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Resumen

Una posible solucién para el diagnostico de cancer son los estudios de
seguimiento de biomarcadores tumorales. Si son detectados a tiempo y
controlados durante un tratamiento adecuado, existe una excelente posibilidad
de recuperacién de muchos tipos de cancer. Muchos tumores producen
cantidades anormales de una molécula biol6gica conocida como biomarcador,
la cual se encuentra en distintos fluidos corporales o tejidos indicando la

presencia de cancer.

Los polimeros conductores (CPs) presentan caracteristicas Unicas como
buena conductividad, estabilidad, reproducibilidad, biocompatibilidad y se
producen a bajo costo. Ademas, cuando presentan estructuras nanometricas
muestran buenas respuestas electroquimicas debido a un aumento del area
activa, lo que demuestra su potencial uso como plataforma para la
inmovilizacion orientada de la unidad de bioreconocimiento, correspondiente

al anticuerpo especifico al analito a detectar.

En este trabajo, se desarroll6 un inmunosensor electroquimico sin etiqueta
basado en la inmovilizacion de anticuerpos especificos unido a un electrodo
modificado con &cido aminofenilborénico/acido poli-6-indolcarboxilico
(APBA/6-PICA/GC) para la deteccion del antigeno prostatico especifico (PSA)
y Proteasoma 20S (P20S). Las condiciones 6ptimas de cada paso en la
obtencién de la bioplataforma se enfocaron en el tiempo y la temperatura de
incubacion, logrando gran reproducibilidad y excelente estabilidad. La
inmovilizacién orientada de cada anticuerpo se llevo a cabo utilizando APBA,
favoreciendo la formacién del inmunocomplejo. La respuesta redox intrinseca
de 6-PICA, fue escogida como sefial electroanalitica. Mediante voltametria de
onda cuadrada se detectdé P20S y PSA, con limites de deteccion y
cuantificaciéon de 11 y 37 ng-mL™* para P20S y de 0,11 y 0,37 ng-mL™* para
PSA, respectivamente. Se determinaron altas constantes de afinidad para
P20S-mAb y PSA-Anti-KLK3, mostrando valores de 7,63x10° My 2,32x10°



M1, respectivamente, indicando una gran selectividad frente a interferentes.
Todas estas caracteristicas proponen que la bioplataforma se pueda utilizar
para detectar concentraciones de P20S y PSA dentro de niveles clinicamente

relevantes.
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Abstract

One possible solution for the diagnosis of cancer is follow-up studies on tumor
biomarkers. If they are early detected and monitored during proper treatment,
there is an excellent possibility of recovery from many types of cancer. Many
tumors produce abnormal amounts of a biological molecule known as a
biomarker, which is found in different body fluids or tissues indicating the

presence of cancer.

Conductive polymers (CPs) have unique characteristics such as good
conductivity, stability, reproducibility, biocompatibility, and are easily acquired
at a low cost. In addition, when they present nanometric structures, they show
good electrochemical responses due to an increase of active area,
demonstrating their potential use as a platform for the targeted immobilization
of the biorecognition unit, corresponding to the specific antibody to the analyte

to be detected.

In this work, a label-free electrochemical immunosensor based on the
immobilization of specific antibodies attached to an electrode modified with
aminophenylboronic acid/poly-6-indolecarboxylic acid (APBA/6-PICA/GC) was
developed for the detection of prostate specific antigen (PSA ) and Proteasome
20S (P20S). The optimal conditions of each step in obtaining the bioplatform
focused on the incubation time and temperature, achieving great reproducibility
and excellent stability. The orientated immobilization of each antibody was
carried out using APBA, favoring the formation of the immune complex. The

intrinsic redox response of 6-PICA was chosen as the electroanalytical signal.

Xii



P20S and PSA were detected by square wave voltammetry, with detection and
quantification limits of 11 and 37 ng-mL™* for P20S and 0.11 and 0.37 ng-mL™
for PSA, respectively. High affinity constants were determined for P20S-mAb
and PSA-Anti-KLK3, showing values of 7.63x10° M' and 2.32x10° M,
respectively, indicating a great selectivity against interferers. All these
characteristics propose that the bioplatform can be used to detect P20S and

PSA concentrations within clinically relevant levels.
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Capitulo I. Introduccién

La mayoria de los diagndsticos de cancer, aproximadamente el 60% de los
casos, son realizados de manera tardia, cuando ya estd avanzado o hay
presencia de metastasis, lo cual los hace dificil de tratar, y por lo tanto,
presentan una mayor tasa de mortalidad. Por otro lado, muchos tumores tienen
la capacidad de producir de forma anormal determinadas sustancias de
distintas estructuras, la mayoria de ellas son liberadas al torrente sanguineo y
pueden ser detectadas y cuantificadas mediante métodos de diagndstico
inmunoldgico [1]. Estas sustancias son llamadas biomarcadores y en el caso
del cancer, son un importante indicador de crecimiento tumoral [2]. Es de
conocimiento que los tratamientos para combatir enfermedades oncoldgicas
son altamente invasivos, es por esto que cuando se elige un procedimiento
para diagnosticar, monitorear y tratar enfermedades, se suele escoger fluidos
del cuerpo humano por sobre los tejidos, principalmente por ser mas

accesibles y menos invasivos [3].

1. Biomarcadores

Un biomarcador (BM) es definido por el National Cancer Institute (NCI) como:
“‘una molécula biolégica que se encuentra en la sangre, otros fluidos
corporales, o tejidos que son signo de una actividad normal o anormal, o de
una condicion de enfermedad”. Un BM también puede ser utilizado para
observar como el organismo responde a un tratamiento para una determinada
enfermedad [4,5]. Por lo tanto, los biomarcadores de cancer, juegan un rol
fundamental en la atencidén temprana, ya que son producidos en la etapa
preclinica, antes de presentar sintomas fisicos y del posterior diagnostico, pero
estos se encuentran en niveles de concentracion muy bajos y es por esto el
gran interés de generar dispositivos altamente sensibles, capaces de detectar

y cuantificar estas minimas cantidades, con el fin de dar informacién confiable



en etapa temprana, lo que se podra traducir en una mejora en los tratamientos

y mejoria de los pacientes [1,6].

1.1 Antigeno Prostéatico Especifico PSA

El PSA (Prostate Specific Antigen), es una serina proteasa de la familia
calicreina [7]. Estd compuesta por una glucoproteina monocatenaria secretada
por la glandula prostatica, con un peso estimado de 33 kDa [7-9] y ha sido
identificado como un BM para la deteccion de cancer de préstata en varones
[10,11], el cual es el tercer tipo de cancer mas comudn, tanto en etapa
temprana, como para monitorear su recurrencia luego del tratamiento [12]. Su
deteccion es posible encontrarlo en suero, de forma libre y formando un
complejo de diversos inhibidores de enzimas proteasas. Cuando el PSA esta
a un nivel igual o mayor a 10 ng-mL™%, es un indicador de alta probabilidad de
gue un paciente pueda estar afectado por un cancer de prostata. Sin embargo,
un valor de PSA por sobre 4 ng-mL* se considera generalmente positivo e
indicaria la necesidad de realizar una biopsia [13], ya que un 30% de los
hombres con un nivel de PSA entre 4,1y 9,9 ng-mL! han sido diagnosticado

con esta patologia [2,14].

En los ultimos afos se han reportado diversos tipos de transductores para la
deteccion de PSA, entre ellos se encuentran transductores electroquimicos
[15,16], piezoeléctricos [17,18] y 6pticos [19,20]. Estos métodos son basados
en inmuensayos con respuestas de quimiluminisencia, fluorescencia o
colorimétricos [21,22]. Ademas, para la determinacion de PSA se han
reportado bajos limites de deteccion correspondientes a biosensores a base
de nanotubos de carbono [23,24] y nanoparticulas de oro [25,26], como

amplificadores de la sefial analitica.



Es por esto que el desarrollo de biosensores altamente sensibles, capaces de
detectar y cuantificar de manera confiable biomarcadores como el PSA son de
gran relevancia, ya que permitiran una disminucion de diagndsticos errados,
aumentando la probabilidad de un diagnostico en etapa temprana. Bajo estos
antecedentes, el desarrollo de plataformas electroquimicas modificadas
con moléculas que presenten grupos funcionales tales como acidos
carboxilicos disponibles en su estructura, permitird inmovilizar de
manera mas afin una biomolécula que cumplira el rol de deteccidn del

biomarcador, en este caso un anticuerpo especifico para PSA.

1.2 Proteasoma 20S

El Proteasoma es un complejo enzimatico multicatalitico responsable de
regular la degradacion de proteinas intracelulares, también llamado Sistema
Ubiquitina-Proteasoma (UPS)[27]. En este proceso, las proteinas celulares
destinadas para la degradacion son marcadas por multimeros de ubiquitina y
reconocidos y degradados por el Proteasoma 26S. Este complejo Proteasoma
26S, esta formado por un nudcleo catalitico, el Proteasoma 20S (P20S), sitio
donde ocurre la degradacion [28,29]. El Proteasoma 20S, es una proteasa de
aproximadamente 700 kDa, con estructura en forma de barril, como se observa
en la figura 1, dispuesta en 4 anillos apilados, en donde los anillos externos a,
interactdan con las particulas reguladoras implicadas en el reconocimiento de
distintos sustratos, mientras que los dos anillos internos B, son los
responsables de la actividad catalitica en la hidrélisis de proteinas [30,31]. El
sistema de proteasomas controla la degradacion de proteinas intracelulares.
Ademas, es una importante maquina molecular ya que juega un rol critico en
la regulacion del ciclo celular y en la respuesta inmune produciendo péptidos
antigénicos [32]. Ha sido detectado en suero y plasma. Concentraciones
elevadas de P20S han sido asociadas a pacientes con un amplio rango de

enfermedades como neoplasias o enfermedades autoinmunes [33,34]. Es por



esto que ha surgido como un importante objetivo de estudio farmacolégico en
la lucha contra ciertos tipos de cancer [35], ademas del envejecimiento celular,
ya que tiene una actividad esencial en la proliferacion de células tumorales y
el desarrollo de resistencia a farmacos tumorales [31]. Actualmente, han sido
reportadas diferentes técnicas para determinar P20S usando anticuerpos,
como resonancia de plasmon superficial (SPRI) y ensayos de ELISA (Enzyme-

lined Immunosorbent Assay) [33-39].

Figura 1. Proteasoma 20S. Muestra una vista lateral del proteasoma 20S, el
cual posee dos anillos externos a y dos anillos internos 3, cada uno
conformado por siete subunidades [31].

2. Biosensores

Los biosensores y dispositivos bioelectronicos, han sido satisfactoriamente
utilizados en numerosos campos como diagnostico clinico, deteccion de
drogas, monitoreo ambiental y control de calidad de los alimentos [40,41]. En
el desarrollo de su manufactura estan involucradas dos partes: una unidad de
bioreconocimiento y un transductor, como se muestra en la figura 2. La unidad
de bioreconocimiento determinara el grado de selectividad o especificidad del

biosensor, mientras que el transductor entregara la capacidad de obtener



bajos limites de deteccidn, transformando la respuesta biolégica o bioquimica

en una sefial cuantificable [3].

La naturaleza de esta sefial puede corresponder a cambios de calor absorbido
0 emitido por la reaccion, (biosensor calorimétrico), o referirse a la distribucién
de cargas que Illevan a un potencial electroquimico (biosensor
potenciométrico). También, puede representar una transferencia de electrones
producidos en una reaccion redox (biosensor amperométrico) o incluso la
diferencia en absorcién de luz entre reactantes y productos (biosensor 6ptico),
o si la relacion corresponde a una diferencia de masas entre reactantes y

productos es clasificado como un biosensor piezo-eléctrico.

Ademas, otra de las clasificaciones de estos dispositivos depende de la
naturaleza del reconocimiento entre el analito y el transductor, ya sea por
bioafinidad (anticuerpos, oligonucledtidos, DNA, etc.) o biocatalitico
(principalmente enzimas) [2,42]. Actualmente, muchos trabajos se han
enfocado en la miniaturizacion de los biosensores y dispositivos
bioelectrénicos, fabricando micro-transductores o] incorporando
nanomateriales, tales como: nanoparticulas y/o materiales a base de carbono
(nanotubos de pared simple y multiple, grafeno, entre otros) [41], con el fin de
obtener dispositivos compactos y faciles de utilizar para la posible interaccion
entre distintas superficies, y asi lograr la deteccion de analitos en tiempo real,
especialmente para muestras clinicas y ambientales [40,43-45], enfocandose

principalmente en aumentar y mejorar su especificidad y selectividad.
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Figura 2. Representacion esquematica de un biosensor. Diferentes
alternativas de elementos de bioreconocimiento y transductores. (Imagen
modificada desde la referencia) [13].

