por lo que no se verifico la especificidad del ensayo de forma ade-
cuada ya que, debido a la naturaleza de las interacciones antigeno-anticuerpo, es de esperar que
siguiendo la metodologia reportada por los autores se generen falsos positivos ensayando sueros de
pacientes enfermos con otras enfermedades. Por su parte, Pereira y col. [45] modificaron un sistema
integrado de microfluidos enlazado a electrodos serigrafiados de grafito para la deteccion de IgG
humanas especificas a 1. cruzi, los electrodos fueron modificados mediante la electrodeposicion de
nano particulas de oro y la inmovilizacion de un extracto del parésito. El biosensor permitié la
deteccion de la IgG mediante el uso de anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa, la detec-
cién amperométrica se desarrollé al revelar el complejo con 4-ter-butilcatecol (4-TBC) y Hy,O, a
100 mV. El 4-TBC actu6 como mediador electroquimico y cumpli6é un rol similar al KI [44], [53} [54]
o FcMe [13,55] ya que permiti6 la deteccién electroquimica de la actividad enzimatica de la HRP
. Dejando a un lado la eleccién del antigeno, esta estrategia es atractiva debido a que combina la
especificidad del ensayo inmunolégico con la capacidad automatizacion y miniaturizacion de los sis-
temas microfluidicos, sin embargo estd mas enfocada a ser una alternativa real al método ELISA lo
que implica que el diagnéstico se debe realizar en una planta fisica adecuada con baja portabilidad.

Cabe destacar que el principal defecto que comparten las estrategias iniciales es que debido
a la naturaleza del antigeno inmovilizado, los anticuerpos capturados con los extractos no son
necesariamente especificos a T. cruzi, por lo que se pueden generar falsos positivos mediante en-
sayos inmunolégicos que siguen este formato, ya que la etapa de revelado enzimatico depende de
la presencia de la region constante de los IgG humanos que capturan a su vez a los anticuerpos
segundarios conjugados a la enzima reportera, la reactividad cruzada ocurre cuando el extracto
captura anticuerpos especificos a otra enfermedad y, debido a que la regién constante es comin
para los anticuerpos de cada tipo, se forma el inmunocomplejo de revelado a pesar de que en el
suero del paciente no existan anticuerpos especificos para T. cruzi.

En trabajos posteriores, estos grupos de investigaciéon desarrollaron una nueva generacion de
inmunosensores con antigenos especificos para T. cruzi y se mejord la especificidad de los ensa-
yos, asi por ejemplo Ribone y col. [55] disenaron un antigeno quimera que permitié una mejor
exposicion de los epitopes al inmovilizarlo sobre el biosensor, mejorando la especificidad del en-
sayo desarrollado previamente [I3]. Por otro lado, Foguel y col. [54] desarrollaron inmunosensores
desechables empleando electrodos preparados a partir de CD-R de oro (CDtrodos), los CD-R fue-
ron tratados con HNO, para eliminar el plastico que protege la superficie de oro. La superficie
de oro se funcionalizé con capas auto ensambladas de 4-(metilmercapto)-benzaldehido para in-
movilizar el antigeno (Tc85) a 4°C por 6h. El arreglo empleado para inmovilizar el antigeno es
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irreversible y el formato del inmunoensayo llevado a cabo es idéntico a otros descritos [44], 53]
por lo que representa una alternativa al ensayo inmunologico empleando materiales reciclados, sin
embargo no se realizaron estudios de la reproducibilidad del ensayo y debido a la baja calidad de
la superficie del oro de los CD-R es posible que este formato de inmunosensor no se pueda emplear
como método de diagndstico. Recientemente, Ferreira y col. [53] mantuvieron el formato del ensayo
introducido por el mismo autor pero inmovilizaron un antigeno recombinante (Tc85-11) sobre el
inmunosensor, esto aumento considerablemente la especificidad del biosensor desarrollado previa-
mente [44], sin embargo, debido a la inespecificidad de la interaccién del antigeno y el electrodo,
los autores tuvieron que evaluar la inmovilizacién del antigeno mediante microscopia de fuerza
atomica, lo cual aumenta considerablemente el costo de la caracterizacion de los inmunosensores
desarrollados. Por su parte, Diniz y col. [I8] ensamblaron un inmunosensor impedimétrico para
la determinacion de IgG humanos especificos para T. cruzi, inmovilizando un antigeno recombi-
nante comercial (Biomanguinhos/FIOCRUZ) sobre electrodos de Au y Pt. En esta investigacién
los autores determinaron la formacién del complejo antigeno anticuerpo ([Antg],q,)[AD],) sobre
el inmunosensor mediante técnicas impedimétricas sin emplear sistema reportero ni reacciones
acopladas. Gracias a estas técnicas es posible estudiar la interfase electroquimica y determinar la
formacion del complejo inmunoloégico, sin embargo, los fundamentos técnicos y el entrenamiento
requerido para realizarlas son una desventaja importante a la hora de emplear una metodologia
como la propuesta en este trabajo de investigaciéon, ya que no son familiares para el personal entre-
nado para realizar los diagndsticos de la enfermedad de Chagas ademés de su costo y la dificultad
de adaptar esta metodologia a estrategias portatiles.

Recientemente, en el laboratorio de Electroquimica se desarrollé un inmunosensor para Chagas
[14] empleando una superficie de carbén vitreo modificado con quitosano para la deteccién de IgG
humanas anti 7. cruzi, sobre la superficie electrodica se electrodepositd quitosano para conformar
una matriz sobre la cual se inmovilizé como antigeno la Pgr,,. El biosensor se ensay6 sobre sueros
de personas confirmadas chagasicas y se emplearon anticuerpos acoplados a HRP para revelar
el complejo inmunolédgico, la actividad enzimatica se verific6 mediante voltametria ciclica tras la
adicion de H,O, e hidroquinona, que actué como mediador.

No existe consenso sobre cudal es el mejor mediador electroquimico para determinar la activi-
dad de la HRP , sélo en los inmunosensores desarrollados para la tripanosomiasis americana se
han empleado un total de cuatro mediadores electroquimicos (KI, FcMe, TBC e hidroquinona)
con estructuras diversas lo que demuestra la versatilidad de la HRP como enzima marcadora; sin
embargo, una caracteristica deseada de un mediador es que tenga una transferencia electronica
rapida y reversible bajo los rangos operacionales del sensor, ademas, que sean estables frente a
los componentes del inmunoensayo y de la reacciéon enzimética y por ultimo, para el desarrollo de
estrategias portatiles, que sean de bajo costo ademas de estables en el tiempo.

Una clara diferencia en la estrategia empleada en el LEQ [I4] comparada con las descritas
en las otras investigaciones de la literatura [13] [I8| 44, 45] [53H55] es el cambio de superficies
(carbono) respecto a electrodos metélicos, aunque parezca una diferencia sutil puede tener con-
secuencias drasticas en el desarrollo de métodos de diagnodstico portatiles y masivos, ya que las
superficies de oro son méas cataliticas que las de carbono, lo que aumenta la sensibilidad de los
sensores electroquimicos y mejora la calidad de las senales permitiendo la deteccién de menores
cantidades de IgG anti 7. cruzi en comparacion. Sin embargo, los electrodos metalicos sufren
reacciones espontaneas de oxidacion sobre la superficie lo que conlleva a su pasivacién, perdiendo
paulatinamente la respuesta hasta que se renueve la superficie del electrodo, y, debido al formato
del ensayo inmunoldgico, es necesario fabricar los inmunosensores in situ para obtener reproduci-
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bilidad en las medidas, limitando el tiempo de almacenamiento de los biosensores. Por otra parte,
las superficies de oro, al ser modificadas quimicamente, pueden enlazar covalentemente los antige-
nos a la superficie electrédica y prescindir de las etapas de bloqueo del inmunoensayo pero estas
modificaciones requieren de un tiempo considerablemente mayor al tiempo de construccién total
del inmunosensor desarrollado en el LEQ por lo que se adapté la metodologia desarrollada en este
laboratorio a superficies de Grafito.

1.2.4. Caracterizacion de las superficies electrédicas

Las superficies electrédicas que se han empleado en este TEG son de grafito tales como barras
de grafito, electrodos serigrafiados de grafito o electrodos de pasta de carbono y presentan varias
ventajas respecto a las superficies de oro o carbén vitreo que se han empleado en el desarrollo de
inmunosensores para la enfermedad de Chagas debido a la simplicidad de fabricacién, composicién
modificable y reproducibilidad de la superficie. Por otra parte, el grafito es un al6étropo del car-
bono como el diamante, fullerenos, grafeno y nanotubos de carbono, tiene una morfologia variable
a lo largo de su estructura y por lo tanto es necesario caracterizar estas superficies para evaluar
su comportamiento como electrodo de trabajo ya que su capacidad catalitica puede variar entre
lotes de fabricacion. Al comparar las minas de grafito a electrodos fabricados con nanotubos de
carbono o grafeno se pueden obtener mejoras significativas en la reproducibilidad de las medidas
y el rendimiento general de los inmunosensores [20, 22, [31].

El grafito también es un alétropo del carbén vitreo pero presentan diferentes respuestas elec-
troquimicas, se ha reportado mediante estudios de microscopia de efecto tunel que estas diferencias
se deben a la estructura cristalina y relacion de enlaces sp® a sp® [56] de ambos electrodos. Adicio-
nalmente, ambas superficies son sensibles al tratamiento mecanico y a la exposicion de solventes
organicos, sin embargo las superficies de grafito son activadas a pH acido mientras que las de
carbén vitreo se activan a pH bésico, ademds se ha reportado en la literatura [57, B8] que la
transferencia electrénica (TE), que es una medida de la capacidad catalitica de un material para
tranferir electrones en un experimento electroquimico, se ve afectada por la distribuciéon de grupos
funcionales en la superficie de los electrodos asi como el plano basal de las laminas de grafeno que
conforman al electrodo de grafito respecto a la interfaz [59, [60].

En el principal antecedente de este trabajo de investigacion [14] se evalué la respuesta vol-
tamétrica del ferrocianuro de potasio en acido sulfurico sobre electrodos de carbon vitreo activados
en medio basico y se determiné que la misma era caracteristica de un sistema cuasireversible de
TE simple, sin embargo estos sistemas abarcan un amplio espectro de condiciones electroquimicas
por lo que la TE no fué caracterizada de forma adecuada.

La TE se puede describir cuantitativamente en términos de una constante que se determina
estudiando los parametros de reversibilidad en las respuestas voltamétricas de moléculas modelo
a diferentes velocidades de barrido, en la literatura se reportan [61], [62] dos métodos para la de-
terminacion de este parametro que abarcan un espectro de condiciones cinéticas desde reversibles
hasta pseudoreversibles, 1o que requiere, segin la literatura [63], que las diferencias entre los po-
tenciales de pico de reduccién y oxidacién (AE,) se encuentren cercanas a 59 mV/n (donde “n” es
el nimero electrones transferidos) y que sean independientes a la velocidad de barrido, ademas es
necesario que el cociente de las intensidades de cada pico se aproximen a la unidad, lo que asegura
que la cantidad de especies reducidas sean iguales a las oxidadas durante la voltametria ciclica.
Cabe destacar que la TE de la superficie del inmunosensor afecta directamente su desempeiio, ya

que la deteccion del complejo inmunologico se realiza mediante la determinacion electroquimica
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del mediador, una TE pobre implica que el dispositivo requiere del uso de mayores cantidades
de reactivo inmunolégico y de un mayor tiempo de analisis para generar la misma senal que se
obtendria sobre una superficie mas catalitica[64H70].

1.2.5. Deposiciéon de Peliculas de Quitosano

Las superficies de grafito no permiten naturalmente la inmovilizacién de proteinas por lo que se
deben funcionalizar o modificar con polimeros adsorbentes para desarrollar inmunosensores, existen
derivados biolégicos como el quitosano (fig. que constituyen un adsorbente biolégicamente
amigable y eléctricamente inerte que permite la inmovilizacion de ADN [40), [71] y proteinas [72-
74]. Sus capacidades de adsorcién son dictadas por pardmetros como el peso molecular y grado
de desacetilacion |71}, [7T5H78]. El quitosano es un polielectrolito derivado de la quitina formado
por unidades de glucosamina y N-acetil glucosamida, la relacion entre la glucosamina y derivado
acetilado es el grado de desacetilacién (GDA) y se han reportado varios métodos para determinarlo
de forma efectiva [76], [77, [79-83].

CH,

OH o=<

NH, o NH
HO ) HO 1
0 HO o

7 o] NH; 8]
OH OH n
Figura 1.8: Estructura quimica del quitosano

Existen diversos métodos analiticos para determinar el GDA del quitosano |79, [84] entre los
que podemos citar [82] 85] algunos espectroscépicos, que son atractivos debido a la rapidez del
andlisis y a la facilidad de obtener resultados reproducibles, algunos métodos térmicos [76] y otros
volumétricos [77].

En la literatura se destacan dos métodos espectroscopicos que permitieron generar ecuaciones
que correlacionan el GDA con relaciones en algunas bandas de adsorcién en el espectro IR del
quitosano, Baxter y col. [85] emplean la relacién de la banda de estiramiento del grupo carboni-
lo de la acetamida a 1655 cm ™! y como referencia la banda de estiramiento de grupos hidroxilo
3450 em ™! siguiendo la relacién GDA = 100 — % « 115; Brugnerotto y col. [86] por su parte
determinan las relaciones entre las bandas a 1320 em™! y 1420 ¢m ™! la primera correspondiente

al estiramiento C—N del grupo amida y la segunda corresponde al estiramiento C—H mediante la
relacion GDA = 100 — 31, 924120 — 12,20,

Muestras de quitosano con un alto GDA permiten una mayor capacidad de adsorciéon de bio-
moléculas ya que la interaccion con el biopolimero es de tipo iénica y se da entre los grupos amino
libres del polimero, ademas se ha reportado en la literatura que se pueden incluir dentro de la com-
posicién de pasta de carbono, al incluir a la mezcla quitosano [41] (empleando como transductor
nano particulas de oro) lo que permiti6 la fabricacién de inmunosensores a base de electrodos de
este tipo.

Una de las etapas mas importantes en la fabricacion de inmunosensores es la funcionalizacion
de la superficie del transductor para permitir el ensamblado del inmunocomplejo, lo que se busca
con ese proceso es generar una matriz reproducible sobre la cual se puedan adsorber establemente
los componentes biologicos del ensayo [71], [79]. Se han modificado los electrodos de grafito con
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peliculas de quitosano generadas mediante electrodeposicion ya que se ha reportado [71, 87, 8]
que esta técnica permite un control sobre la morfologia de las mismas .

Estudios sobre la electrodeposicion de quitosano en soluciones acidas demuestran que este
polimero puede formar peliculas sobre electrodos a potenciales de reduccion, estas peliculas son
estables mecdnicamente y permiten la adsorciéon de proteinas [89H91]. Aunque el mecanismo de
deposicion para este polimero no se ha descrito totalmente, la formacion de peliculas de quitosano
ocurre debido a que su solubilidad depende del pH del medio (fig , se pueden destacar tres
fendmenos importantes durante este proceso, siendo el primero el movimiento electroforético del
quitosano en solucion producto de la diferencia de potenciales entre los electrodos, en segundo lugar
a potenciales catodicos ocurre la evolucién de H, en el electrodo de trabajo gracias a la electroélisis
del agua siguiendo la reaccion 2H,0+2e¢” —— 20H +H, 1 y por ultimo también puede generarse
hidrégeno molécular al reducir protones libres del medio siguiendo la reaccién 2 H,0" +2e” —
2H,0+H, 1. En conjunto estos procesos permiten la precipitacion controlada del quitosano sobre
la superficie electrédica ya que el movimiento electroforético aproxima el polimero al electrodo
donde precipita por la generaciéon de un gradiente de pH, efecto del agotamiento de protones libres
en las cercanias del electrodo debido las reacciones de evolucién de hidrégeno.

OH CH
! SO NHA  pH > 63 7 go NH, )
* o o -+ * o o + 2nH

HO NHs Ko pH<6.3 HO NH,

soluble insoluble

Figura 1.9: Reaccién de equilibrio para la formacion de peliculas del quitosano

El proceso de formacion de peliculas desde soluciones acidas es un proceso dindmico donde ocu-
rre la precipitaciéon del quitosano acoplado a la liberacién de burbujas H,, la cinética de deposicién
depende del potencial aplicado al electrodo ya que este afecta el gradiente de pH generado sobre
la superficie y también la velocidad de las reacciones descritas anteriormente. El control del pH de
la solucién de quitosano en conjunto con la eleccion de un potencial adecuado permiten generar
peliculas de quitosano reproducibles con morfologia controlada [88], 90, 92].
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1.3. Hipodtesis

La inmovilizacién de la proteina recombinante Pgr,,, que permite el reconocimiento seroespecifi-
co para T. cruzi, sobre electrodos de grafito, pasta de carbon o serigrafiados de grafito modificados
con quitosano podrian generar inmunosensores capaces de diagnosticar la enfermedad de Chagas
en sueros de pacientes.

1.4. Objetivos

1.4.1. General

Estudiar la inmovilizacién de una proteina recombinante de Trypanosoma cruzi sobre super-
ficies de grafito modificadas con peliculas de quitosano y evaluar la respuesta electroquimica del
inmunosensor en muestras de pacientes sanos y enfermos de tripanosomiasis americana.

1.4.2. Especificos

= (Caracterizar mediante técnicas electroquimicas las superficies de grafito, pasta de carbén y
electrodos serigrafiados de grafito

» Caracterizar el quitosano empleado para modificar las superficies electrodicas

» Electrodepositar peliculas de quitosano de tres diferentes espesores, caracterizandolas me-
diante técnicas electroquimicas

» Evaluar la adsorcion de la Pgr,,, proteina recombinante de 7. cruzi sobre las peliculas de
quitosano mediante ensayos colorimétricos

» Evaluar la inmovilizacién de los componentes biolégicos del inmunosensor mediante técnicas
electroquimicas

» Evaluar la respuesta electroquimica del inmunosensor en muestras de suero de pacientes
confirmados chagésicos
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Capitulo 2

Parte Experimental

2.1.

Laboratorios

Las experiencias fueron realizadas entre el Laboratorio de Electroquimica y en el Laboratorio
de Enzimologia de Parésitos (LEP) de la Universidad de Los Andes, ademas de contar con la
colaboracion del Laboratorio de Biodiversidad y Variabilidad Molecular (LBVM-ULA), el Labora-
torio de docencia de Quimica Organica (L. Org) y el Laboratorio de Materiales para Tecnologias
Emergentes (DITEMA-IVIC) para la realizacién de algunas pruebas de caracterizacion.

2.2. Equipos
Tabla 2.1: Equipos empleados
Equipos Lab Marca Modelo
Potenciostato LEQ Princeton Applied Re- | EG&G PAR 263A
search
Espectrémetro IR L.Org Perkin Elmer Spectrum RX-1
Conductimetro/pH metro LEQ SPER Scientific Benchtop Meter
No0.860033
Balanza Analitica LEQ Mettler AJ150
Balanza Analitica LEP Ohaus E11140
Desionizador de Agua LEQ Nanopure Infinity Barns- | D8991
tead
Espectrémetro UV-| LBVM | Biochrom WPA Biowave DNA
Visible
DSC-TG DITEMA | Mettler STAR SW 9.3
2.3. Materiales y Reactivos

El LEP proporcioné los materiales biologicos, que fueron caracterizados mediante los protocolos
de ELISA, MABA y SDS-PAGE desarrollados en el mismo.
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2.3. MATERIALES Y REACTIVOS

Tabla 2.2: Caracteristicas de los reactivos empleados

Nombre Formula Molecular | PM (g/mol) | % | p (g/cm?) | Marca
Cloruro de sodio Na(Cl 58,44 99 n/a Riedel
de Haen
Nitrato de potasio KNO4 101,1 99 n/a Cientifica
Andina
Fosfato acido de sodio Na,HPO, 141,96 99 n/a Scharlau
Fosfato didcido de potasio KH,PO, 136,1 99 n/a Scharlau
Acido sulftirico H,50, 98,08 97 1,83 Fluka
Ferrocianuro de potasio K,Fe(CN)g 422,39 99 n/a AnalaR
Hidroquinona CeHgO, 101,1 99 n/a Sigma
Aldrich
Ioduro de potasio KI 166,00 99 3,123 Fisher
Scienti-
fic
Acido ferroceno carboxilico CyHy FeO, 230,04 97 n/a Lancaster
Avoca-
do
Catecol CgHgO, 110,01 98 1,344 BDH
Chem.
Quitosano [CeH 3NO;n medio n/a | GDA=85% | Sigma
Aldrich
Acido clorhidrico HCI 36,45 37 1,12 Riedel
de Haen
Hidréxido de sodio NaOH 40 99 n/a IQE
Biftalato de potasio CyH;KO, 204,22 99 n/a Sigma
Aldrich
Azul Coomassie G-250 CH,9oN3NaO,S, 895,97 n/a n/a Merck
Acido fosférico H;PO, 98 85 1,88 Fluka
Etanol CH,CH,OH 46,07 95 0,789 Sigma
Aldrich
Carbonato de sodio Na,CO, 105,98 99 n/a Sigma
Aldrich
Sulfato de cobre CuSO, - 5H,0 249,68 99 n/a Sigma
Aldrich
Tartrato de sodio potasio | KNaC,H,Oq -4 H,0O 282,1 98 n/a Sigma
Aldrich
Azida de sodio NaN, 65,01 99 n/a Sigma
Aldrich
Folin ciocalteu n/a 2X n/a n/a Merck
Alimina AL, O, 101,96 99 3,96 Elchema
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2.4. SOLUCIONES

2.4. Soluciones

Todas las soluciones fueron preparadas con agua desionizada de 17,2 M) — cm

PBS ELISA pH 7,4 NaCl 130 mM, Na,HPO, 5 mM, KH,PO, 15 mM

PBS ELISA pH 7,2 NaCl 130 mM, Na,HPO, 10,825 mM, KH,PO, 9,174 mM
Lavado ELISA pH 7,4 1% leche descremada en PBS pH 7.4

Lavado ELISA pH 7,2 0,05% tween 20 en PBS pH 7,2

Bloqueo ELISA 5% leche descremada en PBS ELISA pH 7,2

Solucién Stock Bradford 350 mg de azul de coomassie G-250 en 100 ml de etanol 95 % con 200
mL de acido fosférico 85 %

Solucién A-Lowry 2% Na,CO; en NaOH 0,1 M
Solucién B1-Lowry 1% CuSO,
Solucién B2-Lowry 2% KNaC,H,O - 4H,0

2.5. Técnicas Empleadas

En la preparacion de los electrodos se emplean algunas técnicas que permiten modificar la su-
perficie del electrodo que permiten mejorar su respuesta electroquimica y adsorber los componentes
del inmunoensayo, estas son:

Activaciéon cronoamperométrica: es un proceso de oxidacién de la superficie del electrodo,
para los electrodos de grafito, se realiza aplicando un pulso de potencial (1,8 V vs SCE,
fig. en medio de acido sulfirico por 60 s, este proceso promueve la formaciéon de grupos
funcionales que favorecen la respuesta electroquimica de los electrodos, razén por la cual se
realiza antes de cada medida electroanalitica. En la fig. se puede apreciar la pertur-
bacién que se realiza al electrodo durante este experimento electroquimico, que es llamado
cronoamperometria, en esta se fija un potencial (E) al electrodo de trabajo por un tiempo
determinado y se registra la corriente (i, fig. durante todo el proceso, que es proporcional
a la concentracion de las especies que reaccionan en la superficie electrédica, sin embargo,
como en el medio empleado no existen especies electroactivas, la carga consumida durante
este proceso (definida como @Q = [ i(t) dt [63]) se debe a la oxidacién de la superficie (ya que
el potencial aplicado es positivo).

Cronopotenciometria (CP): en esta técnica permite estudiar el potencial de una reaccion redox
que ocurra sobre la superficie del electrodo al aplicar un pulso de corriente (fig. por un
tiempo determinado, la respuesta se registra en términos de potencial y tiempo (fig. .
La aplicacion de esta corriente permite establecer la cinética de la reaccion redox que ocurre
en la superficie del electrodo ya que la corriente en los experimentos electroquimicos son
proporcionales, entre otras variables, a la concentracion de las especies que reaccionan sobre
la superficie. Al aplicar el pulso de corriente se establecen las condiciones cinéticas del sistema,
se registra el potencial del electrodo de trabajo que es una medida de la energia del electrodo
para la transferencia de electrones. Este tipo de experimentos son ttiles debido a que permiten
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Figura 2.1: Perturbacién realizada sobre el electrodo mediante experimentos cronoampe-
rométricos. Respuesta tipica de una perturbacién cronoamperométrica.

determinar el potencial al cual ocurre una reacciéon electroquimica (O + e~ <— R) ya que,
los sistemas reversibles satisfacen la ecuacion de Nernst [63], que para esta reaccién E =
E° + @ log %. De la ecuacion de Nernst se puede concluir, aunque sea una aproximacion
burda a la dindmica que ocurre en todos los experimentos de CP, que el potencial al cual
ocurre una reaccion electroquimica es la adiciéon del potencial estandar de reaccion (E°) con
un término que depende de la concentracion de las especies que reaccionan en la superficie del
electrodo; Debido a que en CP se establece la cinética de una reacciéon electroquimica gracias
al pulso en corriente, que insistimos, es proporcional a la concentracién de las especies que
reaccionan sobre el electrodo, es posible evaluar el potencial de una reaccién electroquimica
al realizar estos experimentos.
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Figura 2.2: Perturbaciéon realizada sobre el electrodo mediante experimentos cronopoten-
ciométricos. m Respuesta tipica de una perturbaciéon cronopotenciométrica.

Electrodeposicion del quitosano: esta técnica permite formar peliculas estables de quitosano
al aplicar un potencial sobre la superficie del electrodo en un tiempo determinado, las per-
turbaciones que se realizan sobre el electrodo se llevan a cabos a valores negativos respecto
a las que se aprecian en la fig. y se registra la corriente generada durante el proceso
electroquimico, de forma analoga a la activacion de los electrodos sélo que en este caso se
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realiza la electrélisis de las soluciones de quitosano acidas y se forman las peliculas debido al
movimiento electroforético del quitosano (debido a los grupos amino protonados, propiedad
que permite su solubilidad en medio acuoso), que migra desde el seno de la solucién hacia la
superficie del electrodo, donde precipitan debido al aumento localizado del pH que se genera
mediante las reacciones de evolucion de hidrogeno y electrolisis del agua.

Ademas de las técnicas empleadas en la modificacién de las superficies electrodicas, que permi-
ten el ensamblado del inmunoensayo, se requieren algunos métodos para determinar la actividad
enzimatica de los complejos para poder realizar el diagnostico de la enfermedad de chagas, existen
al menos dos técnicas electroanaliticas utiles para emplear en un ensayo enzimatico, ambas son
candidatas a ser utilizadas como métodos de diagnéstico debido a su sensibilidad y rapidez, las
cuales son:

Cronoamperometria (CA): en esta se fija un potencial al electrodo (E) de trabajo por un tiem-
po determinado y se registra la corriente (i) durante todo el proceso de forma analoga a las
técnicas empleadas en la preparacién de los electrodos [2.1], pero en este caso la corriente
registrada permite cuantificar uno de los componentes del ensayo enziméatico, ya que ella es
proporcional a la concentracion del componente que reacciona sobre la superficie electrodica.
Sobre un inmunosensor amperométrico es posible realizar un ensayo inmunologico y deter-
minar la actividad enzimatica de los anticuerpos secundarios empleando un mediador y su
descomposicién se detecta mediante CA. Se puede evaluar la actividad enzimatica del com-
plejo de revelado mediante la determinacién de uno de sus productos de reaccion, de forma
analoga al ELISA, ya que requieren del uso de una superficie patrén

Voltametria Ciclica (VC): este método implica variar de manera lineal el potencial del elec-
trodo entre un valor inicial (F;) y uno secundario (Es), formando una perturbacién E(t)
triangular en el tiempo El resultado de esta perturbacién se denomina voltamperogra-
ma ciclico y se representa como una curva E en funcién de i (fig. [2.3D]). Al realizar una VC es
posible observar la presencia de varias especies quimicas siempre que sus potenciales de reac-
cién se encuentren entre los potenciales inicial y final escogidos, mediante el analisis de las
corrientes en las curvas es posible cuantificar las especies reactivas y evaluar la reversibilidad
de un sistema redox, ya que, debido a la naturaleza de la perturbacion, es posible controlar
el tiempo en el que ocurre la reacciéon de oxidacion y de reducciéon modificando la pendiente
de la perturbacién (fig. . Un experimento de VC consta de dos barridos, uno positivo
donde se observan las reacciones de oxidaciéon y el negativo, donde se observan los procesos
de reduccion. Para un sistema de transferencia electronica simple y rapida, se deben observar
respuestas como la representada en la fig. [2.4a, donde se pueden determinar los potenciales
y corrientes generadas para cada proceso electroquimico, que son parametros fundamenta-
les para evaluar la reversibilidad de los sistemas electroquimicos. VC permite estudiar la
reversibilidad de las reacciones de 6xido reduccion mediante el andlisis de los voltampéro-
gramas y por lo tanto ofrece mas informacion que CA sobre los fenémenos electroquimicos
que ocurren en la superficie del electrodo, por esto deberia ser empleada en un inmunosensor
electroquimico ya que ofrece ventajas como técnica analitica [211, [22] 24] [29] 37, 93], 04].