Por otro lado, la industria biotecnologica utiliza la presencia de estos BM para
el desarrollo de kits de deteccion, con el fin de apoyar la labor clinica en el
diagnostico y tratamiento de las distint as neoplasias. El eje fundamental en
el cual se basa el método inmunoldgico es la alta especificidad de la formacion
del complejo antigeno-anticuerpo, de modo que, si tenemos un anticuerpo
frente a un determinado antigeno, interaccionaran, formando un

inmunocomplejo, que puede ser detectado.

Las técnicas que actualmente se utilizan en los laboratorios de analisis clinicos
en la determinacibn de estas sustancias, son los siguientes:
radioinmunoensayo (RIA), quimioluminiscencia (QLA) y ensayo por
inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA). Estos métodos presentan algunas
desventajas como lo son su complejidad y tiempo empleado, ademas de
costosos equipamientos, ademas de personal altamente capacitado [6]. No

obstante, los ensayos inmunoldgicos siguen otorgando una gran especificidad



entre el transductor y un BM determinado, dependiendo de la unidad de

reconocimiento a la cual sean afin, principalmente anticuerpos especificos.

Estos anticuerpos pueden ser adsorbidos sobre una superficie, por ejemplo, la
superficie de un electrodo modificado, de manera no covalente por fisisorcion
(interacciones de Van der Waals e hidrofobicas, principalmente), o por
quimisorcién (interacciones electrostaticas, idnicas). Sin embargo, son las
uniones de tipo covalente entre el anticuerpo y la superficie electrodica, las
gue facilitan prolongados tiempos de almacenamiento del dispositivo, ademas
de su reutilizacion como inmunosensor. Este tipo de interaccion covalente, se
ve favorecida cuando la superficie del transductor presenta grupos funcionales
del tipo -hidroxi, -tiol, -carboxi y/o —amino [40]. Ademas, una de las principales
caracteristicas o beneficios de la especificidad de la formacion del
inmunocomplejo es que el BM objetivo en la muestra real (sangre, orina, suero)

no necesita de procedimientos de purificacion para su reconocimiento [2].

Por lo tanto, en la busqueda por disefiar biosensores que puedan
satisfacer estas necesidades y ofrecer mejores parametros analiticos
como sensibilidad, selectividad, confiabilidad, reproducibilidad,
estabilidad, biocompatibilidad y ademas de una facil produccion de bajo
costo, se proponen a los polimeros conductores como una prometedora
herramienta de transduccion, a los procedimientos de deteccion

utilizados en las ultimas décadas [3,41,47].

3. Polimeros Conductores

Los polimeros conductores han sido estudiados ampliamente para su uso
como supercapacitores, baterias, celdas solares, celdas de combustibles y
también para detectar moléculas biolégicas de interés, debido a su estabilidad
electroquimica, alta conductividad, alta transferencia de carga, baja toxicidad,

flexibilidad mecanica y bajo costo [48,49], ademas de su selectividad y



biocompatibilidad cuando interactan con otras biomoléculas organicas
[5,50,51], siendo los mas ampliamente estudiados la polianilina (PANI),
polipirrol (PPy), politiofeno (PTh) [21,52,53], y sus derivados con diferentes
grupos funcionales, tal como el poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT) [54-56].
Las anteriores caracteristicas y la posibilidad de presentar grupos funcionales
en su estructura los convierten en una gran alternativa para la modificacion de

superficies electrédicas y la construccion de biosensores.

Un método utilizado para generar polimeros conductores es la
electropolimerizacion, la obtencion por esta via depende de diversos factores
como por ejemplo la naturaleza del disolvente, tipo y cantidad de electrdlito
soporte, concentracion de monomero, entre otros [56-59]. Ademas, la
presencia de grupos funcionales en la estructura del monémero, considerando
gue no participen en el mecanismo de electropolimerizacion, permitird que
estos queden disponibles para facilitar la inmovilizacion o captura de
biomoléculas por medio de enlaces covalentes, favoreciendo el desarrollo de
dispositivos reutilizables que puedan trabajar como transductores en sensores
biologicos [3,57].

Es por esto, que se plantea la busqueda de una superficie electrodica
modificada que presente grupos funcionales disponibles, principalmente
grupos carboxilicos (-COOH), para una posterior inmovilizacion de un
anticuerpo especifico y luego este interaccione con el biomarcador deseado,
el cual generara un nuevo biosensor electroquimico como alternativa en el

campo de los inmunoensayos.

En este proyecto, se propone estudiar los siguientes polimeros conductores:
poliindoles y polihidroxifenilos, los cuales han recibido gran atencion para

diversos propésitos, siendo ampliamente estudiados en diferentes areas tales



como dispositivos electrocromicos, electro-catalizadores, baterias de ion-litio,
supercapacitores, corrosién y sensores [53,58,61-73]. Estos polimeros
conductores han sido obtenidos sobre distintas superficies como, por ejemplo;
grafito [47], oro [57], acero [58,66], 6xido de estafio dopado con indio (ITO) [62]
y carbon vitreo [53,63,64,68-73]. Ademas, en su obtencibn muestran
diferentes morfologias tales como como agregados globulares y granulares,
microbarras o nanohilos. Por lo tanto, la morfologia de los recubrimientos
poliméricos nanoestructurados, presentaran una mayor area superficial
disponible, cubierta de grupos funcionales carboxilicos que favoreceran la

inmovilizacién del anticuerpo.

La figura 3, muestra los mondmeros elegidos para este estudio, los derivados
inddlicos: acido 5-indolacético (5-ICA) y acido 6-indolacético (6-ICA), y los
derivados hidroxifenilicos: acidos 3-hidroxifenilacético (3-HPA) y acido 4-
hidroxifenilacético (4-HPA). Estos presentan en su estructura base un biciclo,
uno de seis miembros y un heterociclo de cinco miembros, en el caso de los
poliindoles, mientras que la estructura de los polihidroxifenilos esta constituida
solo por un ciclo de seis miembros. Ha sido reportado que la
electropolimerizaciéon de los monomeros 5-ICA y 6-ICA, ocurre entre los
carbonos C2y C3 del anillo pirrdlico [53], mientras que la electropolimerizacion
de los mondmeros 3-HPA y 4-HPA, ocurriria por la formacién de mondémeros
radicales que interaccionan entre si, por medio del grupo -OH y el anillo
bencénico [60]. Por lo cual, las estructuras poliméricas generadas sobre la
superficie electrodica a partir de ellos, presentaran grupos carboxilicos libres
disponibles, ya que estos no son parte de los distintos mecanismos de

polimerizacion.
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Figura 3. Estructura de los mondmeros acido indol carboxilico: 5-1CA y 6-ICA,
y de acido hidroxifenil acético: 3-HPA 'y 4-HPA.

Estos grupos carboxilicos presentes en los oligdmeros poliméricos del
transductor electroquimico, es importante que sean activados, para facilitar la
formacion de una union covalente, entre el grupo amino que contenga el
compuesto a inmovilizar, utilizando como reactivos EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida), ademas de NHS (N-hidroxisulfosuccinimida)
por lo tanto, se pretende activar los grupos carboxilicos libres disponibles del
polimero y luego se podrian hacer reaccionar con los grupos amino libres del
anticuerpo, con lo cual se formara una interaccion covalente del tipo amida
[74,75].

Sin embargo, cuando los anticuerpos son adsorbidos sobres las superficies de
los dispositivos, generalmente adoptan una orientacion aleatoria, lo cual se
traduce a menudo en una falla o disminucién en su inmunoafinidad, ya que los
sitios de union especifica podrian quedar bloqueados o impedidos. Por lo
tanto, la estrategia utilizada para lograr una unién de estos sobre las
superficies orientados de manera especifica, con el fin de favorecer la
formacion del complejo antigeno-anticuerpo es primordial [46,76-79]. Muchos
sensores de azucar y glicoproteinas, han sido preparados basados en la
interaccidn de estos azucares con acidos borénicos, ya que ha sido reportado

gue los acidos boronicos pueden unirse con residuos 1,2- 6 1,3-cis-diol y
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forman esteres boronicos ciclicos de cinco o seis miembros [74], generando
una interaccion entre el acido borénico-sacérido estable [70]. Considerando
gue todas las inmunoglobulinas son glicoproteinas, y que presentan residuos
oligosacaridos en la region Fc y para preservar la actividad biologica del
anticuerpo, se presenta el &cido 4-aminofenilborénico como un gran candidato
paralograr lainmovilizacién orientada de la unidad de bioreconocimiento sobre

las superficies transductoras [81,82].

La figura 4, muestra un esquema del inmunosensor electroquimico que se
propone obtener, capaz de entregar especificidad y selectividad al utilizar
como bioreceptor un anticuerpo especifico al analito a detectar. La superficie
transductora obtenida corresponde a un polimero conductor nanoestructurado,
con grupos carboxilicos expuestos y activados, que favoreceran la union
covalente y orientada, entre bioreceptor y transductor, aumentando los limites
de deteccion y cuantificacion del biomarcador, ademas de entregar la
simplicidad de deteccion de los sensores electroquimicos [83], permitiendo

tener un dispositivo estable debido a esta interaccidén covalente.
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Figura 4. Esquema general del proceso de modificacion de la superficie
conductora y generacién del biosensor electroquimico.
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4. Técnicas de caracterizacion morfologicas y electroquimicas
4.1 SEM

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es uno de los instrumentos mas
versatiles para el andlisis de muestras o materiales, esta técnica permite
obtener informacién e imagenes topograficas y morfolégicas de materiales y
superficies que sean conductoras, ademdas de informacion sobre su
composicion quimica, utilizando un haz enfocado de electrones de alta

energia.

La generacion de imagenes via SEM es dependiente de la adquisicion de
sefales producidas por el haz de electrones y por las interacciones que este
tiene con la muestra. Las interacciones pueden dividirse principalmente en dos
categorias: interacciones elasticas e interacciones inelasticas. Las
dispersiones elasticas corresponden a las producidas por el ntcleo atomico de
la muestra o por los electrones de la capa externa de energia similar,
dispersando el haz incidente en un angulo superior a los 90°, denominados
electrones retrodispersados. Por otro lado, las dispersiones inelasticas
corresponden a interacciones entre los electrones incidentes con los
electrones y atomos de la muestra, generando una pérdida o transferencia de
energia desde el haz incidente a la muestra produciendo como consecuencia
la dispersion de electrones secundarios, cuya energia es menor a los 50 eV.
Finalmente, también se produce sefiales producto del impacto de los
electrones al golpear la muestra, correspondientes a electrones Auger y

también la emision de rayos X [84].

Los modos mas comunes para obtener imagenes de superficies usan las
sefiales de los electrones retrodispersados y electrones secundarios. A
medida que el haz de electrones barre la superficie linealmente, los detectores
realizan la coleccion de electrones secundarios y retrodispersados, generando

una imagen de la topografia similar a una fotografia en blanco y negro, en la
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cual, mientras mas electrones sean detectados, méas brillante seréa ese punto

en la imagen [85].

4.2 Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia RAMAN se ha vuelto una herramienta muy utilizada para la
caracterizacion de materiales. Esta técnica se enfoca en la dispersion de luz
luego de interaccionar con la materia. La luz dispersada esta conformada por
dos tipos: dispersién de Rayleigh, que es una dispersion fuerte y tiene la misma
frecuencia del haz incidente, y la dispersion RAMAN que es una dispersion

deébil y se subdivide a su vez, en lineas de Stokes y Anti-Stokes [86].

El proceso basico de dispersion se basa en la absorcion y reemision de
radiacion electromagnética por las moléculas. La luz incidente puede
dispersarse luego de interaccionar con la materia, de manera elastica, es decir,
a la misma frecuencia Optica o longitud de onda que la radiacion incidente,
denominada dispersion de Rayleigh. Por otra parte, la luz incidente también
puede dispersarse a una frecuencia diferente a la emitida por la fuente de
radiacion, dispersion inelastica o dispersion RAMAN, este proceso implica una
transferencia de energia entre los fotones incidentes y el material de la
muestra [87]. Generalmente, se utilizan laseres unidireccionales de una
longitud de onda como fuente de emision, ya que se puede regular o aumentar
su intensidad, ademas, de poder enfocar facilmente en escalas de

micrometros.