Ademas de su potencial de uso en los ensayos enziméticos, se pueden realizar estudios de
VC para estimar la constante de transferencia electronica, que es un parametro ttil para
describir las capacidades cataliticas de un electrodo, ya que modifica la respuesta de un
electrodo (fig. [2.4b). Existen métodos semiempiricos, como el de Nicholson, que permiten
estimar la constante de transferencia electréonica (ks) [61], [70, 05], el método consiste en
evaluar un pardmetro adimensional (W(AE,)) mediante interpolacion en una tabla de valores
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Figura 2.3: Experimento voltamétrico y respuesta tipica para un sistema de transferencia electroni-
ca rdpida2.3a] Perturbacion realizada sobre el electrodo mediante experimentos voltamétricos. [2.3b
Respuesta tipica de una perturbacion voltamétrica.

: . . @k
y determinar el valor de la constante mediante la relacion W = % (~v= %, donde “D”

es el coeficiente de difusién) y a = %f;” (donde “F” y “R” son las constantes de Faraday y
de Gases respectivamente, “T” es la temperatura en Kelvin). Para emplear estos métodos es
necesario que el sistema presente una respuesta reversible (fig. y los estudios se realizan
a distintas velocidades de barrido para evaluar la cinética bajo distintos intervalos de tiempo.

cument

decreasing rats constant
E—

Vi V2 uotiage
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Figura 2.4: Representacion de los pardmetros de reversibilidad de una respuesta tipica para un
sistema de transferencia electrénica rapida. AE, es la diferencia de potenciales de oxidacién y
reduccién, I, /I, es el cociente de las intensidades de pico para cada pico. Representacion
de algunos parametros relacionados con la reversibilidad electroquimica mediante experimentos
voltamétricos. 2.4b| Respuesta voltamétrica para superficies con distintos ordenes de magnitud en
ks (tomado de www.ceb.cam.ac.uk).
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2.6. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

2.6. Procedimientos Experimentales

2.6.1. Preparacion de los electrodos

Los electrodos de trabajo de grafito fueron preparados adaptando la metodologia de Morris
y col. [57] a partir de barras cilindricas de grafito que fueron cortadas en secciones de 2,5 cm
(A=0,1734 mm?) 0 4 cm (A=0,3631 mm?) cuyo extremo de trabajo fué tratado con resina epoxidi-
ca, para impermeabilizar el costado de los mismos.

Estos electrodos fueron lijados con diferentes grados de carburo de silicio hasta la obtencion de
una superficie uniforme, luego de lo cual fueron pulidos sobre micropanos con altimina de 1 um,
0,3 pm y 0,05 pm hasta grado espejo.

Los electrodos de pasta de carbono fueron preparados con 2 composiciones distintas, una serie
con una composicién 2:1 de grafito espectroscépico/nujoll y la otra con una composiciéon 4:1,45:1
de grafito/nujoll/quitosano en escamas (parcialmente disuelto en 2 mL de dcido acético al 1%).

Las pastas de carbono fueron empacadas en puntas de pipeta desechables de 1 mL cortadas a
1,8 cm de la base y compactadas con un pistén de acero; las conexiones fueron realizadas mediante

un alambre de cobre lijado en los extremos y fueron reservados en buffer PBS ELISA pH 7,4 hasta
Su uso.

En la siguiente tabla se resumen las resistencias asociadas a cada electrodo de pasta de carbom.

Tabla 2.3: Resistencias de los electrodos de pasta de carbono preparados

Electrodo Grafito/Nujoll (2) | Grafito/Quitosano/Nujoll (£2)
A 0,012 N/C
B 0,110 0,296
C 0,050 N/C

2.6.2. Sistema Electroquimico

Para los experimentos electroquimicos se empled el mismo sistema que el del inmunosensor
desarrollado por Maiz [I4], una celda de 1 compartimiento y tres electrodos, como contraelectrodo
se empled una malla de platino contrapuesta al electrodo de trabajo, que fué flameado previo a
cada experimento. Como electrodo de referencia se emplearon electrodos de calomelano (SCE)
y otro de plata (Ag /AgCl) (en solucién de KCI saturado), preparados en el laboratorio y cuyos
potenciales fueron verificados versus un electrodo de calomel comercial disponible en el LEQ.

2.6.3. Tratamiento Mecanico de los electrodos de trabajo

Para mejorar la reproducibilidad de las medidas, se adapto el tratamiento mecanico descrito en
la literatura [65] [96], las barras de grafito fueron pulidas sobre micropanos con alimina de 1 um,
0,3 pm y 0,05 pwm hasta grado espejo, luego de lo cual se sonicaron por 30 s en agua desionizada.

Los electrodos de pasta de carbono son pulidos sobre papel de fotografia para renovar la su-
perficie electrédica, de acuerdo con lo descrito en la literatura [97H99].
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2.6.4. Tratamiento Electroquimico

Luego del tratamiento mecénico, los electrodos de trabajo son tratados electroquimicamente
mediante electrolisis a pH acido para activar cataliticamente las superficies electrodicas de forma
andloga a lo descrito en la literatura [58] [59)].

La activacién de las barras de grafito se realiza en el sistema electroquimico descrito anterior-
mente, realizando la electrélisis de los electrodos en H,SO, 1 M por 60 s a 1,8 V (vs SCE).

2.6.5. Voltametrias ciclicas

Las superficies de grafito fueron caracterizadas mediante voltametria ciclica de forma anéloga a
lo descrito en la literatura [14] [63], empleando cuplas rédox bien conocidas (ferrocianuro de potasio
o la hidroquinona) en el sistema electroquimico descrito anteriormente.

La respuesta voltamétrica del grafito fué determinada empleando una solucién 5 mM de K,Fe(CN),
empleando como electrolito soporte KNO; 1 M y el buffer ELISA PBS pH 7.4 a velocidades de
barrido (v) 300,250,200,150,75,50,25 y 10 mV /s en una ventana de potencial comprendida entre
-600 mV y 800 mV , barrido anddico.

Estos electrodos también fueron caracterizados empleando una solucién 10 mM de hidroquino-
na en H,SO, 0,5 M a v 200,100,75,50,25,10,5 y 1 mV /s en una ventana de potencial comprendida
entre los 100 mV y 700 mV, barrido andédico. Tambien se obtuvo la respuesta de la hidroquinona
al modificar el medio electrolitico y se determiné 5 mM de hidroquinona en PBS ELISA pH 74
empleando las mismas velocidades de barrido en una ventana de potencial comprendida entre los
-600 mV y los 800 mV.

Adicionalmente, se estudié la respuesta voltamperométrica del ioduro de potasio, catecol y del
acido ferroceno carboxilico (5 mM) en buffer PBS ELISA pH 7,4 a 50 mV/s en una ventana de
potencial comprendida entre los -1 V y 1 V| barrido anddico

2.6.6. DSC-TG del quitosano

Para determinar el factor de humedad se realizo el estudio de DSC, adaptando el protocolo
de Guinesi [76], mediante una termogravimetria acoplado a calorimetria de barrido diferencial
que fué realizada en el Laboratorio de Materiales para Tecnologias Emergentes (DITEMA-IVIC).
La pastilla introducida al calorimetro pes6 7,4 mg y la rampa de temperatura empleada fué de
0,16477 °C/s.

2.6.7. Determinacion del grado de desacetilacién (GDA)

El grado de desacetilacién del quitosano fué determinado empleando espectroscopia FT-IR y
mediante una titulacién conductimétrica adaptando el protocolo de Brugnerotto [86].

Para obtener el espectro infrarrojo, la muestra se incorpord en una pastilla de KBr que fué pre-
parada pesando 3 mg de quitosano con 60 mg de la sal. Esta mezcla fué triturada en un mortero
por 10 minutos y compactada en una prensa, luego de lo cual se procedié a secarla en una estufa
a 80°C por 20 h. De forma paralela se preparé una pastilla de 60 mg de KBr sin quitosano para
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2.6. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

evaluar el blanco en un Espectrometro FT-IR Spectrum RX-1.

Para la determinacion del GDA por conductimetria se adaptaron los protocolos descritos en la
literatura 75, [77], se emplearon 100 mL de NaOH 0,02 M (valorada con biftalato de potasio 0,014
N) y 50 mL de una solucién 0,036 N de HCI, la soluciéon de quitosano se prepar6 tomando 30 mL
de la soluciéon de HCI en la que se disolvié 80 mg de quitosano hasta un volumen final de 50 mL
(agua desionizada).

La soluciéon de NaOH se valor6 empleando biftalato como patrén primario, para esto se dis-
puso de alicuotas de 15 mL de biftalato de potasio (patrén primario) en una fiola a la cual se le
agregaron volumenes de 500 pul. de NaOH. Las mediciones fueron realizadas luego de 30 s de haber
agregado la base al patréon primario con un pH metro que fué calibrado el mismo dia de su uso
mediante soluciones tamponadas patrén de pH 3, 7 y 11.

La determinacion del GDA del quitosano se realizé empleando alicuotas de 10 mL de la solucién
de quitosano acida dispuesta en un cilindro en agitacion, a cada alicuota se le agregan volumenes
de 500 pl de NaOH. Las mediciones se realizaron luego de 5 min de haber agregado la base a
la soluciéon con un conductimetro que fué calibrado el mismo dia de su uso mediante soluciones
patrén de 1413 uS/cm, 147 pS/cm y 12.88 mS/cm.

2.6.8. Determinacion del potencial de deposicién de las peliculas de
quitosano

La deposiciéon se llevd a cabo adaptando el método de Cheng [92], mediante un pulso de co-
rriente de 200 A /cm? por 3 min sobre electrodos de grafito activados y sin activar en una solucién
de quitosano al 1 % en solucion de 4cido acético glacial al 1 %, luego de la deposicion, los electrodos
fueron lavados con 10 volumenes de 100 pL. de tampén ELISA pH 7,4 y reservados en 300 uL del
mismo hasta su uso.

Los electrodos asi modificados fueron caracterizados mediante la respuesta del ferrocianuro por
voltametria ciclica en una ventana de potencial entre -500 mV y 800 mV a 50 mV/s en tampoén
ELISA pH 7/4.

2.6.9. Deposicion de las peliculas de quitosano

Para preparar estas peliculas sobre las superficies de grafito se adaptaron los protocolos descri-
tos en la literatura para las otras superficies [87, 88, [90], se emple6 la solucion al 1% de quitosano
en acido acético glacial al 1% previamente preparada.

Las peliculas de quitosano fueron electrodepositadas sobre superficies de grafito tratadas mecani-
camente mediante electrolisis de la solucién de quitosano en tiempos de 10, 20 y 30 minutos a un
potencial de -1,25 V (vs SCE), luego de la deposicién los electrodos fueron lavados con 10 volume-
nes de 100 pL. de tampén ELISA pH 7,4 y reservados en 300 puL del mismo hasta su uso.

Los electrodos modificados fueron evaluados por voltametria ciclica empleando ferrocianuro de
potasio e hidroquinona, para ello se determiné la respuesta de estas especies en una ventana de

potencial entre -500 mV y 800 mV a 50 mV /s en tampén ELISA pH 7,4. Una vez finalizadas las
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experiencias los electrodos fueron lavados con 10 volumenes de 100 puL. del tampén y se evalud la
respuesta del tampon en las mismas condiciones para evaluar la retencion de las especies sobre las
peliculas de quitosano.

2.6.10. Ensayos Colorimétricos

Las determinaciones de las concentraciones de proteina se realizaron mediante ensayos colo-
rimétricos comunes para los laboratorios de biologia molecular como lo son el método de Lowry
y el método de Bradford, los protocolos que fueron empleados en estas determinaciones fueron
adaptados del trabajo de Sapan y col. [100].

Método de Lowry

Para generar el complejo de cobre se tomd 1 mL de la solucion B1, 1 mL de la B2 y se mezclan
con 98 mL de la solucién A.

Para estimar la concentracién de proteinas se empled una curva de calibracién con patron de
albimina de suero bovino (BSA) de 10 a 50 ug.

El ensayo colorimétrico fué realizado diluyendo las alicuotas de proteina a 600 ul. con agua
desionizada, a estas se agregaron 3 mL del complejo de cobre y se dejé reposar la mezcla por 10
min a temperatura ambiente refugiado de la luz. Luego de la incubacién se agregaron 300 ul. del
reactivo de folin diluido al 50 % en agua, se agit6 e incubé la mezcla por 30 minutos adicionales
refugiado de la luz y finalmente se determiné la absorbancia a 600 nm.

Método de Bradford

Para preparar la soluciéon de trabajo se filtraron 40 mL de soluciéon stock Bradford en papel
Whatman #1, se tomaron 30 mL del filtrado y se mezcl6é con 15 ml de etanol 95% y 30 ml de
acido fosforico 85 % en agitacion, finalmente la mezcla se llevé a 500 mL con agua desionizada y
se guardd en un frasco ambar previo a su uso.

Para estimar la concentracién de proteina de las alicuotas se empled una curva de calibracion
usando albiimina de suero bovino como patrén en el rango de 10 a 250 pug/mL.

El ensayo colorimétrico se realizdé tomando 100 pL de alicuotas de proteina, se agregaron 700
pul de tampon ELISA pH 7,4 y 200uL de la solucién de trabajo, se agit6 la mezcla y determiné su
absorbancia a 595 nm.

2.6.11. Adsorcion de la Pgr24 sobre quitosano

La capacidad de adsorcién de las peliculas depositadas fué evaluada mediante la exposicién de
las mismas a soluciones del antigeno.

Se dispuso de dos alicuotas de 1.5 mL de PGR,, (200 pg/mL) que se introdujeron en dos tubos
falcon de 15 mL, de forma paralela se prepararon dos electrodos con peliculas de 10 y 30 min que se
sumergieron en los tubos con el antigeno por una hora. Cada quince minutos se tomé una alicuota
de 200 pL del sobrenadante para determinar la concentracion de proteinas por el método de Lowry.
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Adicionalmente se prepararon peliculas de 10, 20 y 30 min sobre electrodos de grafito que
se introdujeron en tres tubos falcon, en ellos se dispuso alicuotas de 1,2 mL de PGR,, que se
sumergieron en los tubos con el antigeno por una hora. Para la pelicula de diez minutos se tomaron
alicuotas a los 10, 15, 20, 25, 30 y 40 min mientras que para las otras peliculas se tomaron cada
10 min.