La fuerza del efecto RAMAN esta determinada por la derivada de la
polarizabilidad molecular de la muestra, a diferencia de la espectroscopia IR,
gue esta determinada por la derivada del momento dipolar. Esto implica que
las vibraciones observadas por espectroscopia RAMAN no sean apreciables
a través de IR. Moléculas con un gran momento dipolar, emiten sefiales IR

muy fuertes, pero son dispersores RAMAN débiles [88]. Mientras que, por otra
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parte, la dispersion RAMAN vy la fluorescencia son fenbmenos competitivos al
tener un origen similar, el efecto RAMAN corresponde a una absorcion y
posterior emisién de un fotdn, las moléculas son excitadas a un nivel
energeético virtual por microsegundos a diferencia de la fluorescencia, donde

la emision ocurre en el orden de los nanosegundos [87].

4.3 Espectroscopia infrarroja reflectancia total atenuada ATR-IR

La espectroscopia infrarroja es una técnica usada para estudiar y obtener

informacion sobre la composicion molecular de una muestra [89].

La reflexion total atenuada (ATR), es una herramienta Gtil para las mediciones
de espectros infrarrojos de liquidos y soélidos. En esta técnica, la muestra debe
estar colocada en contacto con el elemento de reflexion interna (IRE) [90], el
cual debe tener un alto indice de refraccion. Luego, es irradiada con el haz IR
en un angulo 6, mayor al angulo critico 8¢, de lo contrario el espectro resultante
sera una combinacion de ATR vy refraccion externa [89]. En cada punto de
reflexion interna, se produce una onda evanescente de radiacion que puede
ser absorbida por la muestra. La radiacion infrarroja tiene una penetracion
limitada del orden de 1 um. La absorbancia es proporcional a la longitud del
camino recorrido, similar a la espectroscopia de transmision infrarroja. Sin
embargo, en la espectroscopia ATR-IR, el camino recorrido efectivo, b’, es
equivalente al numero de reflexiones del haz IR (N), por la profundidad de
penetracion, d,. La pequefia profundidad de penetracion y la corta longitud
del recorrido, permiten la medicion infrarroja de soluciones acuosas o

polimeros, ya que corresponden a medios fuertemente absorbentes [91].

Algunas de las principales ventajas del uso de la reflexion total atenuada son:
un area de muestreo mayor, preparacion simple de muestras, reproducibilidad
espectral, una relacién sefal-ruido mayor, aplicabilidad en muestras acuosas

y de dispersion reducida. Ademas, la capacidad para identificar los tipos de
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grupos funcionales presentes en una muestra de manera no destructiva, ha
contribuido en la aplicacion de esta técnica de caracterizacion en areas como
la quimica y biologia. El interés creciente sobre la funcionalizacion de
superficies con moléculas o biomoléculas que le entreguen selectividad, han
permitido que la espectroscopia infrarroja sea utilizada en aplicaciones como
biosensores, por ejemplo, en la determinacién de respuestas inflamatorias en

implantes biomédicos [92].

4.4 Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (VC) es una técnica electroquimica que permite
estudiar el comportamiento de algun analito de interés si este presenta algun
proceso de oxido-reduccion. Consiste en la aplicacion de un barrido de
potencial durante un tiempo determinado t, desde un potencial inicial (Ei), hasta
un potencial maximo (Emax), para luego realizar una inversion en el sentido de
barrido de potencial hasta un potencial minimo (Emin), repitiendo el proceso

hasta alcanzar el potencial final (Ef), como se observa en la figura 5 [93].
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Figura 5. Variacion de potencial aplicado en el tiempo en voltamperometria
ciclica.
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Las corrientes observadas, son el resultado de la contribucion de una corriente
faradaica, debida a la reaccion ocurrida sobre el electrodo, y una contribucion
capacitiva, producida por los cambios de carga en la doble capa, generados
por el barrido de potencial, esta contribucién incrementa con el aumento de la

velocidad de barrido de potencial.

Las mediciones de corrientes de pico por VC, son imprecisas, alin mas en la
inversion en el sentido de barrido de potencial, porque no se puede definir
facilmente la respuesta faradaica del proceso. Por esta razén no es un método

para evaluaciones cuantitativas [94].

4.5 Voltamperometria de onda cuadrada

La voltamperometria de onda cuadrada (SWV), es una técnica diferencial de
gran amplitud en la que una forma de onda compuesta de una onda cuadrada
simétrica superpuesta a un potencial de escalera es aplicada al electrodo de
trabajo. La corriente es medida dos veces durante cada ciclo de onda
cuadrada, una vez en el final del pulso en el sentido de avance de potencial, y
otra vez en el final del pulso en sentido inverso de potencial. La diferencia de
corriente entre estas dos mediciones es graficada frente al potencial de
escalera aplicado. La mayor ventaja de esta técnica electroquimica es la
velocidad, ya que la velocidad de barrido efectiva esta dada en frecuencia AEs,
ademas de su excelente sensibilidad, permite obtener muy bajos limites de

deteccion [95].

4.6 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

La Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS), es una técnica
electroquimica que se fundamenta en el barrido de un intervalo de frecuencias,

en donde se aplica una sefial sinusoidal de un potencial o corriente a una
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determinada frecuencia y este valor medido en ese punto es traducido en
Impedancia (Zy), luego, el proceso se repite para cada frecuencia del intervalo

de barrido, obteniendo un espectro de impedancias.

Zy =Eyu/l,

La impedancia esta definida como el cociente entre el potencial (Ew) y la
corriente (ly), ambos dependientes de la frecuencia. Segun laley de Ohm, este
cociente en un circuito eléctrico se relaciona directamente con la resistencia
(R) del sistema, por lo tanto, la resistencia es equivalente a la impedancia a un

limite de frecuencia cero [96].

Los espectros de impedancia electroquimica presentan diferentes
contribuciones como la resistencia de la disolucion (Rs), la resistencia a la
transferencia de carga (Ry), capacitancia (C) e inductancias (L)
principalmente, estos parametros son utilizados para el analisis y ajuste de
datos mediante la modelaciéon de circuitos equivalentes, utilizando los

diagramas de Bode y de Nyquist, respectivamente.
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2. Hipotesis de trabajo

Los antecedentes presentados indican que la generacién de un inmunosensor
electroquimico altamente sensibles, capaz de cuantificar de manera confiable
biomarcadores de cancer es de gran relevancia, ya que permitiran una
disminucion de diagnésticos errados y en etapa temprana. Ademas, la
presencia de grupos funcionales disponibles en la estructura del transductor
generara mas afinidad con el bioreceptor especifico (anticuerpo) al
biomarcador de cancer. En base a lo anterior se proponen las siguientes

hipotesis:

La modificacion electroquimica de superficies electrodicas con polimeros
conductores, poliindoles y polihidroxifenilos, nanoestructurados proporcionara

una nueva plataforma para obtener un biosensor electroquimico.

La presencia de grupos funcionales carboxilicos libres en la estructura de
estos polimeros conductores permitirA una interaccion directa con

biomoléculas de interés.

El electrodo modificado con polimeros conductores se unira de manera
covalente a la biomolécula, en este caso un anticuerpo, dandole gran
estabilidad, lo cual permitird obtener un buen transductor electroquimico para

aplicaciones de inmunoensayos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Desarrollar un inmunosensor electroquimico, basado en polimeros
conductores nanoestructurados, que presentaran grupos carboxilicos
disponibles que favorezcan la bioconjugacién con los anticuerpos, obteniendo
un sistema ordenado que permita y favorezca la deteccion y cuantificacion de

un biomarcador especifico de cancer.

3.2 Objetivos especificos

Modificar y optimizar condiciones de electropolimerizacion de polimeros

conductores sobre superficies electrodicas.

Caracterizar morfolégica y electroquimicamente las superficies electrodicas

modificadas.

Determinar las condiciones y parametros experimentales para inmovilizar

sobre los electrodos modificados un anticuerpo especifico.

Optimizar parametros analiticos utilizando diferentes técnicas electroquimicas
como voltamperometria de onda cuadrada y espectroscopia de impedancia

electroquimica.
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Capitulo Il. Parte Experimental

2.1 Reactivos

Los reactivos fueron utilizados sin ningln tratamiento previo. Todos de grado
analitico. Acido 3-hidroxifeliacético (3-HPA), acido 3-hidroxifeliacético (4-
HPA), acido 6-indolcarboxilico (6-1CA), acido 5-indolcarboxilico (5-1CA), &cido
4-aminofenilborénico  (APBA), N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida
(EDC), N-hidroxisulfosuccinimida de sodio (NHS), perclorato de litio (LiClO4),
albumina de suero bovino (BSA), suero humano y otros reactivos fueron
proporcionados por Sigma-Aldrich. Disolucién tampén Britton-Robinson (B-R)
se obtuvo mezclando &cido acético (HAc) 0,1 mol-L1, &cido fosférico (Merck)
0,1 mol-L? y &cido bdrico (Merck) 0,1 mol-L1. Disolucién tapén de &cido
acético-acetato de sodio (Hac-Ac’) pH 5,5 con acetato de sodio (NaAc, Sigma-
Aldrich) 1,0 mol-L%, y HAc (Merck) 1,0 mol-L1. Disolucién PBS (phosphate
buffer saline) pH 7,4, fue preparada con cloruro de sodio (NaCl, Merck) 0,1
mol-L, cloruro de potasio (KCI, Merck) 2,6-10"° mol-L™, fosfato de hidrégeno
de potasio (K2HPO., Merck) 0,04 mol-L* y fosfato de dihidrégeno de potasio
(KH2PO4, Merck) 0,01 mol-Lt Acetonitriio (ACN) grado HPLC fue

proporcionado por PanReac & Applichem.

Proteasome 20S a (human) monoclonal antibody (HP103) (mAb) vy
Proteasome 20S (Human) purified (P20S) fueron proporcionados por ENZO
life sciences. Ambas disoluciones stock de 100 pg-mL* de mAb y 1 mg-mL+?

de P20S fueron preparadas en PBS 7,4 y almacenados a -20°C.

Monoclonal Anti-KLK3 antibody produce in mouse y el Prostate Specific
Antigen from human semen (PSA), fueron proporcionados por Sigma-Aldrich.
La disolucién stcok de Anti-KLK3 fue preparada en PBS 7,4 y la disolucion
stock de PSA fue preparada en buffer HAc-Ac a pH 5,5, ambas disoluciones

fueron almacenadas a -20°C.
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Todas las disoluciones fueron preparadas con agua grado Milli-Q (18 MQ-cmr

.

2.2 Mediciones electroquimicas

Las caracterizaciones electroquimicas de cada una de las etapas de las
modificaciones del inmunosensor, fueron realizadas por espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS), voltamperometria ciclica (CV) vy
voltamperometria de onda cuadrada (SWV), utilizando un potenciostato
BioLogic VSP-300, en una celda convencional de un compartimiento y tres
electrodos, carbon vitreo (GC) o electrodo de 6xido de estafio dopado con fltor
(FTO), como electrodos de trabajo, ademas de Ag/AgCl (1,0 mol-L* KCI) y un

alambre de Pt, como referencia y contraelectrodo, respectivamente.

Las técnicas voltampermétricas CV y SWYV, fueron realizadas en disolucién
buffer HAc-Ac™ 1,0 mol-L%, entre -0,6 and +0,8 V a una velocidad de barrido de
100 mV-s™!, para CV. Mientras que las condiciones utilizadas para SWV
fueron: potential step 5 mV, amplitud 25 mV y frecuencia 10 Hz, en un intervalo
de potencial entre -04 V and +0,8 V, inicial and final potencial,
respectivamente. Las mediciones EIS, fueron llevadas a cabo realizando un
barrido de frecuencias desde 100 kHz a 10 mHz y una amplitud de 10 mV,
utilizando el potencial medio del par redox, E°, determinado como el promedio

entre el potencial de pico anddico y catodico.

2.3 Electro-obtencion de polimero conductor

El electrodo de carbon vitreo (GC), fue pulido con pasta de diamante de 0,5
Mm, enjuagado con agua Milli-Q y secado con N». Luego, el electrodo fue
ciclado por CV en una disoluciéon 10-102 mol-L* de 6-ICA en disolucién de
LiCIO4/ACN entre 0,0 and +1,1 V vs. Ag/AgCI (1,0 mol-Lt KCI) a una velocidad
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de 80 mV-s™! durante 30 ciclos de barrido de potencial. Finalmente, se obtuvo
una respuesta voltamperométrica estable del electrodo 6-PICA/GCE en
disolucién buffer HAc-Ac™ 1,0 mol-L™ (pH 5,5).

2.4 Caracterizaciones morfolégicas

Las caracterizaciones morfoldgicas, fueron realizada por microscopia SEM,
utilizando un microscopio Quanta Feg250 scanning electron microscope
(SEM), perteneciente al Centro de Investigacion en Nanotecnologia vy
Materiales Avanzados, CIEN-UC. Mientras que los andlisis por espectroscopia
ATR-IR fueron realizados utilizando un Espectrometro FT-IR-ATR Thermo
Nicolet iS10.

2.5 Inmovilizacion APBA

Para la inmovilizaciéon del acido 4-aminofenilborénico (APBA), sobre las
superficies modificadas de los electrodos con polimeros conductores
nanoestructurados, 6-PICA/GC, el procedimiento fue el siguiente. En primer
lugar, se realizé la activacion de los grupos carboxilicos, -COOH, de 6-PICA,
usando una disolucién de EDC/NHS 20-103 mol-L1. Luego, las superficies de
6-PICA/GC fueron funcionalizadas con APBA, sumergiéndolos en una
disolucién 50-10 mol-Len buffer HAc-Ac” pH 5,5 a temperatura ambiente,

con agitacion constante.

2.6 Inmunosendor para la deteccion de IgG

Para la inmovilizacién de inmunoglobulina G (IgG), se preparé la disolucion de
anticuerpo Anti-Human 1gG (Ab-IgG), cuya concentracion comercial es de 2
mg-mL*%, de los cuales se tomaron 50 pL y se llevé a 1 mL en KCI 1 mol-L,

obteniendo una concentracion final de incubaciéon de 100 pg-mL* del
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anticuerpo Ab-IgG, se incubé a 4°C de temperatura durante 10 horas.
Posteriormente, se realizaron incubaciones consecutivas de 50 y 100 pg-mL*
del antigeno IgG, incubados durante 2 horas cada una, a 20°C en agitacion
constante. Finalmente se realizaron las caracterizaciones electroquimicas

correspondientes.

2.7 Inmunosensor para la deteccion de P20S

Para la deteccién de P20S, en primer lugar, se inmoviliz6 el anticuerpo
correspondiente. El electrodo APBA/6-PICA/GC, fue incubado en 50 pL de una
disolucién de 50 pug-mL* de Proteasome 20S a subunit (human) monoclonal
antibody (HP103), mAb, a 20°C de temperatura, con agitacion constante
durante 20 horas.

Posteriormente, a partir de la disolucion stock, se preparé una disolucion de 1
ug-mL?, en HAc-Ac® pH 5,5. Esta disoluciéon fue utilizada para preparar
distintas concentraciones de P20S. El electrodo mAb/APBA/6-PICA/GC, fue
incubado en 50 pyL de las disoluciones a concentracion deseada de P20S
durante 2 horas a 20°C, bajo agitacion constante. Posteriormente, los
electrodos modificados fueron enjuagados y caracterizados

electroguimicamente.

2.8 Analisis de P20S en muestras de suero

Las muestras preparadas en suero humano fueron almacenadas a -20°C. Se
prepararon muestras de 120 ng-mL! de concentraciéon de P20S en suero
reconstituido en buffer HAc-Ac™ pH 5,5, agitando hasta disolucién total. Las
determinaciones electroquimicas fueron realizadas utilizando SWV por

método de curva de calibracion. En el caso de la adicion de estandar, a las
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muestras de 120 ng-mL* de P20S en suero humano, se le adicioné 5 adiciones

de estandar de 20 ng-mL™! cada una, sobre el mismo electrodo.

2.9 Optimizacion de la incubacién de acido aminofenilboronico

La optimizacion de APBA, fue enfocada en el tiempo de incubacion. El
electrodo 6-PICA/GC fue incubado en 50,0 pL de disoluciéon de APBA 50-103
mol-L* en buffer HAc-Ac™ pH 5,5 durante 2, 4, 6, 8 y 20 horas de inmersién.

Luego, fue caracterizado electroquimicamente por CV'y SWV.

2.10 Optimizacion de la incubacion de Anti-KLK3

Para la deteccion de PSA, se inmovilizo el anticuerpo correspondiente sobre
el electrodo APBA/6-PICA/GC. Se incubd en 50 pL de una disolucién de 50
1ug-mLt de Monoclonal Anti-KLK3 antibody produce in mouse, Anti-KLK3.

La optimizacion de Anti-KLK3, fue enfocada en dos parametros, tiempo y
temperatura de incubacion. En primer lugar, el electrodo APBA/6-PICA/GC fue
incubado en 50,0 pL de disolucion de Anti-KLK3 a una concentracion de 50
ng-mL* en buffer HAc-Ac™ pH 5,5 durante 2, 4, 6, 8 y 20 horas de inmersion.
Luego, en condiciones oOptimas, el electrodo APBA/6-PICA/GC fue incubado
en la misma concentracion de disolucion de Anti-KLK3, a 4, 20 y 36°C. Las

caracterizaciones electroquimicas fueron realizadas por CVy SWV.

2.11 Optimizacion de la incubacion de Antigeno prostatico especifico.

La optimizacion de PSA, fue enfocada en el tiempo de incubacion. El electrodo
Anti-KLK3/APBA/6-PICA/GC fue incubado en 50,0 pL de disolucion de PSA
100 ng-mL-* en buffer HAc-Ac™ pH 5,5 durante 1, 2, 3 y 48 horas de inmersion.

Las caracterizaciones electroquimicas fueron realizadas por CV y SWV.
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2.12 Inmunosensor para la deteccion de PSA.

La disolucion stock de PSA fue diluida 50 veces y se prepard una disolucion
de 1 ug'mL?, en HAc-Ac pH 5,5. Esta disolucion fue utilizada para preparar

distintas concentraciones de PSA.

El electrodo Anti-KLK3/APBA/6-PICA/GC, obtenido en condiciones Optimas de
tiempo y temperatura, fue incubado en 50 pL de las disoluciones a
concentracion deseada de PSA durante 1 hora a 20°C, bajo agitacion
constante. Posteriormente, los electrodos modificados fueron enjuagados y

caracterizados electroquimicamente.
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Capitulo lll. Resultados y Discusién

3.1 Obtencion electroquimica de polimeros conductores.

La obtencion electroquimica de los distintos polimeros conductores fue
realizada tanto de manera potenciodinamica, utilizando voltamperometria
ciclica (VC), como potenciostatica, utilizando técnicas de potencial fijo y
aplicacion de pulso diferencial, como se puede apreciar en las figuras a
continuaciéon. Estos procedimientos se realizaron en diferentes superficies
electrédicas: carbon vitreo (GC), vidrio conductor modificado con 6xido de
estafio dopado con Fluor (FTO) y un electrodo de silice recubierto de oro (Au-
Si).

En la figura 6, se muestran los perfiles voltamperométricos por CV, de 3-HPA
en (A) HCIOs y (B) ACN. Se puede observar un proceso anadico, el cual
decrece conforme aumentan los ciclos de barrido de potencial ambos medios.
Sin embargo, este comportamiento no se condice con lo descrito sobre la
obtencion de polimero conductor. Los polimeros basados en &acido
hidroxifenilacéticos, no pudieron ser obtenidos en disolucion de acido
perclérico 0,5 M, siguiendo la metodologia reportada [47,97]. Con el fin de
lograr los perfiles esperados respecto de la obtencion de estos polimeros, se

modificaron variables para la electro-obtencion.

Ademas de intentar diferentes solventes y electrodos, también se ampli6 la
ventana de potencial, hacia valores mas positivos, con el fin de lograr la
oxidacion del mondémero, pero no se observaron cambios en su
comportamiento. Por otra parte, al comparar los perfiles voltamperométricos
obtenido tanto en HCIO4 como en ACN, no es posible observar la aparicion del
segundo proceso redox, una oxido-reduccion cuasi-reversible, a potenciales
entre 0,35y 0,55 V, reportado en literatura [47], como se muestra en la figura
6C, en donde la respuesta electroquimica muestra en el primer barrido de

potencial, la oxidacion del monémero dando origen aun pico de corriente
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anodico completamente irreversible a un potencial de 1,03 V, y que
posteriormente decrece de forma continua en funcién del paso de los ciclos de
barrido de potencial, y que da paso a la formacién de un segundo proceso
redox, el cual aumenta su magnitud en corriente, tanto del proceso anddico

como catddico conforme al avance en los ciclos de barrido de potencial.
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Figura 6. Perfiles voltamperométricos por CV de 3-HPA en disolucion: A)
HCIO4 0,5M, B) LICIO4/ACN 0,1 M, frente a C) Referencia bibliografica [47].

Un comportamiento analogo al observado se obtuvo para la obtencion
electroquimica del polimero a base del monémero 4-HPA. Por esta razon, se
decidi6 descartar a ambos y dar paso a la obtencion de los polimeros

conductores a partir de los mondémeros de acido indolacético.
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3.2 Obtencion de poliindoles

En la figura 7, se puede observar la obtencion electroquimica por VC de dos
polimeros conductores, 6-PICA y 5-PICA, sobre electrodo de carbén vitreo,
GC, en una ventana de potencial entre 0y +1,1 V y 30 ciclos de barrido de

potencial.

La figura 7A muestra los perfiles voltamperométricos durante la obtencién
electroquimica de 6-PICA, a partir de una disolucién 10-10° mol-L* de 6-ICA
en 0,1 mol-L* de LiCIO4/ACN. Durante el primer ciclo de barrido de potencial,
en linea roja, ocurre la oxidacion irreversible del mondémero 6-ICA,
comenzando en 1,0 V, dando paso a la formacion de un loop, o cruzamiento
cuando se invierte el sentido del barrido de potencial hacia potenciales
negativos, esta corriente es caracteristica de un proceso de nucleacion 2D,
seguido de un crecimiento 3D [98,99]. Luego, en los ciclos posteriores se
observa un aumento constante de la respuesta en corriente en cada ciclo
voltamperométrico, tanto en el proceso anddico como en el proceso catddico
a medida que avanzan los ciclos de barrido de potencial, lo cual puede
correlacionarse con el proceso doping-undoping del polimero. Este
comportamiento indica la formaciéon de una pelicula conductora de color

amarillo, sobre la superficie electrédica [52,54,56].

La figura 7B, muestra la electro-obtencion de 5-PICA sobre GC en las mismas
condiciones descritas para 6-PICA. Se puede apreciar que los perfiles
voltamperométricos son similares, en este caso la oxidacién del monémero 5-
ICA comienza en un potencial cercano a los 0,95 V, presentando el mismo
comportamiento de electropolimerizacion descrito para 6-PICA. Ademas, se
aprecia el aumento de corrientes en los procesos anodicos y catddicos antes
sefalados, correspondientes al proceso doping-undoping del polimero.
Finalmente, para el polimero 5-PICA el recubrimiento polimérico obtenido

presenta una coloracion verdosa.

28



El mismo comportamiento, se observa al polimerizar electroquimicamente
estos monomeros sobre otras superficies como Au-Siy FTO, con la excepcion
gue el sobrepotencial aplicado aumenta en la ventana de potencial para el
electrodo FTO hasta 1.3 V. (Anexos 1y 2).

0.0 0.4 0.8 0.0
E /V vs Ag/AgCI

0.4 0.8
E/V vs Ag/AgC

Figura 7. Electropolimerizacion de 10-102 mol-L* de 6-ICA (A) y 5-ICA (B) en
0,1 mol-L* de LiCIO4/ACN sobre GC entre 0y +1,1 V y por voltamperometria
ciclica, 30 ciclos a 80 mV-s de barrido de potencial.

3.3 Caracterizacion morfoldgica de las superficies electrédicas.

Se realizo la caracterizacion morfoldégica mediante SEM para determinar si las
morfologias del polimero 6-PICA son o no dependiente de la velocidad de
barrido de potencial en la cual son obtenido por VC. La figura 8, muestra las
imagenes SEM de 6-PICA obtenido por VC durante 30 ciclos de barrido de
potencial, sobre FTO a cuatro diferentes velocidades de barrido: 20 (Fig.A), 40
(Fig.B), 80 (Fig.C) y 100 (Fig.D) mV-st. Se observa que independiente de la
velocidad de barrido de potencial utilizada en la obtencién electroquimica, se

forman nanohilos que presentan diametros entre los 40 y 90 nm.
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Figura 8. Imagenes SEM a una magnificacion de 120.000, para 6-PICA/FTO,
obtenido a diferentes velocidades de barrido de potencial, durante 30 ciclos
por VC en LiCIO4/ACN 0,1M. A) 20, B) 40, C) 80 y D) 100 mV-s™,

Sin embargo, la organizacion de las nanoestructuras en la superficie del FTO,
se distribuye de manera diferente al variar la velocidad de barrido de potencial.
La figura 9 (A;B;C;D) muestra las imagenes SEM para las cuatro velocidades
de barrido de potencial de obtencién de 6-PICA mostradas anteriormente, pero
a una magnificacion menor, mostrando una distribucién del recubrimiento
polimérico generado, en donde se observa que a 80 mV-s?, se logra una
mayor homogeneidad de polimero sobre la superficie, por lo tanto, esta

velocidad fue escogida como Optima para la obtencion utilizando VC.