2.6.12. Reactivos Inmunolégicos

Los reactivos fueron proporcionados por el laboratorio de enzimologia de parésitos y se emplea-
ron sin purificaciones adicionales a las establecidas en dicho laboratorio. Como antigeno fuimos
suministrados con un stock del antigeno Pgr,, de 31 kDa con una concentracion de 200 ug/mL,
tambien obtuvimos dos sueros confirmados chagasicos, uno confirmado no chagésico y un suero
anti-Pgr,, de conejo para realizar los diversos ensayos. En todos los casos la etapa de revelado se
realizo con anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa, cuya actividad fué evaluada antes de
cada ensayo empleando TMB y H,0,, evaluando el viraje del color de la solucién. Adicionalmente,
el LEP proporcion¢ alicuotas de HRP puras para evaluar la respuesta del sistema reportero.

2.6.13. Inmunoensayos Electroquimicos

Los inmunosensores fueron construidos sobre superficies de grafito tratadas mecanicamente con
peliculas de quitosano de 10, 20 y 30 min, los electodos se sumergieron en 200 puL de Pgr,, (200
pg/mL) por 30 min luego de lo cual se lavaron con tampén ELISA pH 7,4. En una segunda etapa
los electrodos fueron incubados en la soluciéon de bloqueo ELISA pH 7.4 por 30 min para restringir
los sitios libres dentro de la pelicula de quitosano y se lavaron con la solucién de lavado ELISA pH
7,4, posteriormente estos electrodos fueron incubados en una dilucién 1/10 de los sueros propor-
cionados por el LEQ (“X1,X2” chagésicos, “L” no chagésico y anti-Pgr,, por 40 min. Finalizada
esta etapa los electrodos fueron lavados con la solucion de lavado ELISA pH 7,4 luego de lo cual
se revelan las IgG inmovilizadas, incubando finalmente los electrodos con una diluciéon 1/1000 de
anti-IgG humanas conjugados a HRP por 40 min (para el suero anti-Pgr,, se emplearon anti-IgG
de conejo conjugados a HRP).

Cada etapa en la construccion del inmunosensor fué caracterizada por voltametria ciclica em-
pleando soluciones de hidroquinona 5 mM en tampén ELISA pH 7.4 en una ventana de potencial
entre -600 mV y 800 mV a 50 mV/s.

Adicionalmente se prepararon inmunosensores construidos sobre superficies de grafito tratadas
mecanicamente con peliculas de quitosano de 30 min, estos electrodos modificados fueron sumer-
gidos por 30 min en diluciénes 1/10, 1/100 y 1/1000 de anticuerpos conjugados a peroxidasa en
PBS ELISA pH 7,4 para evaluar la actividad de la peroxidasa sobre los electrodos.

La actividad enzimatica de la perdxidasa fué evaluada por voltametria ciclica en una solucién
5 mM de hidroquinona en tampén ELISA pH 7,4 suplementada con 0,1 mM, 1 mM y 10 mM de
H,O, en una ventana de potencial entre -600 mV y 800 mV a 50 mV /s.

La actividad enzimatica de la peréxidasa tambien fué evaluada por voltametria ciclica en solu-
ciones 5 mM de ioduro de potasio, 5 mM catecol y 3 mM de 4cido ferroceno carboxilico en tampon
ELISA pH 7.4 suplementada con 10 mM de H,O, en una ventana de potencial entre -1 Vy 1,4 V
(vs SCE) a 50 mV/s.
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Capitulo

Caracterizacion Electroquimica de las Superficies
de Carbono

En la literatura se ha reportado que los electrodos de grafito presentan diferencias en cuanto
a la transferencia electronica incluso para aquellos fabricados por un mismo manufactor, por esta
razon nos vimos en la necesidad de caracterizar la respuesta voltamétrica de nuestras superficies
y compararlas con las reportadas para carbon vitreo y otras superficies metalicas, por lo cual se
emplearon sistemas ampliamente estudiados como el ferrocianuro de potasio o la hidroquinona en
distintos medios, para el primero se ha reportado |64} 101] una respuesta reversible sobre electrédos
metalicos, la cupla quinona-hidroquinona por su parte es uno de los pocos sistemas organicos pa-
ra los que se ha reportado [66, 67, 102-105] una respuesta reversible en algunos medios y se ha
demostrado que es un mediador electréonico efectivo para la HRP, que es la enzima reportera del
ensayo ELISA empleado en el diagnéstico de diversas enfermedades mediante sueros de pacientes,
incluida la enfermedad de Chagas [21], 22, 24] 29| 37, 93, [94].

3.1. Electrodos de Pasta de Carbono

Con miras a evaluar superficies de carbono alternas a las barras de grafito se estudiaron varias
composiciones de electrodos de pasta de carbon, los cuales fueron preparados a partir de grafito
espectroscopico (sec. , la respuesta voltamperométrica de estos electrodos en medio de buffer
ELISA pH 7,5 se puede apreciar en la figura [3.1a], de la misma se puede destacar que la respuesta
difiere significativamente para cada electrodo a pesar de que fueran construidos bajo las mismas
condiciones, lo que sugiere que la mezcla de pasta de carbono no fué homogénea. En la figura |3.1b
se puede apreciar la respuesta voltamétrica que presentaron estos electrodos frente a soluciones de
hidroquinona en medio buffer PBS ELISA pH 7.4; De la misma se puede destacar que a pesar de
que los electrodos tuvieran la misma composicion quimica, presentan respuestas diferentes para
los procesos de oxidacion y reduccién debido a que la diferencia de potenciales de pico difiere para
cada electrodo, estos resultados sugieren que la TE de la pasta de carbono difiere dentro de los
electrodos fabricados, ya que este parametro estd relacionado con la diferencia de los potenciales
de pico para los procesos de oxidacion y reduccion de un electrodo (ﬁg.

Estos resultados se podrian explicar al observar las propiedades fisicas que describieron los
electrodos de pasta de carbono (grafito/nujoll) (sec. 2.6.1)), ya que en la tabla se pueden
apreciar las resistencias que presentaron estos electrodos y se destaca que la misma difiere para
cada uno, lo que sugiere que su preparacion no fué la adecuada.
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Figura 3.1: Respuesta voltamperométrica de los electrodos de pasta de carbon (grafito/nujoll) en
medio buffer PBS ELISA pH 7,4 a 50 mV/s. Ventanas de potencial del medio de potencial
con distintos electrodos de pasta de carbon (grafito/nujoll), Voltametria ciclica de soluciones
de hidroquinona 5 mM con distintos electrodos de pasta de carbono (grafito/nujoll)

En cuanto a los electrodos de pasta de carbono modificados con quitosano, no se pudo obte-
ner la estabilidad mecanica necesaria para obtener medidas reproducibles mediante voltametria
ciclica, al observar la tabla se puede apreciar que de los tres electrodos preparados, solo uno
presenté una resistencia adecuada. En la figura se puede apreciar la respuesta del electrodo
B de pasta de carbono (grafito/nujoll/quitosano) en una solucién de hidroquinona 5 mM en me-
dio buffer PBS ELISA pH 7.4 0,5 M a 50 mV /s, de la misma se puede apreciar que la respuesta
voltamétrica del electrodo se asemeja a las descritas en la seccion para sistemas de TE simple
y rapida, sin embargo, los AE, para este proceso son mucho mayores que el limite descrito para
la reversibilidad (~ 59 mV/n) lo que sugiere que la TE para esta composicién es bastante pobre,
incluso para este sistema (hidroquinona) que se ha descrito de TE répida y reversible [99].

En vista de la baja reproducibilidad de estos estudios preliminares sobre electrodos de pasta
de carbono, se continud con la investigacion de las otras superficies de grafito para la construccion
del inmunosensor. Queda mencionar que, a pesar de estos resultados, la posibilidad de fabricar
inmunosensores sobre superficies de pasta de carbono podria disminuir el costo del método de
diagnostico respecto a los descritos en la literatura, por lo que se deberia continuar con su aplicacién
en futuras investigaciones mejorando el método de fabricacion.
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Figura 3.2: Respuesta voltamétrica del electrodo de pasta de carbono (grafito/nujoll/quitosano)
en una soluciéon de hidroquinona 5 mM en medio buffer PBS ELISA pH 7,4 0,5 M a 50 mV /s

3.2. Electrodos de Grafito

En la figura [3.3] se muestra la respuesta voltamétrica del ferrocianuro de potasio en nitrato
de potasio como electrolito soporte sobre los electrodos de grafito (barra), se aprecia un pico de
reduccién a 200 mV y otro de oxidacién a 300 mV vs Ag/AgCl caracteristicos de la reaccién
reversible Fe(CN)g™ «+— Fe(CN)g™ + e, similares a los reportados por Tanimoto y col. [T01]
donde se observan dos picos similares en su respuesta voltamétrica. De esta figura se aprecia un
aumento en la diferencia de los potenciales de pico conforme aumenta la velocidad de barrido
(fig. , lo que confirma la pseudoreversibilidad de la respuesta sobre grafito ya que de ser
reversibles los AE, se encontrarian sobre la traza (linea negra) de referencia a 60 mV y no se
modificarian al variar la velocidad de barrido, por otra parte, el cociente de las corrientes de pico
(fig. se aproxima a la unidad para estas perturbaciones, que concuerda con lo descrito para
estos sistemas [63], 65], [106].

Al comparar detalladamente la diferencia de potenciales de pico (fig para nuestra super-
ficie respecto a las reportadas en carbén vitreo [14] se destaca que la superficie de grafito muestra
una menor actividad electroquimica que las de carbon vitreo, dada su mayor separacion de la traza
de referencia. Este valor fué determinado para las superficies de carbén vitreo en un sistema de
ferrocianuro de potasio en medio de acido sulfirico como electrolito soporte y se mantiene estable
para velocidades de barrido inferiores a los 100 mV /s, lo que es caracteristico de sistemas reversibles
[63], para las superficies de grafito esta diferencia de potenciales de pico nunca se estabiliza en las
mismas condiciones lo que concuerda con lo reportado para TE pseudoreversible [62, 63, [106], este
fenomeno se puede atribuir a las diferencias en las constantes de transferencia para cada superficie
ya que este parametro tiene una influencia directa en la respuesta voltamétrica, como mencionado

en la sec. 2.0

En vista de que el sistema ferrocianuro de potasio en nitrato de potasio mostré una cinética de
TE pseudoreversible, se empled el método de Nicholson para estimar la constante de transferencia
electrénica [61), [70, 95], lo que consistié en evaluar el parametro adimensional (V(AE,)) y determi-
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Figura 3.3: Respuesta voltamétrica de la superficie de grafito en una soluciéon de ferrocianuro de
potasio 5 mM en nitrato de potasio 0,5 M a 50 mV /s

nar el valor de la constante mediante la relacion ¥ = \/% (sec. . Empleando el coeficiente

de difusién de Tanimoto y col. [101] (D, = D, = 7,63 % 107° cm?/s), la constante de transferencia
sobre superficies de grafito tuvo un valor de ksgrafite = 9,4 * 1073 cm/s mientras que para el
carbén vitreo kscarbon vitreo = D, 1 % 1072 cm/s, este orden de magnitud de diferencia confirma,
conforme a lo reportado en la literatura [60} [107], que la transferencia electrénica es superior sobre
superficies de carbén vitreo respecto a las de grafito a pesar de que ambas sean de carbono.
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Figura 3.4: Representacion de algunos parametros que permiten evaluar la reversibilidad elec-
troquimica de las superficies de grafito para la respuesta voltamperométrica del ferrocianuro de
potasio en nitrato de potasio. Diferencia de potenciales de pico a diferentes velocidades de
barrido, cociente de las intensidades de pico a diferentes velocidades de barrido

Con miras a explorar algunas acciones para mejorar la TE en las superficies de grafito se proce-
di6 a evaluar el efecto de la activacién de los electrodos mediante la electrélisis dcida descrita en la
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sec la cual fué evaluada sobre la respuesta voltamperométrica de una solucion de K, Fe(CN)j,
al analizar estas respuestas no se observaron mejoras significativas hacia la TE ya que la diferen-
cia de los potenciales de pico son comparables para los electrodos tratados mecanicamente. Sin
embargo, este tratamiento mejora la reproducibilidad de las medidas, lo que se refleja en una dis-
minucién en las barras de error asociadas a las medidas de AE, a bajas velocidades de barrido,
este fenomeno concuerda con lo reportado en la literatura [57, 58] lo cual podria ser atribuido a
que la transferencia electronica sobre superficies de grafito depende de la composicion del grafito
y poco sobre el tratamiento quimico o electroquimico de la superficie, sin embargo, debido a la
naturaleza del proceso de activacién (sec. , se puede deber a la presencia de grupos funcionales
presentes en la superficie electrodica antes que lo mencionado respecto a la composicion del grafito.

Adicionalmente se evalud la respuesta voltamperométrica de una soluciéon de hidroquinona ya
que se ha reportado como un mediador efectivo para la transferencia electrénica de la HRP, el
mecanismo de TE de esta molécula ha sido ampliamente estudiada y se ha reportado que, en me-
dio acido, sufre una reaccion reversible con transferencia de 2 electrones y 2 protones para formar
quinona (fig. |3.5)) [105].

O OH
‘ +2e”, + 2H*
—
-
-2e, - 2HT
0 OH

Figura 3.5: Reduccién reversible de quinonas en medio acido.

En la fig se contrasta la respuesta voltamétrica de los electrodos de grafito activados y
sin activar para una soluciéon 10 mM de hidroquinona en acido sulfirico 0,5 M donde se puede
apreciar un pico de oxidacién en 450 mV para el electrodo activado y de 550 mV para el tratado
mecanicamente, de forma andloga los picos de reduccién se encuentran en 300 y 400 mV todos
los potenciales referidos al de calomelano (vs SCE), lo que se compara con la de la fig. m
donde se muestran resultados con superficies de distintos valores de ks. Debido a que la constante
de transferencia electréonica es proporcional a esta diferencia de potenciales, es evidente que el
tratamiento electroquimico mejora significativamente este parametro, lo que concuerda con lo que
se ha reportado en la literatura [59], donde los autores sugirieron que el tratamiento oxidativo
requerido para la activacion, modifica la quimica superficial del electrodo al oxidar los grupos
funcionales expuestos en la superficie luego del tratamiento mecanico. Nuestros resultados sugieren
que la TE de la hidroquinona sobre electrodos de grafito depende de su tratamiento electroquimico,
que podria inducir la generacion de una mayor proporcion de grupos oxidados respecto a los
electrodos tratados mecanicamente.

El efecto de la activacién sobre la respuesta de la hidroquinona para los electrodos de grafito
se evidencia en la figura [3.7a] donde se observa la diferencia de los potenciales de pico para este
sistema a diferentes velocidades de barrido para electrodos tratados mecanicamente y activados.
El aumento del AE, para los electrodos sin activar respecto a los activados para velocidades de
barridos identicas confirman que el tratamiento electroquimico mejora la respuesta voltamétrica
de los electrodos mediante una disminucién de la diferencia de los potenciales de pico, sin embargo,
para los electrodos tratados mecanicamente la ks no pudo ser calculada mediante el método de

34



3.2. ELECTRODOS DE GRAFITO

™
100 0,0015
 §
75 0,0010 i i
50
0,0005 L]
_ 25 . ]
< = I
2 S— 0,0000 .
= .25 o *
-0,0005 [
-50
i S
-0,0010 = 3
-75 Ip
Electrodo activado 2
-100 Electrodo sin activar -0,0015 X
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
W
E (V vs SCE) (V/S"Z)

(a) (b)

Figura 3.6: Voltametria Ciclica de la hidroquinona en acido sulftrico. Respuesta voltam-
perométrica de una solucién de hidroquinona 10 mM en &4cido sulfirico 0,5 M a 50 mV/s para
electrodos activados y sin activar, Intensidad de picos en funcién del cuadrado de la velocidad
de barrido para electrodos de grafito activados

Nicholson [62] debido a que el sistema se aproxima a la irreversibilidad, lo cual arroja valores de
constante de transferencia electrénica negativos.

La dependencia lineal de las intensidades de pico para la voltametria ciclica de la hidroqui-
nona en funciéon de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido es caracteristica de un pro-
ceso electroquimico de TE rapida y reversible controlada difusionalmente siguiendo la relacién
|I,| = 2,69 % 10°n32AC%, /D, ov. A partir de las pendientes obtenidas de los picos de oxidacién
(m = 0,00361) y reduccién (m = —0,00316) es posible determinar el coeficiente de difusién para
cada especie, el cual tuvo un valor de 2,23 * 1076 ¢m?/s para la quinona y de 1,75 % 1076 cm?/s
para la hidroquinona lo que difiere en dos ordenes de magnitud a los reportados en la literatura
para electrodos de pasta de carbono [99] (D, = 5,05 * 10 — 4 ¢cm?/s), sin embargo este fue deter-
minado en Buffer PBS pH 7.

Al detallar los parametros que permiten evaluar la reversibilidad electroquimica de esta molécu-
la, se destaca que el cociente de las intensidades de pico (fig. no se encuentran exactamente
en la unidad, ademas, los AE, (fig. se encuentran por encima del valor reportado para trans-
ferencia de dos electrones reversible (29,5 mV) y son proporcionales a la velocidad de barrido para
las superficies activadas, lo cual es caracteristico de sistemas pseudoreversibles [63]. Estas pro-
piedades del sistema permitieron el calculo de la constante de transferencia electronica para los
electrodos de grafito activados (kSgrafite = 1,95% 1073 cm/s) el cual también fué realizado para las
respuestas de la hidroquinona en acido sulfirico 1 M reportadas por Maiz [14], sobre electrodos de
carb6n vitreo anodizados (kscy_aarz = 7,82 % 1072 ¢m/s). La diferencia entre ambas constantes
es de un factor de 4 lo que corrobora que la TE sobre las superficies de carbon vitreo es superior a
las de grafito a pesar de que estén constituidas de carbono, ademas, nuestros resultados sugieren
que los electrodos de grafito son sensibles al tratamiento electroquimico ya que, para este siste-
ma, la TE varia desde irreversible a pseudoreversible al realizar la activacion de los electrodos de
grafito tratados mecdanicamente, lo cual implica una mejor respuesta para los electrodos activados.
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Figura 3.7: Representacion de algunos parametros que permiten evaluar la reversibilidad electro-
quimica de las superficies de grafito para la respuesta voltamperométrica de la hidroquinona en
acido sulfurico. Diferencia de potenciales de pico a diferentes velocidades de barrido,
cociente de las intensidades de pico a diferentes velocidades de barrido

Del analisis de los resultados presentados para las diferentes superficies electrodica se puede con-
cluir que los electrodos de grafito empleados tienen respuestas adecuadas para aplicaciones analiti-
cas y la construcciéon del inmunosensor a pesar de que su capacidad de transferencia electronica
sea menor a la reportada sobre carbon vitreo, la activacion electroquimica de las superficies mejora
la reversibilidad y reproducibilidad de las respuestas del ferrocianuro de potasio y la hidroquinona
lo cual podria ser atribuido a la presencia de grupos funcionales en la superficie de los electrodos.

3.3. Estudios voltamétricos de mediadores electroquimicos
sobre superficies de grafito

En la figura [3.8| se aprecia el esquema del inmunocomplejo de revelado que se ha propuesto
ensamblar sobre la superficie electrodica junto con el mecanismo de TE para la HRP, la base
del diagnéstico de la enfermedad de Chagas es evaluar la presencia de las IgG anti humanas
empleando la actividad enzimatica de la peroxidasa conjugada a los anticuerpos segundarios. En
un ensayo electroquimico tipico, es de esperarse observar el cambio en el perfil de concentraciones
del mediador, debido a la transferencia de electrones del peréxido de hidrogeno en el centro activo de
la enzima, ya que alli ocurre la descomposiciéon enziméatica del peréxido y se oxida la hidroquinona
libre en solucién formando quinona, lo que se puede observar mediante voltametria ciclica.

Como el mediador es la molécula que permite evaluar la actividad enzimatica se ha propuesto
su uso para monitorizar el ensayo inmunologico, en vista de que el inmunosensor desarrollado en
el LEQ emple6 hidroquinona se continud con su uso, sin embargo en condiciones que permitieran
realizar el ensayo inmunolégico como el medio buffer PBS ELISA pH 7,4, se ha reportado [105]
que el mecanismo de TE de la hidroquinona en medios acuosos a pH moderado o altos presenta
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Figura 3.8: Esquema del inmunocomplejo de revelado y mecanismo de TE

dos procesos de transferencia electréonica y dos protonaciones de la siguientes forma:
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En medio acido y acuoso, las reacciones de protonacion ocurren tan rapido que se observa la res-
puesta de la figura donde ocurre la transferencia de dos electrones con dos protones en una
etapa, a pH alcalino se ha reportado que la hidroquinona no sufre protonacion por lo que la quinona
sufre una reduccién en una etapa de dos electrones [I02]. A pH moderados en medios tamponados
el mecanismo es mixto ya que la TE puede ir por la via de la transferencia de dos electrones y un
proton o vice versa dependiendo de las condiciones del medio, en vista de que el mecanismo de TE
de la hidroquinona es quimico y electroquimico fué necesario conocer la respuesta del mediador en
unas condiciones que permitan el soporte y formacién de los distintos elementos del inmunoensayo.

En la figura se observa la respuesta voltamperométrica de la hidroquinona en buffer ELISA
pH 7,4, en la misma se pueden apreciar dos procesos diferenciados para esta molécula. En primer
lugar hay un pico de oxidacién a 250 mV (vs SCE) acoplado a uno de reduccién a -40 mV (vs
SCE) que se puede asociar a la oxidacién y reduccién de la hidroquinona con la transferencia de un
electrén, a potenciales catédicos aparece un segundo pico de baja intensidad a 460 mV (vs SCE)
acoplado a un hombro en 350 mV (vs SCE) que se puede asignar a la formacién de un radical
quinénico que se encuentra en una proporcion relativamente baja comparando las corrientes a las
del primer pico. En la figura [3.9b| se pueden observar las diferencias de los potenciales de pico
para los distintos barridos voltamétricos, se puede apreciar que ninguno de estos parametros se
encuentra cerca del limite de reversibilidad (59 mV) lo que confirma la dificultad en la transferencia
electréonica de esta molécula sobre estas superficies en este medio.
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Figura 3.9:|3.9a] Respuesta voltamperométrica de una solucién de hidroquinona 5 mM en PBS pH
7,4 con electrodos de grafito tratados mecanicamente. |3.9b| Diferencia de potenciales de pico para
la respuesta de la hidroquinona a diferentes velocidades de barrido

Se evalud la reactividad quimica cruzada empleando un sistema analogo a la solucién de reve-
lado enzimatico pero con electrodos desnudos, en la misma se dispusieron de alicuotas de H,O,
(100 uM, 1 mM, 10 mM y 100 mM) y se realizaron voltametrias ciclicas para evaluar la in-
teraccion entre el perdxido y la hidroquinona. En la figura se puede apreciar la respuesta
voltamperométrica de la hidroquinona suplementada con 100 mM de H,O,, en la misma se ob-
serva una disminuciéon en las corrientes de todos los picos, lo que sugiere la descomposicion del
mediador a partir de esta concentracion limite. En base a estas caracteristicas se empledé como
valor limite para el ensayo enzimatico 10 mM de perodxido.

300
200
100
3 o
- —H,Q5mM
-100 ——H,Q + H,0, 100 mM
——H,Q+H,0,0,1 mM
-200 —H,Q+H,0,1mM
——H,Q+H,0,10mM

E(V) vs SCE

Figura 3.10: Respuesta voltamperométrica de una solucién de hidroquinona 5 mM en PBS ELISA
pH 7,4 con perédxido de hidroégeno

Debido a que la HRP permite el uso de otros cosustratos que la hidroquinona, se evalué la
respuesta de algunos mediadores empleados en la literatura [51] como lo son el ioduro de potasio,
el catecol y el acido ferroceno carboxilico y sus respuestas se agruparon en la fig. donde se
comparan a la respuesta de la hidroquinona en medio PBS ELISA pH 7,4. Destacan que tanto el
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catecol (fig. como el ioduro de potasio (fig. presentan dos procesos de reducciéon y de
oxidacién, similar a lo que ocurre para el sistema de hidroquinona. En la figura se aprecia
la respuesta de los electrodos de grafito en soluciones de ioduro de potasio, de alli se observa una
cupla a 350 mV con un pico de oxidacién a 500 mV y otro de reduccién a 300 mV (vs SCE) que
podrian ser atribuidos a la reacciéon 21" + e <— I, tambien se observa otra cupla a 800 mV con
un pico de oxidacién a 900 mV y otro de reduccién a 650 mV (vs SCE) que podrian ser atribuidos
a la reaccién 31" «— I; +2e 02I; <— 31,+2e como las reportadas en la literatura [108]. La
respuesta voltamétrica del catecol estd representado en la figura [3.11D] de alli se puede apreciar
que los dos procesos de oxidacién y de reduccién resaltan de mayor forma que para la respuesta
de la hidroquinona, esto se puede explicar debido a que los dos son isémeros, el catecol siempre
muestra en su respuesta voltamétrica los dos procesos de oxidacion y reduccion sin importar el pH
ya que sus intermediarios quinénicos son mas estables que los de la hidroquinona [105]. Por tltimo,
en la figura se aprecia la respuesta voltamétrica del acido ferroceno carboxilico y se destaca
que la misma es caracteristica de los sistemas reversibles como la hidroquinona y el ferrocianuro
de potasio y los descritos en la seccion el potencial de oxidacién para el proceso fué de 315
mV y el de reduccién a 245 mV (vs SCE) lo que sugiere que la respuesta es reversible.
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Figura 3.11: Estudios voltamperométricos de los mediadores electroquimicos empleados en la litera-
tura en PBS pH 7,4 a 50 mV/ s Respuesta voltamperométrica de una solucion de hidroquinona
5 mM con electrodos de grafito tratados mecdnicamente. Respuesta voltamperométrica de
una soluciéon de catecol 5 mM con electrodos de grafito tratados mecanicamente. Respuesta
voltamperométrica de una solucién de ioduro de potasio 5 mM con electrodos de grafito tratados
mecdnicamente. Respuesta voltamperométrica de una solucién de acido ferroceno carboxilico
3 mM con electrodos de grafito tratados mecanicamente.
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Capitulo

Deposicion de Peliculas de Quitosano

Una de las etapas mas importantes en la fabricacion de inmunosensores es la modificacion de
la superficie electrédica para permitir el ensamblado de los inmunoensayos requeridos para realizar
el diagnoéstico de la enfermedad, esta modificacion le debe conferir al electrodo la capacidad de
adsorber las biomoléculas de los ensayos de forma estable y reproducible. Como ha sido descrito
en capitulos anteriores, se modificaron las superficies de los electrodos con peliculas de quitosano
mediante la electrodeposiciéon ya que es una técnica que permite un control sobre la cantidad
de material depositada. Debido a la naturaleza quimica del polimero, su capacidad de adsorcién
depende de su grado de desacetilacion (GDA), razén por la cual es necesario determinar este
parametro con precision ya que, de ser muy bajo, podria limitar la capacidad de adsorcién del
antigeno conduciendo a la fabricacién de inmunosensores de bajo rendimiento, con altos limites
de deteccién. Por otra parte, de disponer de muestras de quitosano con altos GDA, es posible
depositar peliculas reproducibles desde soluciones acidas a potenciales de reduccion, sin embargo,
debido a la naturaleza dindmica del proceso de electrodeposicién de estas soluciones (sec. ,
es necesario optimizar los parametros operacionales del proceso para las superficies de grafito
mediante técnicas electroquimicas.