También se caracterizé por SEM la morfologia del polimero 6-PICA obtenido

por VC, en las condiciones ya especificadas, sobre otras superficies
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electrédicas, como lo son GC, Au-Si y PEDOT/FTO. Se obtuvieron el mismo
tipo de nanoestructuras que fueron observadas sobre FTO. Las figuras se

adjuntan en el anexo 3.

Figura 9. Imagenes SEM a una magnificacion de 4.000, para 6-PICA/FTO, a
diferentes velocidades de barrido de potencial de obtencion de polimero,
durante 30 ciclos por VC en LiCIO4/ACN 0,1M. A) 20, B) 40, C) 80, D) 100
mV-s?,

Ademas del uso de VC para la obtencion electroquimica de 6-PICA, también
se utilizaron técnicas potenciostéaticas, primero aplicando distintos valores de
potencial fijo: 0,9, 0,95y 1,0 V, durante 10 minutos; y segundo, el uso de dos
pulsos de potencial aplicados durante 500 ciclos con diferentes tiempos, uno
correspondiente a un potencial donde el monémero es oxidado (1,2 V) y un
pulso a un potencial donde no ocurre ningun proceso de oxidacion o reduccién

(0,2 V), durante 4 y 1 segundos, respectivamente. En el anexo 4 se muestra
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las imagenes SEM para 6-PICA obtenido por técnicas potenciostaticas sobre
FTO.

De estas imagenes se puede concluir que utilizar la técnica de potencial fijo
permite controlar de mejor manera el tamafo de las nanoestructuras
obtenidas. El tamafio de estas dependera del control del potencial aplicado,
sin embargo, respecto a la aplicacion de dos pulsos diferenciados, muestra
gue la nanoestructuras presentan tamafios aleatorios, obteniendo diametros
ya sea por debajo de los 100 nm, como también por sobre este valor.
Finalmente, es a través de métodos potenciodinamicos, donde se obtienen
recubrimientos superficiales homogéneos con estructuras en dimensiones

nanomeétricas.

Adicionalmente, se realizaron analisis laterales de los electrodos modificados
con 6-PICA sobre FTO por microscopia SEM, estos polimeros fueron
obtenidos por VC durante 30 y 50 ciclos de barrido de potencial. Estas
imagenes permitieron determinar el grosor del depodsito generado, siendo

estos 4,54 um (Fig.10A) y 7,89 um (Fig.10B), respectivamente.

WD =12.0 mm Signal A = SE1 WD = 18.5 mm Signal A = SE1 EHT =20.00 kV
Mag= 812K X Signal B = SE1 |—| Mag= 851 KX Signal B = SE1 Spot Size = 350

Figura 10. Imagenes SEM laterales de 6-PICA sobre FTO por VC, obtenidos
durante: A) 30 y B) 50 ciclos a 80 mV:s' de barrido de potencial,
respectivamente, en LiCIO4#/ACN 0.1M.
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De manera analoga, se realizo6 la caracterizacién morfolégica para la electro-
obtencion de 5-PICA por VC, en las mismas condiciones de obtencion de 6-
PICA, las cuales fueron 30 ciclos de barrido de potencial, a una velocidad de
80 mV-s, sobre FTO y presentaron nanoestructuras con buen recubrimiento
superficial (Fig.11). También se realizé la obtencibn por métodos
potenciostéaticos: aplicando un potencial fijo de 1,050 V y de 1,1 V; y por otra
parte, con la aplicacion de dos pulsos uno a potencial de oxidacion del
mondémero a 1,3 V y otro a un potencial de 0,2 V, a dos diferentes tiempos de
perturbacién: 2 y 1 segundos; 4 y 1 segundos, respectivamente. Las imagenes

SEM correspondientes a estas figuras se presentan en el anexo 5.

Nuevamente, a través de meétodos potenciostaticos, se observa que, a un
potencial fijo, los tamafos de las estructuras obtenidas son dependientes del
potencial aplicado. Mientras que la perturbacion realizada a dos potenciales
por periodos variables de tiempo genera estructuras de dimensiones
aleatorias, al igual que para 6-PICA. Los tamafos de las estructuras obtenidas,
al exponer los pulsos por periodos mas prologados de tiempo, son mayores,
sin embargo, ambas técnicas muestran tendencia a la obtencion de

estructuras con tamafnos superiores a los 100 nm.

Figura 11. Imagen SEM de 5-PICA sobre FTO por CV 30 ciclos a 80 mV-s,
obtenidos en LiCIO4/ACN 0.1M.
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Luego de realizar las caracterizaciones morfoloégicas de los poliindoles,
utilizando microscopia SEM, se procedid a la siguiente etapa en la
construccién del dispositivo, correspondiente a la inmovilizacion de APBA
sobre la superficie electrédica modificada con 6-PICA. Esta etapa del
desarrollo del inmunosensor, sera una pieza fundamental para lograr una
posterior inmovilizacion de los anticuerpos de manera orientada, favoreciendo
la interaccién antigeno-anticuerpo. Se realiz6 la caracterizacion de 6-PICA y
APBA/6-PICA, ambos sobre FTO, a través de espectroscopia ATR-IR vy
espectroscopia RAMAN.

Utilizando ATR-IR, se obtuvieron los siguientes espectros del monomero 6-ICA
y su correspondiente polimero conductor (6-PICA). La figura 12A, muestra los
espectros del monomero 6-ICA (en azul) frente al polimero 6-PICA, luego de
un tratamiento de secado de las muestras. La figura 12B, muestras los
espectros obtenidos para 6-PICA y APBA/6-PICA sin ser sometidos al
tratamiento de secado. Fue posible observar algunas diferencias entre los
espectros obtenidos del mondmero y el polimero y sus correspondientes
desplazamientos. La banda intensa de 6-ICA a 1660 cm™ relacionada con la
vibracion streaching del grupo C=0, se desplaz6 a 1717 cm™ en el polimero.
La banda a 1302 cm™ en 6-ICA corresponde a la vibracién del enlace C-O, el
cual se desplazé a 1220 cm™ en el espectro de 6-PICA. La banda a 1103 cm
! para 6-PICA se le atribuye al modo vibracional del dopante CIO4 en el
polimero. La banda intensa a 3367 cm™ en 6-ICA y la banda ancha entre 3473
y 3315 cm! con la banda cerca de 1513 cm, se le atribuyen a la elongacion

y deformacion vibracional del enlace N-H, respectivamente.

Las mismas bandas fueron posibles de asignar posteriormente para la
inmovilizacién de APBA sobre 6-PICA. Junto a cada espectro se muestra la
estructura quimica del compuesto analizado y la estructura polimérica sugerida

para 6-PICA [94], ademas de su posterior interaccion con APBA.

34



La tabla 1, resume las vibraciones asignadas y sus correspondientes
desplazamientos, para cada sistema. Estas medidas fueron llevadas a cabo
utilizando un Espectrémetro FT-IR-ATR Thermo Nicolet iS10.

Ademas, cabe destacar ha sido reportado en estudios previos que la electro-
polimerizacién de distintos indoles, procede entre el carbono C2 y el carbono
C3 del anillo pirrdlico [53,98,101-103]. Adicionalmente, Nie et al. [72]
estudiaron la estructura de 6-PICA a través de 1H-RMN, indicando que el
grupo -COOH esté presente en la estructura del polimero y no se ve afectado

durante la electro-polimerizacion.
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Figura 12. Espectroscopia ATR-IR para: A) 6-ICA (azul) frente a 6-PICA/FTO
(negro). B) 6-PICA/FTO (negro) frente a APBA/6-PICA/FTO (rojo),
respectivamente.
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Tabla 1. Resumen de asignacion de las vibraciones reportadas por ATR-IR.

(vencm?)
Vibracion  6-ICA 6-PICA/FTO 6-PICA/IFTO APBA/6-PICA/FTO
(seco)
C-O 1302 1220 1275 1273
C=0 1660 1737 1676 1671
N-H 3371 3384 2617 2623
O-H 3700 3707 2974 2962

Finalmente, por medio de espectroscopia RAMAN, se obtuvo los siguientes
espectros para 6-PICA/FTO y APBA/6-PICA/FTO. En la figura 13, es posible

observar en el espectro la banda correspondiente a C=0, ademas de una zona

de anillos arométicos, y otra correspondiente al anillo aromético que presenta

heteroatomos, como lo es el caso del polimero 6-PICA. Estos resultados

fueron obtenidos utilizando un espectrometro RAMAN Witec Alpha 300RA,

excitando las muestras con un laser de 785 nm.

Figura 13. Espectroscopia RAMAN para 6-PICA/FTO y APBA/6-PICA/FTO.
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3.4 Obtencién del inmunosensor basado en 6-PICA en presencia del par redox

[Fe(CN)e]3'/4'

Se realiz6 una caracterizacion electroquimica de las etapas de modificacion
para la obtencion de un inmunosensor basado en el polimero conductor 6-
PICA. Para llevar a cabo esta caracterizacion se utiliz6 como electrodo de
trabajo un electrodo de carbén vitreo (GC) modificado con 6-PICA, mediante
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). Este procedimiento se
llevé a cabo en presencia del par redox [Fe(CN)g]>’* en una disolucién de KCI
1M, realizando un seguimiento a la sefal correspondiente al potencial medio

de la respuesta del par redox, Ep» cercano a los 250 mV.

La figura 14, muestra a través de un diagrama de Nyquist que la magnitud de
la resistencia a la transferencia de carga (Rc), disminuye de manera
considerable al modificar el electrodo GC con 6-PICA, lo cual concuerda con
el comportamiento esperado al obtener un recubrimiento conductor sobre la
superficie electrodica. Mientras que una vez inmovilizado el APBA sobre el
polimero, se aprecia un aumento en los valores de R, comportamiento

atribuido a la naturaleza no conductora del compuesto inmovilizado.
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Figura 14. Diagrama de Nyquist en presencia del par redox 1-:10° mol-L?
[Fe(CN)g]>"* en KCI 1 mol-L?, entre 1-10° - 1-102 Hz para: a) GC, b) 6-
PICA/GC, c) APBA/6-PICA/GC.

Posteriormente, para dar paso a la obtencion del inmunosensor, es necesario
realizar la incubacion de un anticuerpo que cumpla el rol de unidad de
bioreconocimiento en el dispositivo, siendo este quien finalmente interactuara

con el biomarcador y permitira su deteccion.

Para este proposito, se utilizé anticuerpo de Inmunoglobulina G (Ab-IgG) con
el fin de detectar inmunoglobulina G, (IgG), ya que es un anticuerpo comercial
relativamente econdmico, Para realizar estos ensayos, se incubé el electrodo
modificado APBA/6-PICA/GC, en una disolucién de 100 pg-mL™ de anticuerpo,
Ab-lgG, a 4°C durante 10 horas. Posteriormente, se realizaron incubaciones
consecutivas del electrodo Ab-lgG/APBA/6-PICA/GC en disoluciones de 50 y
100 pg-mL* del antigeno IgG, durante 2 horas cada una a 20°C. Las
caracterizaciones electroquimicas de cada una de las etapas de las

modificaciones del inmunosensor, fueron realizadas por espectroscopia de
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impedancia electroquimica (EIS) en presencia del par redox [Fe(CN)e¢]*/4, al

potencial medio del par redox, Ep2 = 250 mV.

La figura 15, muestra la respuesta impedimétrica, por medio de diagramas de
Nyquist en presencia de 1-10° mol-L* del par redox [Fe(CN)e]*’* en KCI 1
mol-L. Se observa claramente un aumento en la magnitud de la resistencia a
la transferencia de carga (Rc) respecto al electrodo GC, 6-PICA/GC y APBA/6-
PICA/GC (mostrados previamente en la figura 14). Estos incrementos en los
valores de R, se relacionan con la naturaleza no conductora del &cido 4-
aminofenilborénico (APBA), del anticuerpo y del antigeno. Estos valores fueron
obtenidos, mediante la modelacién de un circuito equivalente de Randles, y se

muestran en la tabla 2.
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Figura 15. Diagrama de Nyquist en presencia del par redox 1:102 mol-L*
[Fe(CN)g]>/* en KCI 1 mol-L* , entre 1-10% - 1-102 Hz para: a) GC, b) 6-
PICA/GC, c) APBA/6-PICA/GC, d) Ab-lgG/APBA/6-PICA/GC, e) IgG(50)/Ab-
lgG/APBA/6-PICA/GC, f) IgG(100)/Ab-IgG/APBA/6-PICA/GC. Incubado en 50
y 100 pg-mL* de IgG, respectivamente.
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Tabla 2. Valores obtenidos para los parametros de resistencia Rs y Rct del
inmunosensor electroquimico basado en 6-PICA para P20S.