4.1. Caracterizacion del Quitosano empleado en este TEG

4.1.1. Parametros fisicos: factor de humedad

Se ha reportado en la literatura [92] que el quitosano es capaz de absorber agua, por lo que pre-
senta un nivel de humedad que fué verificado mediante la termogravimetria acoplada a calorimetria
de barrido diferencial que se puede apreciar en la fig [4.1], desde el comienzo del barrido se aprecia
que la muestra de quitosano sufre una continua pérdida de masa hasta una temperatura de 100°C
a partir del cual se estabiliza la taza de perdida de masa de la pastilla hasta aproximadamente
300°C donde comienza a descomponerse. Debido a que el proceso asociado a la perdida de masa
por debajo de los 100 °C fué exotérmico y gradual se estima que el 10 % liberada de la pastilla se
debe al agua asociada al quitosano.
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Figura 4.1: Termogravimetria acoplada a calorimetria de barrido diferencial (TG-DSC) del quito-
sano empleado en este trabajo

4.1.2. Titulacion Conductimétrica

En la figura se representa la respuesta de la titulacion conductimétrica de una soluciéon de
quitosano acido, en la misma se pueden apreciar tres zonas con distintas pendientes que son asocia-
das a las reacciones quimicas globales en cada etapa del analisis. A volumenes bajos se puede apre-
ciar una disminuciéon en la conductividad de la solucion, que se debe a la neutralizacion del exceso
de 4cido clorhidrico de la solucién de quitosano siguiendo la reaccion HCl4+NaOH —— NaCl+H,O,
la disminucién del numero de protones libres en esta etapa de la valoracion es la responsable de la
disminucién de la conductividad ya se neutralizan para formar la sal. Hay una zona de pendiente
0 entre los 7,8 y 9,8 mL que se asocia a la neutralizacién de grupos amino protonados del polimero
siguiendo la reacciéon R—NH,t + NaOH — R—NH,Na" + H,O, cabe destacar que en esta etapa
no hay cambios en la conductividad de la soluciéon porque no hay un aumento de iones libres en
el sistema al agregar la base ya que el hidroxido retira los protones para formar agua. Finalmente
para volumenes mayores a 10 mL el aumento de la conductancia en la en la soluciéon se debe al
aumento de la concentracion del hidroxido de sodio en el sistema, ya que todos los equivalentes
acidos han sido neutralizados a lo largo de la valoracion.

Debido a que los equivalentes de NaOH consumidos entre 7,8 y 9,8 mL se deben a la reaccion
de desprotonacion de los grupos amino es posible calcular los equivalentes amino presentes en el
medio mediante la relaciéon [N Hj)" = % = 5,57 ¢e® N donde mq es la masa de quitosano
y Fc es el factor de humedad que fué establecido en 10 % gracias a la termogravimetria (fig .
Esta concentracion es directamente proporcional al grado de desacetilaciéon mediante la relacién
GDA = [NH;] * PEyg x 100 donde PEyg es el peso equivalente del monémero desacétilado (161
g/eq), con los pardametros descritos se determiné un GDA para la muestra de quitosano del 89 %
que se encuentra ligeramente por encima del reportado por el manufactor y se estima que este
valor podria permitir la adsorcién de proteinas.
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Figura 4.2: Respuesta de la valoracién conductimétrica de una solucién de quitosano (80 mg) en
50 mL de solucién acuosa de HC1 0,036 M mediante NaOH 2 x 1072 N

4.1.3. Anadlisis espectroscépico

En la figura se puede apreciar el espectro IR corregido (restdndolo la transmitancia del
espectro de la pastilla de KBr sin quitosano) obtenido de la pastilla de quitosano junto con las
bandas determinadas para estimar el GDA, la transmitancia de cada banda fué determinada como
la diferencia entre la maxima y la linea base. Con las transmitancias de cada banda se calcularon
las absorbancias mediante la relacién Apgnge = LogTpanda % lo cual arroja un GDA del 83,97 %
mediante el método de Brugnerotto y del 74,33 % siguiendo el de Baxter (para mayor referencia
ver sec . Estas diferencias se pueden atribuir a la eleccion de las lineas base y al rango de
aplicacion general de cada ecuacién, sin embargo los altos valores de GDA determinados para estos
métodos son altos y en cualquier caso son adecuados para permitir la adsorcién del antigeno.

En la tabla se resumen los resultados de la determinacién del GDA del quitosano con
los métodos empleados en este trabajo especial de grado que en promedio fué del 82,43 %, estos
resultados sugieren que el polimero presenta una alta proporciéon de grupos amino libre lo que
deberia permitir la adsorcién de proteinas sobre peliculas de quitosano ya que la interaccion entre
ellos es electrostatica y ocurre principalmente mediante estos grupos funcionales [83, [84] [109].

Tabla 4.1: Recopilacion de los valores de GDA obtenidos para el quitosano empleado en este trabajo

Métodos Conductimétrico Baxter Brugnerotto GDA
GDA 89 % 74,33 % 83,97 % 82,43 %
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Figura 4.3: FT-IR corregido del quitosano empleado en este trabajo, las bandas de
absorcion empleadas en la determinacién del GDA mediante los métodos de Brugnerotto y Baxter

4.2. Caracterizacion de las Peliculas de Quitosano

4.2.1. Deposicion de peliculas

Para evaluar el potencial 6ptimo de deposicién se realizaron estudios cronopotenciométricos
(seccién sobre superficies de grafito activadas, ademas se contrasto la respuesta cronopoten-
ciométrica de la deposicion del quitosano sobre superficies sélo tratadas mecanicamente las cuales
se pueden apreciar en la fig. [4.4] Para los electrodos que no fueron activados se establecié un
proceso estable a partir de los 40 s en -1,25 V vs SCE el cual no varié con el pulso de corriente
aplicado, mientras que para los electrodos activados el proceso sufre un retraso, ya que el potencial
no permanece estable durante la cronopotenciometria. Estas diferencias en el comportamiento de
los electrodos podrian atribuirse a la modificacion quimica de sus superficies que ocurren durante
el proceso de activacién, durante este proceso de oxidacion (sec. se acumula carga sobre los
electrodo de trabajo que favorece la generacién de grupos oxidados respecto a un electrodo tratado
mecanicamente, al realizar el pulso de corriente necesario para la deposicién del quitosano se esta-
blecen potenciales de reduccion sobre el electrodo, que neutralizan la carga acumulada durante la
activacion, desactivando la superficie antes de depositar el polimero.

Con el potencial de deposicién determinado anteriormente se prepararon peliculas de quito-
sano mediante la electrélisis de la misma solucion empleada en los estudios cronopotenciométricos,
en vista del retraso durante la deposicién de las superficies activadas se prepararon las pelicu-
las sobre electrodos tratados mecédnicamente. En la tabla se resumen los parametros de las
electroélisis realizadas, la carga fué determinada para cinco peliculas en cada tiempo de deposicion
y fué calculado el error porcentual de cada una de ellas. Se puede observar que el error asociado
a la carga de la electrélisis disminuye para los tiempos de deposicion mas largos, lo que sugie-
re que la reproducibilidad de las peliculas es mayor conforme aumenta el tiempo de deposicién,
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Figura 4.4: Respuestas cronoamperometricas de soluciones de quitosano 1% en acido acético 1%
con electrodos de grafito activados y sin activar

aunque sean reproducibles a partir de los diez minutos con una variabilidad que no supera el 7,6 %.

Tabla 4.2: Cargas de la electrolisis de la deposicion de las peliculas de quitosano

t(min) | Q(A) AQ AQ %
107 -0,06144 | 4,66 e-3 | 7,5846 %
200 -0,1101 | 8,295 e-3 | 7,53 %
300 | -0.15691 | 1.04 -2 | 6,67%

4.2.2. Voltametria Ciclica de los electrodos modificados con quitosano

Se evalud la respuesta de los electrodos modificados con peliculas de quitosano mediante volta-
metria ciclica empleando ferrocianuro de potasio en buffer ELISA pH 7,4 (fig. , se puede des-
tacar que las peliculas de quitosano no tienen un efecto termodinamico sobre la TE del K,Fe(CN)g
sobre superficies de grafito ya que no ocurren desplazamiento de los potenciales de oxidaciéon o
reduccion. El aumento de corriente para el electrodo modificado con quitosano se debe a que el
biopolimero retiene iones metalicos [84 [109, 110], esto aumenta la concentracion relativa de hierro
en las cercanias del electrodo respecto al seno de la solucién lo que se observa como un aumento
en la corriente para los electrodos modificados con peliculas de quitosano respecto a los desnudos.

Al contrastar esta respuesta para las distintas peliculas (fig. se puede destacar un aumen-
to de la corriente de los picos de oxidacion y reduccién conforme aumenta el tiempo de deposicion
de las peliculas de quitosano, estos resultados podrian explicarse asumiendo que presentan dis-
tintos espesores, ya que si el aumento en las corrientes de pico para los electrodos modificados
con quitosano respecto a los electrodos desnudos se deben a la interaccion entre el quitosano y el
ferrocianuro de potasio, entonces una mayor cantidad de quitosano depositada deberia influir en
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4.2. CARACTERIZACION DE LAS PELICULAS DE QUITOSANO
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Figura 4.5: Respuesta voltamperométrica de una soluciéon de ferrocianuro de potasio 5 mM en PBS
ELISA pH 7,4 a 50 mV /s con electrodos modificados con quitosano. Contraste de la respuesta
para los electrodos de grafito modificados con peliculas de quitosano y desnudos, Respuesta
de los electrodos de grafito modificados con peliculas de quitosano depositadas por 10, 20 y 30
minutos

un aumento proporcional en la corriente de picos para este sistema electroquimico.
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Capitulo

Desarrollo y Caracterizacion del Sistema,
Inmunosensor

Al optimizar el proceso de modificacién de la superficie electrddica, es necesario, ademas de
conocer la respuesta electroquimica de los electrodos modificados, verificar la interaccion de la
superficie modificada con los componentes del ensayo ya que las senales generadas por los inmu-
nosensores se deben a los componentes bioldgicos retenidos sobre los electrodos. Al determinar
que las interacciones son favorables es posible determinar la cinética de retencién de cada compo-
nente mediante curvas de adsorcién, de esta forma es posible optimizar los tiempos de incubacién
de los reactivos inmunolégicos ademéas de estandarizar las senales que se generan para cada su-
perficie modificada. Realizando la voltametria ciclica de las distintas superficies modificadas, es
posible observar los efectos cinéticos y termodinamicos que tienen los complejos inmunolégicos en
la respuesta electrédica mediante los métodos descritos en los capitulos anteriores.

5.1. Adsorcion PGR24

En vista de que se logré la deposicion de peliculas de distintos espesores se estudio su capacidad
para retener el antigeno del inmunoensayo, para ello se prepararon peliculas de quitosano sobre
electrodos de grafito que se sumergieron en alicuotas de Pgr,, vy se evaluaron las variaciones de la
concentracion del sobrenadante en un tiempo de una hora.

En pruebas preliminares (fig. se prepararon dos peliculas de 10 y 30 minutos, se estimé la
concentracion del sobrenadante empleando el método de Lowry, que permitié evaluar la concen-
tracion de la solucion del antigeno mediante el andlisis de las alicuotas retiradas del sobrenadante
durante el ensayo. Las curvas de adsorcion del antigeno muestran un comportamiento que depende
del tiempo de deposicién de la pelicula, estos resultados sugieren que las peliculas generadas por
electrodeposicion fueron de distintos grosores ya que al aumentar el tiempo de electrélisis también
lo hace la cantidad de quitosano depositada en el electrodo que se traduciria en un aumento de
los sitios activos dentro de las peliculas donde se pueda adsorber el antigeno, razon por la cual las
concentraciones minimas alcanzadas difieren para cada pelicula.

En vista de que el tiempo de deposicién de la pelicula de quitosano afecta la capacidad maxima
de adsorciéon del antigeno, se evaluaron las caracteristicas de adsorcién de las peliculas con mayor
precision, empleando el método de Bradford para la cuantificacién de las alicuotas de proteinas
(fig. . En dicha figura se pueden apreciar las curvas de adsorcion del antigeno para peliculas
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5.1. ADSORCION PGR24
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Figura 5.1: Curvas de adsorcion del antigeno sobre electrodos modificados con peliculas de quito-
sano depositadas por 10 y 30 minutos, determinadas mediante el método de Lowry

depositadas por 10, 20 y 30 minutos y se observan las mismas tendencias de adsorcién que las des-
critas para las pruebas preliminares; las peliculas de 20 minutos tienen una capacidad de adsorcién
intermedias a la de 10 y la de 30 minutos lo que refuerza la nocion de que las peliculas son de
distintos espesores. Al finalizar la curva de adsorcién, los electrodos fueron suspendidos en buffer
ELISA pH 7.4 para evaluar la desorcién del antigeno en este medio pero las senales obtenidas
para el sobrenadante se encontraban dentro del error del blanco (0 pug de proteinas) empleado en
la curva de calibracién, lo que sugiere que el antigeno queda retenido de forma estable sobre las
peliculas de quitosano.

Al evaluar la variaciéon en el tiempo de las concentraciones de proteina en el sobrenadante de
solucion, es posible determinar la masa del antigeno retenida sobre las peliculas para cada intervalo
de tiempo, como descrito en la figura [5.3al De alli se puede concluir que las masas retenidas sobre
los electrodos difiere segin el tiempo de deposicién de pelicula, ya que las barras negras (10 min)
son menores que las rojas (20 min) que a su vez es ligeramente menor a la azul (30 min) lo que
implica que las peliculas tienen distintas cantidades de sitios activos, lo que se podria explicar
debido a los distintos grosores de las peliculas, de forma andloga a las respuestas voltamétricas del
ferrocianuro del capitulo anterior. Al evaluar la saturacion de cada pelicula en el tiempo se puede
concluir que exposiciones de los electrodos modificados con quitosano al antigeno superiores a los
30 min no deberian aumentar las senales del inmunosensor ya que, por encima de este tiempo,
todas las peliculas de quitosano se encontraron saturadas al menos en un 90 % (fig. razén
por la cual se empled este tiempo de incubacién en la construccién de los inmunosensores.
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5.1. ADSORCION PGR24
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Figura 5.2: Curvas de adsorcion del antigeno sobre electrodos modificados con peliculas de quito-
sano depositadas por 10, 20 y 30 minutos, determinadas mediante método de Bradford

Il Pelicula 10 minutos
I Pelicula 20 minutos 130 Il Pelicula 10 min
60 Il Pelicula 30 minutos 120 I Pelicula 20 min

110 Hl Pelicula 30 min
10

90
80
70
60
50
40
30
20
10

m Pgr,, retenida (ng)
N w
(=] (=]
% saturacion relativa

-
(=]

Q
[24]

Tiempo (min
Tiempo (min) po ( )

(a) (b)

Figura 5.3: Retencién del antigeno sobre electrodos modificados con peliculas de quitosano
masa del antigeno retenida para cada electrodo modificado en el tiempo, [5.3b|% de saturacién
relativa para cada electrodo modificado en el tiempo
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5.2. INMUNOENSAYO ELISA CON DETECCION VOLTAMETRICA
EMPLEANDO HIDROQUINONA COMO MEDIADOR

5.2. Inmunoensayo ELISA con deteccion voltamétrica em-

pleando hidroquinona como mediador

Al determinar los limites quimicos del ensayo enzimatico se ensamblaron los inmunosensores
descritos en empleando los tiempos de adsorcion del antigeno y proteina de bloqueo donde
se saturaron las peliculas depositadas (30 min), en la figura se esquematiza la etapa de adsor-
cién del antigeno junto con su respuesta voltamétrica, de la respuesta se podria evaluar la entrada
del antigeno a la pelicula mediante el desplazamiento del pico de oxidacion del radical quinénico.
Cabe destacar que aunque también se evalud la respuesta de la pelicula con hidroquinona no se
observaron diferencias significativas respecto a los electrodos desnudos.