Rs/Q Ret / Q

GC 10,07 1137

6-PICA/GC 19,58 57,85
APBA/6-PICA/GC 13,57 383,87

Ab-IlgG/APBA/6-PICA/GC 13,01 2705

IgG(50)/Ab-IgG/APBA/6-PICA/GC | 9,89 4214
IgG(100)/Ab-IgG/APBA/6-PICA/GC | 12,11 7014

De manera complementaria, se realizO la caracterizacion electroquimica
utilizando SWV en presencia de 1-:10° mol-L"* del par redox [Fe(CN)g]*’* en
KCI 1 mol-L2. La figura 16 muestra la respuesta del immunosersor en ausencia
y presencia de antigeno. Se observa una disminucion de la corriente de pico
anddica cuando se incuba a una concentracion de 50 pg-mLty 100 pg-mL™*
del 1gG. Con esto se puede corroborar que se logré detectar el aumento de
concentracion de antigeno 1gG incubado, entre 50 y 100 pg-mL7?,
respectivamente, utilizando la plataforma basada en el polimero conductor 6-
PICA, ya sea por espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) o por
voltamperometria de onda cuadrada (SWV). Sin embargo, no se logro realizar
una curva de calibrado por estos métodos, debido posiblemente a la saturacion
de los sitios de unidén especificos en el inmunosensor, al aumentar la

concentracion de incubacion de antigeno.
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Figura 16. Perfil voltamperomeétricos por SWV en presencia del par redox 1-10°
3 mol-L! [Fe(CN)e]** en KCI 1 mol-L?, para: Ab-IgG/APBA/6-PICA/GC,
lgG(50)/Ab-IgG/APBA/6-PICA/GC, 1gG(100)/Ab-IgG/APBA/6-PICA/GC, entre
-1.0y1.0V.

Se realizo la deteccion del Proteasoma 20S, P20S, utilizando el inmunosensor
basado en 6-PICA, bajo las mismas condiciones que se realiz6 para IgG. En
primer lugar, se inmovilizé acido 4-aminofenilborénico (APBA) sobre el
electrodo previamente modificado con polimero conductor 6-PICA, a
temperatura ambiente durante una hora. Luego, se incubé 100 ng-mL* el
anticuerpo Proteasoma 20S a subunit (mAb), durante una hora a temperatura
ambiente. Finalmente, las adiciones realizadas para la deteccién de P20S
fueron de 100 ng-mL*?, de manera consecutivas sobre el mismo electrodo,
realizando un total de 3 incubaciones de concentraciones: 100, 200 y 300
ng-mL?, respectivamente, durante una hora y a temperatura ambiente. Las
caracterizaciones electroquimicas fueron realizadas a través de
espectroscopia de impedancia electroguimica en presencia de 1-10 mol-L™*
del par redox [Fe(CN)e]*’#, en KCI 1 mol-L™.
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En la figura 17, se observa el diagrama de Nyquist en el cual se muestran las
respuestas impedimétricas del inmunosensor, en donde se repite el
comportamiento antes observado en la deteccién de IgG. Los valores de R,
aumentan luego de la inmovilizacion de APBA y de mAb. Posteriormente,
presentan un incremento continuo conforme aumenta las concentraciones de
incubacion de P20S.
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Figura 17. Diagrama de Nyquist en presencia del par redox 1:102 mol-L?
[Fe(CN)g]>/* en KCI 1 mol-L?, entre 1-10° - 1-102 Hz para: a) 6-PICA/GC, b)
APBA/6-PICA/GC, ¢) mAb/APBA/6-PICA/GC, d) 100/mAb/APBA/6-PICA/GC,
e) 200/mAb/APBA/6-PICA/GC, f) 300/mAb/APBA/6-PICA/GC. Incubado en
100, 200 y 300 ng-mL! de P20S, respectivamente.

Los resultados de las impedancias fueron modelados utilizando el circuito
equivalente de Randles para realizar el ajuste de datos, con el fin de obtener
los valores de resistencia a la transferencia de carga de las distintas etapas

del inmunosensor.

R1 CPE1

N\

R2 CPE2
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La tabla 3, muestra un resumen de los pardmetros obtenidos del circuito
equivalente con el ajuste de datos. Se puede observar un aumento del valor
de laresistencia a la transferencia de carga (Rct), consistente con la naturaleza
no conductora de las inmovilizaciones realizadas sobre la superficie
electrodica, mientras que la resistencia de la disolucion (Rs) no presenta

cambios significativos.

Tabla 3. Valores obtenidos para los pardmetros de resistencia Rs y R del
inmunosensor electroquimico basado en 6-PICA para P20S.

Rs/Q Ra/Q
mAD 47,38 13132
100 ng-mL? | 46,21 15447
200 ng-mL? | 51,39 26764
300 ng-mL? | 54,05 31759

Sin embargo, al realizar un barrido de potencial luego de las inmovilizaciones,
incubaciones y posteriores caracterizaciones electroguimicas, ocurrio un
desprendimiento del material depositado sobre los electrodos, demostrando

Su poca estabilidad en el tiempo, en la disolucion de KCI.

Por lo tanto, se procedié a realizar un tratamiento previo a las superficies
electrodicas con el fin de generar un “anclaje” entre el polimero 6-PICA y el
sustrato, ya sea este GC o FTO, por ejemplo, utilizando peliculas de
polietilendixitiofeno (PEDOT) obtenidas de manera electroquimica por VC
durante 5 y 10 ciclos de barrido de potencial [56]. Si bien el polimero 6-PICA
crece sobre una superficie modificada con PEDOT, esto no evitd que ocurriese
el desprendimiento de la pelicula polimérica al realizar un barrido de potencial.
También se intentdé mejorar esta adherencia depositando una disolucién de

100 pg-mLt de mussel adhesive protein, inclusive se someti6 a los electrodos
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de FTO a un tratamiento de 1 hora de resonancia de plasmon superficial en
presencia de 50% de oxigeno, con el fin de funcionalizar las superficies
electrédicas activandolas de forma previa a la polimerizacion de 6-PICA, todas

estas pruebas fueron realizadas sin éxito.

3.3 Estudio de pH para 6-PICA

Se realiz6 un estudio del efecto del pH en el proceso redox que presenta el
polimero conductor. Fue llevado a cabo en una disolucion tampon Britton-
Robinson, (B-R), en un intervalo de pH entre 2,0 y 10,0. La figura 18A, muestra
los perfiles voltamperométricos estables entre pH 2,0 y 6,0. Mientras que a pH
superiores a 6,0, ocurre desprendimiento parcial o total del recubrimiento de
6-PICA. Por otra parte, a pH 2,0, se observan dos procesos redox (EYy EJ) y
entre pH 3,0 y 6,0, se observa otro proceso redox bien definido (E?). Este
proceso redox, se desplaza a valores de potenciales mas negativos a medida
gue se aumenta el pH. El potencial redox E,, es determinado como el promedio
de los potenciales de pico anddico y catddico. La figura 18B, muestra un
grafico de los potenciales redox E?, EY y E?, frente al pH, obteniéndose
pendientes de -0,098, -0,085 y -0,041 V-pH?, respectivamente. Los valores de
pendientes y su valor son dificiles de explicar y no pueden ser descritos con
una ecuacion simple de Nerst. [98][99]. Un estudio basado en las propiedades
electroquimicas del poli-indol-5-carboxilico (5-PICA) fue reportado por
Bieguriki et al [106], en el cual describen que dos procesos redox ocurren en
disoluciéon acida y a pH > 4 solo un proceso redox es observado. También
obtienen a partir de los gréaficos de potencial de pico E?, frente a la variacion
de pH pendientes de -0,115y -0,111 V-pH, respectivamente. De acuerdo con
estos valores reportados concluyen que posiblemente el proceso de 6xido-
reduccion del polimero involucra la transferencia de dos protones y un electrén
[106].
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Esto corrobora que el pH y electrolito soporte pueden tener un impacto en la
respuesta estable de los poliindoles, lo cual podria afectar su respuesta
electroactiva. Con este fin, se decidio trabajar a un valor de pH en el cuél se
obtenga la respuesta redox mas estable y con mayor intensidad de
corriente, E, y con menor sobrepotencial aplicado para evitar reacciones
competitivas de oxidacién de moléculas presentes en matrices biologicas,
tales como acido ascorbico, acido Urico, tioles, neurotransmisores, etc. Por lo
tanto, luego de ser obtenido el polimero 6-PICA, todos los estudios posteriores
fueron realizados en una disolucién amortiguadora &cido acético — acetato de
sodio (HAc/Ac’) a pH 5,5. Logrando en esta disolucién estabilizar los polimeros
por CV, de manera tal que no se generara un desprendimiento del material

depositado.
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Figura 18. A) Perfiles voltamperométricos a pH entre 2,0 y 6,0 de 6-PICA en
disoluciéon B-R 0,1 mol-L™* a 0,1 V-s*. B) Gréfico de potencial formal E?, EJ y
E?, en funcion del pH.

3.4 Estudio de velocidad de barrido de potencial de 6-PICA

El polimero conductor 6-PICA obtenido electroquimicamente sobre el
electrodo GC, presenta en disolucion 1 mol-L™ de tampén acético-acetato pH
5,5, un par de procesos redox cuasi-reversibles bien definidos a 0,29 Vy 0,46
V en su perfil voltamétrico en una ventana de potencial entre -0,8 y 0,8 V, como
se puede observar en la figura 19. El grafico inserto, muestra en linea roja la
respuesta del electrodo de GC sin modificar, el cual solo muestra una

respuesta capacitiva.

Estas respuestas faradaicas son asignadas a procesos redox intrinsecos del
polimero conductor 6-PICA. En general, el uso de sondas redox presentes en
disolucion permiten caracterizar cambios superficiales por espectroscopia de
impedancia electroquimica, pero pueden ser interferentes en el proceso de
deteccion de algun analito, por lo tanto, evitar el uso de una sonda redox es

una ventaja. En este estudio se propone utilizar la respuesta redox del 6-PICA
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por presentar una respuesta electroquimica estable y para evitar usar la cupla

[Fe(CN)g]*>* como una sonda redox.
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Figura 19. Perfil voltamperométrico por VC de 6-PICA (linea negra) frente a
GC (inserto en linea roja), en disolucion tampén 1 mol-L™* HAc/Ac pH 5,5, a
100 mV-s?, entre -0,8 y 0,8 V.

Posteriormente, se realizo un estudio de velocidad de barrido de potencial en
disolucion tampén HAc-Ac™ a pH 5,5, entre 0,02 y 0,2 V-s'1, como se puede
apreciar en la figura 20A. Ambos procesos, anodico y catodico, tienen un
comportamiento directamente proporcional a la velocidad de barrido, como lo
muestra el grafico de la figura 20B. Se puede observar que los perfiles
obtenidos por VC, muestran un incremento en el pico de corriente cuando
aumenta la velocidad de barrido de potencial, lo cual sugiere que este proceso

esta controlado por fenébmenos de superficie.
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Figura 20. (A) Perfiles voltamperométricos por VC del polimero 6-PICA en
disolucion HAc—-Ac 1 mol-L™* (pH 5,5) a diferentes velocidades de barrido de
potencial: (a) 0,2, (b) 0,18, (c) 0,16, (d) 0,14, (e) 0,12, (f) 0,1, (g) 0,08, (h) 0,06,
() 0,04 y (j) 0,02. (B) Relacion lineal del pico de corriente anédico (lpa) Y
catodico (Ipc) frente a las distintas velocidades de barrido.

El recubrimiento superficial aparente fue estimado usando la siguiente
ecuacion [104,107]:

Ip = N?F20AT/4RT
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Donde, Ip corresponde a la corriente de pico del 6-PICA; n es el nUmero de
electrones transferidos; F la constante de Faraday (96485 C-mol?); v es la
velocidad de barrido (V-s?); A el area geométrica del electrodo GC (0,0125
cm?); R es la constante de los gases (8.314 J-mol*K1) y T es la temperatura
(298,15 K). Asumiendo un proceso electronico de 1 electrén en este caso, se
calcul6 el recubrimiento I' obteniéndose un valor de 7,59-10® mol-cm para 6-
PICA.