200 250 mV ‘160 mv
500 mV
100
Z,
-100
Grafito desnudo
-200 Grafito-Quito-P24

-60 MV 40 mv
E(V) vs SCE

(b)

Figura 5.4: Inmunoensayo: adsorciéon del antigeno. (5.4a)) Esquema inmovilizacién del antigeno,
(5.4b]) Respuesta voltamperométrica de una solucién de hidroquinona 5 mM en PBS ELISA pH
7,4 para electrodos modificados con quitosano, Pgr,, y caseina

En las etapas de bloqueo y reconocimiento de los anticuerpos (fig vuelve a ser 1til la volta-
metria ciclica ya que se observa una disminucién de las corrientes de pico al agregar la proteina de
bloqueo (caseina) a la pelicula, esto sugiere que la totalidad de sitios libres no fueron ocupados por
el antigeno. En la figura se puede apreciar que la respuesta de los electrodos modificados con
los anticuerpos primarios no difiere de los electrodos bloqueados con caseina ya que se superponen
(traza roja y azul), esto implica que no es posible evaluar el acoplamiento directo del antigeno por
el anticuerpo primario mediante voltametria ciclica.

Se evaluaron los IgG humanos en la pelicula usando los anticuerpos acoplados a HRP | esto se
realizé contrastando la respuesta voltamétrica de los electrodos con el complejo antigeno-anticuerpo
y el complejo de revelado (sec. en un sistema de hidroquinona (fig. de donde se puede
concluir que hubo interaccién del anticuerpo segundario por el primario, ya que se eliminé total-
mente el segundo pico de oxidacion junto con el hombro de reducciéon, por lo que la respuesta
aparenta una TE electrénica simple y reversible. Este cambio en la sefial confirma la formacién
del inmunocomplejo de revelado ya que debe ocurrir un cambio en la interfaz o en la superficie
electrodica para que haya un cambio en la senial. Sin embargo, al agregar 0,1 mM de peroxido
de hidrogeno no se observaron cambios en la senal del inmunosensor, esto sugiere que no hubo
actividad enzimatica en la pelicula lo que se podria deber a las bajas concentraciones de peroxido.
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5.2. INMUNOENSAYO ELISA CON DETECCION VOLTAMETRICA
EMPLEANDO HIDROQUINONA COMO MEDIADOR

200 250V 500 mv

100,
< o
- 340 mV

-1008

—— G-Quito-P24
-200) —— G-Quito-P24/Cas.
-60 m\ —— G-Quito-P24/Cas.-X1
-0, ,0

E(V) vs SCE

(b)

Figura 5.5: Inmunoensayo: etapas de bloqueo y reconocimiento de anticuerpos. Esquema
reconocimiento de anticuerpos chagésicos, Respuesta voltamperométrica de una solucion de
hidroquinona 5 mM en PBS ELISA pH 7,4 para electrodos modificados con quitosano, caseina y
el inmunocomplejo (suero:X1,X2)

— G-Quito-P24/Caseina-X1
+0,1mMH,0,
200 —— G-Quito-P24/Caseina-X1-Ab=HRP

) ,E(V)’ vs SCE
(b)

Figura 5.6: Inmunoensayo: formaciéon del inmunocomplejo de revelado. Respuesta voltampe-
rométrica de una solucién de hidroquinona 5 mM en PBS pH 7,4 para electrodos modificados con
quitosano, caseina y el inmunocomplejo de revelado (suero:X1,X2), Esquema reconocimiento
anti [gG humano sobre el inmunosensor.

En vista de que no se observo actividad enzimatica a esas concentraciones se evaluaron concen-
traciones de H,O, en distintos érdenes de magnitud sobre los inmunosensores que se aprecian en la
figura [5.7b| cabe destacar que a ningiin valor de concentracién se observaron los resultados espera-
dos donde deberia ocurrir un cambio en la simetria de los picos de la hidroquinona (fig. , que
es indicativo de la actividad enziméatica de la HRP ya que modifica el perfil de concentraciones del
mediador. Este comportamiento podria ser atribuido en primer lugar a que no ocurre interaccién
del anticuerpo primario y los conjugados a HRP , a la desnaturalizacion de la enzima al entrar
a la pelicula, a que el mediador no alcanza al sitio activo de la HRP o que a estas condiciones
de pH la enzima no reconoce al mediador electroquimico lo cual fué verificado en los siguientes
experimentos.
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5.2. INMUNOENSAYO ELISA CON DETECCION VOLTAMETRICA
EMPLEANDO HIDROQUINONA COMO MEDIADOR
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Figura 5.7: Inmunoensayo: revelado enzimético. Inmunosensor para Chagas sobre carbén
vitreo tomado del TEG de Maiz, Respuesta voltamperométrica de una solucién de hidro-
quinona 5 mM en PBS ELISA pH 7,4 suplementada con H,O, para electrodos modificados con
quitosano, caseina y el inmunocomplejo de revelado.

Estos resultados demuestran que es posible verificar el avance de la formacién del inmuno-
complejo de revelado mediante la voltametria ciclica de la hidroquinona mediante el efecto sobre
la diferencia de potenciales para cada proceso segun la construcciéon del electrodo (fig. , sin
embargo no se logr6 evaluar la actividad enzimatica de la HRP sobre la superficie del sensor por
lo que este sistema de transduccion bioldgica no podria ser empleado en sueros problema bajo las
condiciones operacionales empleadas.
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5.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
HRP : CONTROLES POSITIVOS

500
B /& pico Ox, - Red,
400 - AE_ pico Ox, - Red,
_ 315 a0 ol 330 330
> 300
E
LLID_
<1 200
100

0 2 3 4 5 6
Etapa inmunosensor

Figura 5.8: Representacion de la diferencia de potenciales para los dos procesos redox que sufre la
hidroquinona en medio PBS ELISA pH 7,4. La etapa 1 corresponde al electrodo desnudo (G), la
2 al electrodo con quitosanoG-Quit), la 3 al electrodo G-Quit-P24, la 4 al G-Quit-P24-Caseina, la
5 al G-Quit-P24/cas-X1 y la 6 al G-Quit-P24/cas-X1-Ab-HRP

5.3. Determinacion de la actividad enzimatica de la HRP
: Controles positivos

En vista de que una de las razones por la cuales no se observé la actividad enziméatica de la
HRP, pudo radicar en que no hubo interacciéon entre los anticuerpos primarios y los secundarios
debido a bajos titulos, se contruyeron inmunosensores con sueros anti-Pgr,, cuyas respuestas se
pueden apreciar en la fig. y se puede destacar que a pesar de las claras diferencias en las
respuestas de estos electrodos respecto a los construidos en la seccién anterior, la simétria de la
sefial, que es el criterio con el cual se determina la actividad enzimatica, no se vé afectada al
agregar el peroxido de hidrogeno requerido para el ensayo con lo cual se puede concluir que la
ausencia de actividad enzimatica no se debe a que no hubo interaccién entre el suero X1 o X2 y
los anticuerpos conjugados a peroxidasa sino a problemas en el reconocimiento de la enzima por
el mediador o a la desnaturalizacién de la misma.

En vista a la ausencia de actividad con el inmunocomplejo, se inmovilizaron diluciones de los
anticuerpos conjugados a peroxidasa sobre electrodos modificados con peliculas de quitosano de
10 y 30 min de deposicién, ya que existen numerosos reportes [74, 93, 111] que indican TE directa
de la HRP sobre electrodos, también TE de esta enzima sobre peliculas de quitosano empleando
hidroquinona como mediador pero esos resultados no pudieron ser reproducidos sobre nuestras
superficies de grafito. En la figura se aprecia la respuesta de los electrodos modificados con
peliculas de 10 min, mientras que en la figura se aprecia la de los electrodos modificados
con peliculas de 30 min; Cabe destacar que, aunque existe un efecto termodindmico evidente para
cada construccion del sensor, no ocurre el cambio de simetria esperado en la senal con lo que se
podria concluir que no hay interaccion entre la HRP y el mediador ni entre la HRP y el electrodo,
razon por la cual se evaluaron las respuestas de otros mediadores empleados en la literatura.
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5.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
HRP : CONTROLES POSITIVOS
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Figura 5.9: Control Positivo: formacién del inmunocomplejo de revelado. Respuesta vol-
tamperométrica de una solucién de hidroquinona 5 mM y 10 mM H,O, en PBS pH 7.4 para
electrodos modificados con quitosano, caseina y el inmunocomplejo de revelado (suero:anti-Pgr,, ),
(5.9a)) Esquema reconocimiento anti IgG humano sobre el inmunosensor.

Para las construcciones de electrodos antes descritas, tambien se evalud la respuesta de los
anticuerpos conjugados a HRP empleando como mediadores ioduro de potasio (fig. |5.12b)) [44],
ferroceno (fig. |5.14b))[13] y catecol (fig. [5.13b)) [45] cuyas respuestas se pueden apreciar a continua-
cién. De la fig. [5.13D] al igual que de la y de la se puede apreciar que las respuestas
de los sistemas suplementados con H,0O, se superponen a los del respectivo mediador en el buffer
ELISA pH 7,4 lo que indica, de forma analoga a los resultados con hidroquinona, que no hubo
actividad enziméatica de la HRP para estos sistemas en estas condiciones.

Estos resultados se podrian explicar debido a problemas en la interaccion del sitio activo de
la enzima con los mediadores empleados, que se podrian dar debido a la baja concentracion de
protones, que son requeridos para participar en el ciclo catalitico de la enzima sin embargo el pH
del sistema no se puede disminuir debido a que compromete la integridad de la pelicula de quito-
sano, cuyo pKa se encuentra un valor de pH por debajo del sistema buffer empleado (pKa 6,3), lo
que requeriria del uso de entrecruzadores quimicos para mantener la integridad fisica de la pelicula.

Por tltimo, otra posibilidad de la ausencia de senal se podria deber a las bajas concentraciones
de enzima en las peliculas debido al formato de inmovilizacién, al inmovilizar los anticuerpos direc-
tamente sobre las peliculas no se obtiene la amplificacién de la sefial biologica del inmunoensayo
ya que, debido a la estequiometria de las reacciones inmunoldgicas, por cada antigeno anclado
hay mas de un anticuerpo conjugado a peroxidasa sobre la superficie, mientras que al acoplarlos
directamente se obtienen menor cantidad de HRP inmovilizada ya que esta cantidad depende de
la disposicion de sitios activos dentro de la pelicula.
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5.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
HRP : CONTROLES POSITIVOS
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Figura 5.10: Inmovilizacién HRP : determinacién de la actividad del sistema reportero (Ab-HRP
). (5.10b]) Respuesta voltamperométrica de una solucién de hidroquinona 5 mM y 10 mM H,O, en
PBS pH 7.4 para electrodos modificados con quitosano (10 min deposicién) y anti IgG conjugados a
HRP , Esquema de inmovilizacién de anti [gG humanos conjugados a HRP sobre electrodos
de grafito modificados con peliculas de quitosano (10 min deposicién).
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Figura 5.11: Inmovilizaciéon HRP : determinacién de la actividad del sistema reportero (Ab-HRP
). (5.11b)) Respuesta voltamperométrica de una solucién de hidroquinona 5 mM y 10 mM H,O, en
PBS pH 7,4 para electrodos modificados con quitosano (30 min deposicién) y anti IgG conjugadas a

HRP , (5.11a]) Esquema de inmovilizacién de anti IgG humanos conjugados a HRP sobre electrodos
de grafito modificados con peliculas de quitosano (30 min deposicion).
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Figura 5.12: Inmovilizacion HRP : determinacién de la actividad del sistema reportero (Ab-HRP
). Respuesta voltamperométrica de una solucion de ioduro de potasio 5 mM y 10 mM
H,0, en PBS pH 7,4 para electrodos modificados con quitosano (30 min deposicién) y anti IgG
conjugadas a HRP | (5.12a)) Esquema de inmovilizacién de anti IgG humanos conjugados a HRP
sobre electrodos de grafito modificados con peliculas de quitosano (30 min deposicion).
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Figura 5.13: Inmovilizacién HRP : determinacién de la actividad del sistema reportero (Ab-HRP ).
(0.13b]) Respuesta voltamperométrica de una solucion de catecol 5 mM y 10 mM H,0O, en PBS pH
7,4 para electrodos modificados con quitosano (30 min deposicién) y anti IgG conjugadas a HRP
, (5.13a) Esquema de inmovilizacién de anti IgG humanos conjugados a HRP sobre electrodos de
grafito modificados con peliculas de quitosano (30 min deposicion).
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Figura 5.14: Inmovilizaciéon HRP : determinacién de la actividad del sistema reportero (Ab-HRP
). (5.14b)) Respuesta voltamperométrica de una solucién de cido ferroceno carboxilico 3 mM y 10
mM H,O, en PBS pH 7,4 para electrodos modificados con quitosano (30 min deposicién) y anti
IgG conjugadas a HRP | Esquema de inmovilizacién de anti I[gG humanos conjugados a
HRP sobre electrodos de grafito modificados con peliculas de quitosano (30 min deposicién).
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5.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
HRP : EVALUACION DE DISTINTOS MEDIADORES

5.4. Determinacion de la actividad enzimatica de la HRP
: Evaluacion de distintos mediadores

Finalmente, para determinar la actividad enzimatica de la HRP se evalud la actividad enziméti-
ca para los inmunosensores construidos en la seccién incubados con los sueros X1 ya que
los resultados de las técnicas clasicas del LEP (datos del laboratorio) demostraron que estos dis-
pusieron de buenos titulos de anticuerpos ademas de que fueron confirmados chagasicos mediante
ELISA. En la fig. se puede apreciar la respuesta del inmunosensor empleando ioduro de po-
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Kl en PBS pH 7,4 + H,0,10 mM

0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5
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Figura 5.15: Inmunosensor: formacion del inmunocomplejo de revelado. Respuesta voltam-
perométrica de una solucién de ioduro de potasio 5 mM y 10 mM H,0O, en PBS pH 7,4 para
electrodos modificados con quitosano, caseina y el inmunocomplejo de revelado (suero:X1), ([5.15al)
Esquema reconocimiento anti IgG humano sobre el inmunosensor.

tasio (5 mM) como mediador en medio de PBS pH 7,4 suplementado con peréxido de hidrégeno,
se puede observar que la respuesta es similar a la determinada en superficies de grafito desnudas
ya que se destacan los mismos procesos redox sobre la superficie del electrodo, con los potenciales
desplazados. Al comparar las respuestas para los sistemas suplementados con perdxido a los que
estan en ausencia no se observan diferencias significativas en las corrientes de cada pico ni un des-
plazamiento en sus potenciales, las ligeras variaciones se pueden asociar a la interacciéon quimica
entre el mediador y el peroxido ya que, como demostrado en el capitulo [3, pueden ocurrir interac-
ciones entre estos componentes al influir en las corrientes registradas para los procesos redox. En la
fig. se puede apreciar la respuesta del inmunosensor empleando dcido ferroceno carboxilico (5
mM) como mediador en medio de PBS pH 7,4 suplementado con peréxido de hidrégeno, se puede
observar que la respuesta es similar a la determinada ejemplos anteriores para este mismo sistema
donde se determinaron respuestas con caracteristicas reversibles como las del capitulo [3] Al desa-
rrollar los ensayos enzimaticos se obtuvieron resultados similares para los sistemas suplementados
con peroxido que los sistemas sin peroxido ya que las trazas se sobreponen en el voltamperograma,
lo que es indicativo de que no hubo TE hacia el mediador. Al evaluar la respuesta del isomero de
la hidroquinona (catecol) en el mismo medio PBS ELISA, para los inmunosensores se obtuvo una
respuesta similar a la descrita para el mismo sistema sobre electrodos desnudos (cap. |3|) y sobre los
electrodos modificados con peliculas de quitosano y anticuerpos conjugados a peroxidasa, donde se
observaron dos procesos redox donde se transfieren, en dos etapas, electrones desde el catecol hacia
su derivado diquinénico. A diferencia de los otros mediadores descritos, el inmunosensor responde
al sistema de catecol suplementado con peréxido de hidrégeno ya que hay una ligera diferencia en

o7



5.4. DETERMINAQION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
HRP : EVALUACION DE DISTINTOS MEDIADORES

2,0

1,9

1,0

0,5

1 (nA)

0,0

Ferroceno &c. carbox. 3 mM en PBS pH 7,4
Ferroceno ac. carbox. 3 mM en PBS pH 7,4 + H,0, 10 mM
-2, 03 00 73 05 79

E (V vs SCE)
(b)

Figura 5.16: Inmunosensor: formacién del inmunocomplejo de revelado. Respuesta voltam-
perométrica de una solucion de acido ferroceno carboxilico 3 mM y 10 mM H,O, en PBS pH 74
para electrodos modificados con quitosano, caseina y el inmunocomplejo de revelado (suero:X1),
Esquema reconocimiento anti IgG humano sobre el inmunosensor.

I (nA)

Catecol 5 mM en PBS pH 7,4 + H,O, 10 mM
Catecol 5 mM en PBS pH 7,4

06 -04 02 0,0 0,2 0,4 0,6 0,3 1,0
E (V vs SCE)

(b)

Figura 5.17: Inmunosensor: formaciéon del inmunocomplejo de revelado. Respuesta voltam-
perométrica de una soluciéon de catecol 5 mM y 10 mM H,O, en PBS pH 7,4 para electrodos
modificados con quitosano, caseina y el inmunocomplejo de revelado (suero:X1), (5.17a)) Esquema
reconocimiento anti IgG humano sobre el inmunosensor.

la simetria de la sefial, que se manifiesta como una disminucién en la corriente de oxidacion del
primer proceso redox, aproximadamente a 350 mV y un aumento en la corriente de reduccién del
proceso aproximadamente a 150 mV. A pesar de este cambio en la simetria de la respuesta, no es
posible concluir que hubo actividad enzimatica para este sistema por lo que se debe continuar a
evaluar el catecol, en futuras investigaciones, como mediador electroquimico para determinar su
factibilidad para transferir electrones desde el centro redox hasta la superficie electrodica.
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Capi

tulo

Conclusiones y Recomendaciones

6.1.

6.2.

Conclusiones

. La transferencia electrénica de las superficies de grafito son menos eficientes que las de carbén

vitreo u otras empleadas en inmunosensores reportados en la literatura

Se logré caracterizar el quitosano empleado en este TEG, arrojando altos valores de GDA
(~ 82%) lo cual permitié su utilizacién para modificar las superficies electridicas.

. La electrodeposicion es una técnica viable para generar peliculas homogéneas y reproducibles

de quitosano, que permite un control del grosor de la misma

Estas peliculas de quitosano permiten un control de la cantidad de antigeno retenida sobre
cada electrodo

. Las peliculas de quitosano tienen excelentes capacidades de retencién del antigeno, en las

condiciones experimentales no se observd desorcion del mismo y la cinética de retencion de
la Pgr,, sobre las mismas permite un control de la cantidad de antigeno adsorbido sobre el
inmunosensor.

Se logré adaptar el inmunoensayo ELISA sobre los electrodos de grafito modificados con
peliculas de quitosano y se verificé el avance del inmunoensayo sobre la superficie del sensor
mediante la voltametria ciclica de la hidroquinona.

La peroxidasa conjugada a los anticuerpos no mostr6 actividad para los sistemas de hidro-
quinona, ioduro de potasio y acido ferroceno carboxilico suplementados con perédxido de
hidrégeno ni al estar inmovilizada directamente sobre las peliculas de quitosano, ni al estar
acoplada a los anticuerpos primarios de los sueros empleados.

Recomendaciones

. Realizar modificaciones a los métodos de preparacién de pasta de carbono para evaluar su

respuesta como inmunosensores.

. Desarrollar protocolos para mejorar la respuesta electroquimica de los electrodos de grafito,

sin ir en detrimento de la reproducibilidad de la deposicion de las peliculas de quitosano.
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6.2. RECOMENDACIONES

. Determinar el grosor de las peliculas de quitosano y evaluar la porosidad por técnicas de
microscopia electronica, para optimizar la morfologia de la pelicula y estandarizar el proceso
de inmovilizacion del antigeno.

. Evaluar la adsorciéon del antigeno sobre las peliculas de quitosano con distintas concentra-
ciones en la solucién de incubacion, para aumentar los titulos de anticuerpos secundarios
adsorbidos sobre los inmunosensores.

. Incorporar nano particulas de oro sobre las peliculas de quitosano para evaluar si existen
mejoras significativas en la respuesta electroquimica de los inmunosensores.

. Evaluar la respuesta de otros mediadores electroquimicos que hayan sido empleados con la
HRP.

. Determinar la respuesta de otros sistemas reporteros y mediadores electroquimicos sobre las
superficies de grafito, como lo son la fosfatasa alcalina o nanoparticulas metalicas

. Caracterizar la respuesta de los inmunosensores empleando catecol como mediador en medio

de PBS pH 7,4.
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Apéndice A

Caracterizacion Electroquimica de los Electrodos
de Trabajo

Tabla A.1: Parametros relacionados con la reversibilidad electroquimica del ferrocianuro de potasio
sobre electrodos de carbon vitreo desnudos, reportados por Maiz, A.R.

‘ v ‘ AE, ‘ Ipa/Ipc ‘

mV/s |V n/a
100 | 0,074 1,1
50 | 0,066 1,1

925 | 0,064 1,2

10 | 0,066 1,2
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Apéndice B

Caracterizacion del Quitosano

Tabla B.1: Parametros empleados en el cdlculo del GDA por los métodos de Brugnerotto (GDA =
100 — 31,9240 —12,20) y Baxter (GDA = 100 — 41 x 115)

‘ Bandas ‘ Abs max ‘ Linea Base ‘ Abs min ‘ Abs Banda ‘

em~!

3444
1658
1419
1317

1,3178
0,6665
0,7259
0,6992

em ™!

3444
1658
1419
1317

0,1485 1,1693
0,5036 0,1629
0,6245 0,1014
0,5789 0,1203

Tabla B.2: Estandarizacion del NaOH empleado en la titulacion del quitosano

‘ VNaOH ‘ pH1 ‘ pH2 ‘ pH3 ‘ Mean ‘

StD ‘ Deriv pH ‘

mL
0,00
0,50
1,00
1,50
2,00
2,50
3,00
3,50
4,00
4,50
5,00
5,50
6,00

pH
4,43
4,40
4,71
4,98
5,22
5,52
5,74
6,60
10,79
11,02
11,41
11,60
11,65

pH
4,10
4,42
4,71
4,98
5,18
5,45
5,71
6,56
10,63
11,03
11,20
11,47
11,56

pH
4,36
4,51
4,74
4,98
5,26
5,47
5,77
6,55
10,75
11,12
11,39
11,53
11,65

pH
4,30
4,44
4,72
4,98
5,22
5,48
5,74
6,57
10,72
11,06
11,33
11,53
11,62

0,17 0,06
0,06 0,28
0,02 0,58
0,00 0,51
0,04 0,54
0,04 0,52
0,03 1,08
0,03 5,05
0,08 4,42
0,06 0,62
0,12 0,58
0,07 0,24
0,05 0,10
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Tabla B.3: Titulaciéon conductimétrica del quitosano mediante NaOH 0,02 N

‘ VNaOH ‘ Conducl ‘ Conduc 2 ‘ Mean ‘ StD ‘

mL mS-cm mS-cm | mS-cm

0,00 6,38 6,36 6,37 | 0,0141
0,50 5,83 5,81 5,82 | 0,0141
1,00 5,31 5,31 5,31 | 0,0000
1,50 4,83 4,85 4,84 | 0,0141
2,00 4,39 444 | 4,42 | 0,0354
2,50 3,99 4,05 4,02 | 0,0424
3,00 3,62 3,67 3,65 | 0,0354
3,50 3,27 3,32 3,30 | 0,0354
4,00 2,94 3,00 2,97 | 0,0424
4,50 2,65 2,70 2,68 | 0,0354
5,00 2,37 2,41 2,39 | 0,0283
5,50 2,10 2,15 2,13 | 0,0354
6,00 1,86 1,95 1,91 | 0,0658
6,50 1,62 1,67 1,65 | 0,0297
7,00 1,41 1,45 1,43 | 0,0283
7,20 1,33 1,36 1,35 | 0,0262
7,40 1,25 1,29 1,27 | 0,0276
7,60 1,22 1,25 1,24 | 0,0184
7,80 1,22 1,23 1,23 | 0,0092
8,00 1,22 123 | 1,22 | 0,0064
8,20 1,22 1,23 1,23 | 0,0050
8,40 1,22 123 | 1,23 | 0,0064
8,60 1,22 1,23 1,23 | 0,0071
8,80 1,22 1,23 1,23 | 0,0078
9,00 1,22 1,23 1,23 | 0,0071
9,20 1,22 1,23 | 1,23 0,0064
9,40 1,22 1,23 1,23 | 0,0057
9,60 1,22 1,23 1,23 | 0,0050
9,80 1,23 1,23 1,23 | 0,0007
10,00 1,24 1,23 1,24 | 0,0085
10,20 1,25 1,25 | 1,25 0,0014
10,40 1,28 1,28 1,28 | 0,0035
10,60 1,30 1,31 1,31 | 0,0028
10,80 1,33 1,34 1,33 | 0,0064
11,00 1,36 1,37 1,36 | 0,0106
11,50 1,42 1,45 | 1,44 | 0,0184
12,00 1,49 1,52 | 1,51 0,0212
12,50 1,56 1,59 1,57 | 0,0219
13,00 1,62 1,65 1,64 | 0,0255
13,50 1,68 1,72 1,70 | 0,0276
14,00 1,73 1,78 1,76 | 0,0332
14,50 1,79 1,84 1,81 | 0,0318
15,00 1,84 1,89 1,87 | 0,0311
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Apéndice C

Desarrollo del inmunosensor

Tabla C.1: Céalculo de la cantidad de antigeno retenida sobre electrodos modificados con peliculas
de quitosano de 10 min

‘ Tiempo ‘ V Sol ‘ Concentracion ‘ mPgr24 ret ‘ % rel de sat

min mL pg/mL Iy

0| 1,20 62,25716 0,0000 0,0000

5 1,05 52,72403 11,4398 40,2878
10 | 0,90 49,22207 15,1168 53,2374
15| 0,75 45,33100 18,6188 65,5704
20| 0,60 38,71617 23,5799 83,0422
25| 0,45 32,49046 27,3153 96,1973
30| 0,30 30,73947 28,1033 98,9723
40 | 0,15 29,76671 28,3951 100,0000

Tabla C.2: Calculo de la cantidad de antigeno retenida sobre electrodos modificados con peliculas
de quitosano de 20 min

| Tiempo | V Sol | Concentracién | mPgr24 ret | % rel de sat

min mL pg/mL UE

0| 1,20 62,25716 0,0000 0,0000
10 | 1,05 16,92617 54,3972 93,9516
20 | 0,90 13,03509 58,4828 101,0081
30| 0,75 13,61875 57,9575 100,1008
40 | 0,60 14,78608 57,0820 98,5887
50 | 0,45 13,42420 57,8992 100,0000
60 | 0,30 13,42420 57,8992 100,0000
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Tabla C.3: Calculo de la cantidad de antigeno retenida sobre electrodos modificados con peliculas
de quitosano de 30 min

‘ Tiempo ‘ V Sol ‘ Concentracion ‘ mPgr24 ret ‘ % rel de sat ‘

min mL pg/mL JIsy

0 1,20 62,25716 0,0000 0,0000
10 | 1,05 32,10135 36,1870 60,4760
201 0,90 23,73554 44,9711 75,1561
30| 0,75 13,81331 53,9011 90,0800
40 | 0,60 6,14789 59,6501 99,6879
50 | 0,45 7,00393 59,1365 98,8295
60 | 0,30 5,44750 59,8369 100,0000

& mPgr24 _elec=V_ *(C_ —C

=i+l
/ 15,6 ng adsorbidos

39,6 ng adsorbidos

)+mPgr24,_.

o
o T

[$)]
o

-

\SZ 40 57,8 ng adsorbidos

X 30

% —=— Q=10 min

o —— Q=20 min
20 —— Q=30 min
10

Tiempo (min)

Figura C.1: Representacion de los célculos de la adsorciéon del antigeno sobre electrodos de grafito
modificado con peliculas de quitosano
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Tabla C.4: Potenciales de pico para la hidroquinona en PBS pH 7.4

‘ Epol ‘ Epr2 ‘ DEp12 ‘ Epo2 ‘ Eprl ‘ DEp12 ‘ etapa ‘

mV | mV mV mV mV mV
250 -40 290 460 | 330 130
255 -60 315 500 | 330 170
250 -60 310 500 | 340 160
270 -60 330 500 | 345 155
270 -60 330 500 | 345 155
250 -80 330 0 0 0

DOl W N~
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