3.5 Obtencion de un inmunosensor para la deteccién de P20S

Para la deteccion de P20S, se utilizo el electrodo modificado con polimero
conductor 6-PICA/GC. Posteriormente, se realizo la activacion de los grupos
carboxilicos, utilizando una disolucién 20-10-3 mol-L* de EDC/NHS en tampén
HAc/Ac pH 5,5, para asegurar la inmovilizacion de APBA a través de la
formacion de un enlace tipo amida. Dicha inmovilizacion también fue realizada
mediante incubacion, esta vez en una disolucion de APBA a una concentracion

de 50-10° mol-L%, en la misma disolucién tampén.

Luego, la disolucion comercial (100 pg) del anticuerpo Proteasoma 20s
subunidad a (mAb), fue llevada a un volumen de 1 mL en tampén fosfato (PBS)
pH 7,4 obteniendo una concentracion final de 100 pg-mL*. De esta disolucion
se tomaron 300 pL y se aforaron a 600 pL en disolucion amortiguadora HAc/Ac”
pH 5,5, cuya concentraciéon final de incubacién fue de 50 pg-mLt. Los
electrodos modificados fueron incubados en 50 pL de la disolucion mAb a 20°C

de temperatura, con agitacion constante durante 20 horas.

Finalmente, para la deteccidon de P20S, se prepararon a partir de la disolucién
stock de concentracion 1 pg-mL*, diferentes concentraciones de P20S, las

cuales se incubaron durante 20 horas, siempre en agitacién constante.
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Las caracterizaciones electroquimicas VC, EIS y SWYV fueron realizadas en
ausencia de la sonda redox, utilizando como sefial analitica el proceso redox

gue presenta el polimero conductor 6-PICA.

La figura 21, muestra los perfiles voltamperométricos obtenidos por VC, para
las distintas etapas de obtencién del inmunosensor, los cuales corresponden
(a) 6-PICA/GC, (b) APBA/6-PICA/GC, (c) mAb/ APBA/6-PICA/GC y (d)
P20S/APBA/6-PICA/GC. Se observa que luego de cada modificacion sobre el
electrodo la respuesta electroquimica del par redox del polimero 6-PICA
comienza a decrecer. Los voltamogramas ciclicos presentados muestran
claramente que el proceso de transferencia de carga entre el polimero
conductor y la disoluciéon cambia luego de cada paso de modificacion y
especialmente durante la etapa de deteccion, proporcionando la sefal

analitica necesaria para la determinacion de P20S.
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Figura 21. Perfil voltamperométrico por VC para: (a) 6-PICA/GC (linea negra),
(b) APBA/6-PICA/GC (linea roja), (c) mAb/APBA/6-PICA/GC (linea azul) y (d)
P20S/APBA/6-PICA/GC (linea verde), frente a GC (linea gris). La
concentracion de P20S es de 100 ng-mL* en disoluciéon tampén Hac/Ac- pH
5,5.
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Por otra parte, la figura 22, muestra un proceso anddico correspondiente a la
respuesta electroquimica por SWV del polimero 6-PICA. Esta respuesta
presenta el mismo comportamiento que se pudo apreciar por VC, en donde
ocurre un decrecimiento del valor de corriente de pico anddica al incubar el
anticuerpo, mAb, comportamiento que se repite posteriormente al incubar el
electrodo modificado mAb/APBA/6-PICA/GC en una disolucién de P20S.
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Figura 22. Perfil voltamperométrico por SWV para: (a) 6-PICA/GC (linea
negra), (b) APBA/6-PICA/GC (linea roja), (c) mAb/APBA/6-PICA/GC (linea
azul) y (d) P20S/APBA/6-PICA/GC (linea verde). La concentracion de P20S es
de 100 ng-mL™* en disolucién tampén Hac/Ac- pH 5,5.

En la figura 23, muestra los diagramas de Nyquist y Bode obtenidos por
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), luego de cada etapa de
la obtencion del inmunosensor. Para la modificacion de 6-PICA/GC los datos
fueron ajustados con un circuito de Randles modificado (Circuito equivalente
1), utilizando dos elementos de fase constante, CPEs, como se muestra en la
tabla 4, los cuales reemplazan el Cq y W, en el circuito de Randles estandar.
CPE1, considera las irregularidades morfologicas encontradas en la superficie

electrodica y CPE2, es usado para ajustar la separacion de carga producto de
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los procesos faradaicos que no son controlados por difusién. Mientras que
para los pasos siguientes, los datos de impedancia fueron ajustados a un
circuito equivalente que incorpora una constante de tiempo de relajacion (z,)
[108], adicionado en paralelo entre la resistencia de la disolucion (Rs),
representado con R1, y el circuito de Randles modificado, anteriormente
mencionado para el ajuste de datos para 6-PICA/GC, una combinacién de
resistencia R3 con un CPE3, (Circuito equivalente 2), como se muestra en la
tabla 5.

La figura 23A, muestra un aumento en los valores de las resistencias, R2y R3,
cuando se inmoviliza APBA, mAb y P20S, como se aprecia en la tabla 4.
Mientras que el diagrama de Bode, figura 23B, muestra la formacion de este
tiempo de relajacion (t,), obtenido en un angulo de fase cercano a los 45°, en
la zona de altas frecuencias. Los valores de 7, fueron calculados como el
inverso de la frecuencia, t, = 1/f;, obteniéndose valores de 63, 158 y 316 s,
para (b) APBA/6-PICA/GC (circulos rojos), (c) mAb/APBA/6-PICA/GC
(tridngulos azules) y (d) P20S/mAb/APBA/6-PICA/GC (rombos verdes),
respectivamente. Esto indica que hay un sitio activo diferente al generado por
el polimero conductor, demostrando que el acido borénico, anticuerpo y el
antigeno, fueron inmovilizados sobre la superficie de 6-PICA, formando una
modificacion capa a capa, aislante capaz de impedir la transferencia de carga
entre las interfaces. Por otra parte, los valores de la resistencia de la disolucién
(R1), permanecen practicamente constantes, como se aprecia en la tabla 4,

mostrando que no hay cambio en la fuerza i6nica del medio.
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Figura 23. A) Diagramas de Nyquist y B) Diagrama de Bode, entre 1-10° Hz -
1-10? Hz para: (a) 6-PICA/GC (linea negra), (b) APBA/6-PICA/GC (linea roja),
(c) mAb/APBA/6-PICA/GC (linea azul) y (d) P20S/APBA/6-PICA/GC (linea
verde). La concentracion de P20S es de 100 ng-mL* en disoluciéon tampén
Hac/Ac- pH 5,5.

Tabla 4. Ajuste de datos obtenidos por EIS utilizando un circuito equivalente de
Randles modificado (Circuito equivalente 1).

R1 CPE1
VAV >
R2 CPE2
S——
Electrodo R:1 CPE:-T CPE:-P R2 CPE>-T CPE2x-P x2
) (mF) Q) (MF)

6-PICA/IGCE 32 1,46 0,88 35 3,45 0,96 9,45-103

Tabla 5. Ajuste de datos obtenidos por EIS utilizando un circuito equivalente Randles
modificado (Circuito equivalente 2).

R1 CPE3 CPE1
LY
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Electrodo APBA-6- mAb-APBA-6- P20S-mAb-APBA-6-
PICA/GCE PICA/GCE PICA/GCE
Ri (£2) 23 25 31
CPEs-T (mF) 10,42 5,45 3,18
CPEs-P 0,38 0,41 0,37
Rs () 225 1,61 1012 1,0-10%
CPE1-T (uF) 19,1 7,51 4,14
CPE1-P 0,69 0,77 0,84
Rz (£2) 23,23 59,17 166,8
CPE2-T (mF) 3,54 3,02 2,26
CPE2-P 0,98 0,98 0,96
Va 0,43-10°3 0,29-103 7,32-10°

Se realizaron experimentos control, con el fin de evaluar electroquimicamente
el efecto de utlizar APBA para la inmovilizacion de la unidad de
bioreconocimiento, mAb. Para esto se llevo a cabo la incubacion de un
electrodo 6-PICA/GC frente a un electrodo APBA/6-PICA/GC en una
disolucion de mAb. La figura 24 muestra que por SWV, en ausencia de APBA
(linea magenta), al incubar directamente el anticuerpo sobre el electrodo
modificado con polimero conductor, ocurre un decrecimiento de corriente,
menos significativo que al compararlo con la inmovilizacién del anticuerpo
sobre APBA (linea azul). Por otra parte, el diagrama de Bode, muestra que en
ausencia de APBA, al inmovilizar el anticuerpo directamente sobre el polimero

conductor, no se formaria el tiempo de relajacion (z,), antes descrito.
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Figura 24. A) Perfil voltamperométrico por SWV y B) Diagrama de Bode para:
(@) 6-PICA/GC (linea negra), (b) APBA/6-PICA/GC (linea roja), (c)
mAb/APBA/6-PICA/GC (linea azul), (d) P20S/APBA/6-PICA/GC (linea verde)
y mAb/6-PICA/GC (linea magenta). La concentracion de P20S es de 100
ng-mL* en disoluciéon tampén Hac/Ac™ pH 5,5.

Luego, con el fin de determinar que la afinidad especifica del P20S es
directamente con el anticuerpo Proteasoma 20S subunidad a, mAb, y no en
otro lugar del electrodo modificado. Se realizaron experimentos control, con el
fin de evaluar la presencia de interacciones no especificas entre P20S y la
superficie electrédica APBA/6-PICA/GC, en presencia y ausencia del
anticuerpo monoclonal, mAb. Estas caracterizaciones fueron realizadas por

SWV y por EIS como se muestra a continuacion.

La figura 25, muestra que en ausencia del anticuerpo mAb. Se puede observar
gue tanto por SWV como por EIS, las respuestas, tanto amperométrica como
impedimétrica permanecen constantes, es decir, en ausencia del anticuerpo
especifico para la deteccion de P20S, no ocurre la formacion del complejo

antigeno-anticuerpo que permite la deteccion de este.
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Figura 25. Perfil voltamperométrico por SWV, para GC (linea negra), APBA/6-
PICA/GC (linearoja) y P20S/APBA/6-PICA/GC (linea celeste). Grafico inserto,
Diagrama de Nyquist entre 1-10° - 1-102 Hz. La concentracion de P20S es de
50 ng-mL* en disolucién tampén Hac/Ac™ pH 5,5 en ausencia de anticuerpo
mADb.

De esta manera se corrobora electroguimicamente que la interaccion
especifica antigeno-anticuerpo, es la que permite detectar y cuantificar P20S
utilizando el inmunosensor basado en 6-PICA e inmovilizando APBA, a traves
de las técnicas SWV y EIS. Al no estar presente el anticuerpo en el
inmunosensor, no se cumple la funcién de bioreconocimiento, por lo tanto, no
hay interaccion antigeno-anticuerpo y no es posible detectar el P20S. Esto se
traduce graficamente, en que no se aprecian los comportamientos antes
descritos, en donde, la corriente de pico del proceso anddico observado
decrece posterior a cada incubacién de P20S, en el caso de la SWV, mientras
gue la resistencia a la transferencia de carga aumentaba por EIS, y en este
caso estos parametros permanecen practicamente constantes por ambas
técnicas.
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3.6 Deteccién cuantitativa de P20S.

Para determinar los parametros analiticos tales como rango lineal, limites de
deteccion y cuantificacion, utilizando el inmunosensor basado en 6-PICA
previamente caracterizado en la deteccion de P20S, se realiz6 una curva de

calibracion.

La figura 26A, muestra los perfiles voltamperométricos obtenidos por SWV
entre 20,0 y 200,0 ng-mL* de P20S, en donde se observa el decrecimiento de
la respuesta en corriente en funcién del aumento de la concentracién de P20S.
Mientras que el grafico de la figura 26B, muestra la curva de calibracion en
donde se relaciona la corriente normalizada con la concentracion de P20S. La
corriente normalizada se determina usando la siguiente relacion, (lo-1)/lo,
donde lo, corresponde al valor de la corriente de pico de mAb/APBA/6-
PICA/GC vy el valor de corriente I, corresponde a la medicion luego de la
incubacion en distintas concentraciones de P20S. Se pueden observar dos
rangos lineales en este intervalo de concentraciones; el primero entre 20,0 —
80,0 ng-mL™, con limites de deteccién (LD) y cuantificacion (LQ) de 11 y 37
ng-mL?, respectivamente; y el segundo rango lineal entre 80,0 — 200,0 ng-mL"
1, con limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ) de 25y 83 ng-mL™, con
pendientes de que difieren en un orden de magnitud, es decir, a bajas
concentraciones, menores a 80,0 ng-mL™, el inmunosensor presenta una
mayor sensibilidad a la variacibn de concentraciones de P20S, en

comparacion al segundo intervalo de linealidad.
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Figura 26. A) Perfiles voltamperométricos por SWV para: a) 20,0; b) 40,0; c)
60,0; d) 80,0; e) 100,0; f) 120,0; g) 140,0; h)160,0; i) 180,0 y j) 200,0 ng-mL*
de P20S. B) Curva de calibrado, corriente normalizada frente a la
concentracion de P20S entre 20,0 — 200,0 ng-mL™%, en disolucién tampén
Hac/Ac pH 5,5.

La tabla 6, muestra de manera comparativa los resultados obtenidos de limites

de deteccion y cuantificacién, para ambos rangos lineales de la curva
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calibrado, frente a algunos de los reportados en literatura, por técnicas como

western blot, resonancia de plasmon superficial y test de ELISA. Cabe

destacar que, en una gran cantidad de articulos, algunos de estos valores de

estos parametros no han sido reportados.

Tabla 6. Parametros analiticos de rango lineal, LD y LQ para la determinacion de P20S
con el inmunosensor basado en 6-PICA.

Método Rango lineal LD LQ Muestra Referencia
(ng-mL™) (ng-mL™) (ng-mL™)
SPRI 1400 - 7000 112 No reportado Plasma [103]
sanguineo
SPRI 1400 - 7000 189 No reportado Plasma [103]
sanguineo
ELISA No reportado  No reportado  No reportado Sangre [104]
Western No reportado  No reportado  No reportado Sangre [104]
Blot
ELISA 540 - 6700 No reportado  No reportado Sangre [105]
ELISA 460 - 20900 Noreportado  No reportado Sangre [105]
SPRI 0.1-25 0.06 0.19 Plasma y fluido [106]
cerebroespinal
SPRI 1000 -15000 No reportado  No reportado Plasma [107]
sanguineo
SWV 20 - 80 11 37 Suero humano En este trabajo
SWV 80 - 200 25 83 Suero humano En este trabajo

3.7 Andlisis de P20S en muestras reales

La aplicabilidad real del inmunosensor mAb/APBA/6-PICA/GE, fue probada en

muestras de suero humano. La determinacion de P20S fue llevada a cabo

usando la curva de calibrado normal reportada, y también, por método de

adicion de estandar.
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Se preparé muestras de 120 ng-mL?! de P20S en suero humano, fueron
incubadas en las mismas condiciones de tiempo y temperatura descritas.
Posteriormente, fueron medidas a través de SWV. El porcentaje de
recuperacion en la matriz de suero da cuenta de la selectividad del dispositivo

frente a P20S, a pesar de la existencia de posibles interferentes.

La tabla 7, demuestra con los resultados obtenidos, que no hay una interaccion
significante entre los componentes del suero humano y el inmunosensor,
obteniéndose valores de recuperacion del orden de 92% y 95%, utilizando

curva de calibrado y métodos de adicion de estandar, respectivamente.

Tabla 7. Cuantficacion de P20S en muestras de suero humano medidas
electroquimicamente por SWV.

Meétodo Adicionado n Medido Recuperacion
(ng-mLY) (ng-mLY) %
Curva de calibrado 120 8 110 92 +0,95

Adicion de estandar ‘ 120 10 114 95 + 0,69

Por otra parte, la figura 27, muestra la reproducibilidad del inmunosensor, para
un numero de repeticiones, n = 8, con una respuesta en corriente estable y
baja dispersion entre mediciones del mismo electrodo, es decir, el sistema
inmunosensor basado en 6-PICA, para la deteccion de P20S en muestras de

suero presenta una buena reproducibilidad y repetibilidad.
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Figura 27. Reproducibilidad de la deteccion de P20S en muestra de suero
humano utilizando el inmunosensor basado en 6-PICA.

La especificidad juega un rol fundamental en el desarrollo y eficacia de un
inmunosensor en diagndsticos clinicos [112]. Por este motivo, se realizé un
estudio de interferentes, con el fin de comprobar la selectividad del
inmunosensor frente a otras moléculas como lo son albumina de suero bovino,

BSA, y el antigeno prostético especifico, PSA.

Se prepararon muestras de igual concentracion de P20S, BSA y PSA, cada
una de 120 ng-mL*%, en buffer acético-acetato pH 5,5, incubadas bajo las

mismas condiciones experimentales antes mencionadas.

La figura 28, muestra el decrecimiento en corriente (-Alp), entre la respuesta
del inmunosensor previamente incubado con anticuerpo mAb, y su posterior
incubacion frente a las 3 moléculas objetivos, estas determinaciones fueron
llevadas a cabo mediante SWV. La disminucién en corriente observada luego
de incubar los interferentes BSA y PSA, no es significativa, ya que presentan
un decrecimiento en corriente, menor a los 50 pA, mientras que para P20S,

molécula objetivo para la cual fue disefiado el dispositivo, el decrecimiento es
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al menos 4 veces mayor, con un -Alp, de aproximadamente 170 pA. Esto

demuestra que el dispositivo presenta una alta selectividad a P20S.

200+ :

-Alp [ pA
S

Co
o
T

P20S BSA  PSA

Figura 28. Ensayo de interferentes en la deteccion de P20S. Interferentes
utilizados: BSA y PSA, 120 ng-mL™* cada uno, en buffer HAc/Ac™ pH 5,5.

3.8 Deteccion y cuantificacion de PSA

Para la deteccion del antigeno prostatico especifico PSA, se realizé el mismo
procedimiento que para la cuantificacion de P20S, es decir, se modificd del
electrodo GC con el polimero conductor nanoestructurado 6-PICA, por
voltamperometria ciclica, posteriormente, se procedio a la activacion de los
grupos carboxilicos del polimero conductor con EDC/NHS, luego se realizé la
inmovilizacion de APBA por inmersion y finalmente, la incubacion del

anticuerpo especifico para PSA, Anti-KLK3, provisto por Sigma-Aldrich.
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Para llevar a cabo la deteccién de PSA, se tomo el producto desde su forma
comercial, PSA from human semen, también procedente de Sigma-Aldrich, y
fue llevado en su totalidad a un volumen de 500 pL en buffer HAc-Ac a pH 5,5,
obteniéndose una concentracion final de 50 ug-mL2. A partir de esta disolucion
stock, se realizaron diluciones para obtener las diferentes concentraciones de

incubacion de PSA.

El seguimiento de la respuesta electroquimica se realiz6 por CV y SWV,
utilizando el par redox presente en el polimero conductor 6-PICA, en buffer
acético-acetato a pH 5,5. Con la finalidad de mejorar tanto los parametros
analiticos como el desarrollo y comportamiento del inmunosensor, se
realizaron optimizaciones principalmente de los tiempos de incubacion de cada
una de las etapas de obtencidn de este, y ademas, la temperatura incubacion

para el anticuerpo Anti-KLK3.

3.9 Optimizacion en la deteccién de PSA

La optimizacion para la deteccion de PSA fue realizada en los diferentes pasos
de la obtencion del inmunosensor basado en 6-PICA. En primer lugar, la
optimizacion del tiempo para la inmovilizacion de 50 mM de APBA, luego la
optimizacion de tiempo y temperatura de incubacién de 50 pg-mL* del

anticuerpo Anti-KLK3, y finalmente el tiempo de incubacién de PSA.

Estas mediciones fueron realizadas tanto por VC como por SWV y se
consideré como parametro 6ptimo en cada una de las etapas, aquella variable
gue presentara una variacion de corriente tal que permita diferenciarla del paso
inmediatamente anterior, teniendo en consideracion buscar altas intensidades
de corrientes. Esto permite una mayor cantidad de mediciones al aprovechar

las altas corrientes que el polimero conductor 6-PICA ofrece y que permitan
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diferenciar los decrecimientos tanto en las etapas de obtencion del

inmunosensor, como en la deteccion del analito.

La figura 29, muestra la optimizacién de tiempo para la inmovilizacion de APBA
sobre el electrodo modificado con 6-PICA, luego de la activacion de los grupos
carboxilicos con EDC/NHS.

Se puede observar en el grafico de barras de corriente normalizada promedio
(lo-1/1p) con su respectiva desviacion estandar, frente a los distintos tiempos de
incubacion, los cuales fueron de 2, 4, 6, 8 y 20 horas, en disolucion del buffer
HAc-Ac” a pH 5,5. Los promedios de corriente normalizada presenta un
aumento en funcion del paso de las horas. Luego de 2 horas de incubacion de
APBA, el grafico de barras muestra la menor dispersion de datos, es decir,
durante el primer intervalo de tiempo, el dispositivo presenta una mejor
reproducibilidad entre los electrodos medidos. Sin embargo, entre los dos
primeros intervalos de tiempo de incubacién, 2 y 4 horas, la diferencia de
media no es estadisticamente significativa (p>0,05) (Tabla S1, Anexo 6). Por
otra parte, luego de 6 horas, se reduce aproximadamente en un tercio la
magnitud de corriente del proceso redox del polimero, y las medias de estos
intervalos de tiempo de incubacion: 6, 8 y 20 horas, tampoco presentan

diferencias estadisticamente significativas entre ellas.

Se determiné 2 horas de inmersion como el tiempo Ooptimo para la

inmovilizacion de APBA.
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Figura 29. Optimizacion de tiempo de incubacion de 50-102 mol-L! de APBA,
en buffer HAc/Ac” pH 5,5.

En segundo lugar, la optimizacion para la incubacion del anticuerpo especifico
para PSA, Anti-KLK3, fue realizada en funcion de dos variables: el tiempo y la
temperatura. El grafico de la figura 30, muestra que la respuesta en corriente
normalizada promedio, (lo-1/lo), permanece practicamente invariable luego de
ser incubado con Anti-KLK3 durante: 2, 4 ,6 ,8 y 20 horas, respectivamente.
Se puede observar que la magnitud de corriente normalizada obtenida en
funcién del tiempo de incubacion es practicamente constante. Sin embargo, a
tiempos prolongados de incubacion, se observa una mayor dispersion de
datos, volviendo menos reproducible la respuesta de los electrodos medidos
luego de la incubacién con el anticuerpo. Nuevamente, estos valores no serian
estadisticamente significativos, p>0,05, (Tabla S2, Anexo 6) para diferenciar
un tiempo de incubacién del otro. Por esta razon, se elige tiempo 6ptimo de
incubacion de Anti-KLK3 sobre el electrodo modificado con APBA/6-PICA/GC,

el menor tiempo de incubacién, 2 horas.
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Figura 30. Optimizacién de tiempo de incubacion de 50 pg-mL* de Anti-KLK3,
en buffer HAc/Ac” pH 5,5.

Luego, para el anticuerpo Anti-KLK3, también se realiz6 la optimizacion de la
temperatura de incubacion, utilizando 3 temperaturas 4, 20 y 36°C [69]. La
figura 31, muestra el grafico de barras para la incubacion a las 3 temperaturas
seleccionas. Se puede observar un aumento de la corriente normalizada en
funcién del aumento de temperatura de incubacion. Pero también se puede
apreciar, que al aumentar la temperatura de incubacion de Anti-KLK3, se
incrementa la dispersion de los datos medidos, presentando menos
reproducibilidad el sistema a mayores temperaturas. Ademas, fue posible
diferenciar estadisticamente la primera temperatura de incubacién de las otras
dos, p<0,05, (Tabla S3, Anexo 6), hay evidencia suficiente que permite
establecer que hay diferencias estadisticas significativas entre las medias de
las temperaturas medidas. Por esta razén, se escogid como temperatura

Optima de incubacion para el anticuerpo Anti-KLK3, 4°C.
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Figura 31. Optimizacion de temperatura de incubacion de 50 ug-mL* de Anti-
KLK3, en buffer HAc/Ac pH 5,5.

Finalmente, se realizo la optimizacion del tiempo de incubacién de PSA, bajo
las condiciones Optimas previamente establecidas. Se incub6é una
concentracion de 100 ng-mL™, durante 1, 2, 4 y 48 horas, en buffer HAc-Ac a
pH 5,5, con el fin de obtener el tiempo O6ptimo de incubacién en donde se
obtuviese la mayor respuesta en corriente y una menor dispersion de datos
entre los electrodos, asegurando la reproducibilidad de los experimentos y

mediciones.

La figura 32, muestra el grafico de barra de la respuesta en corriente
normalizada, de las mediciones realizadas por SWV frente al tiempo de
incubacion. Se puede observar que la corriente normalizada aumenta en
funcién del paso del tiempo, siendo mas notorio luego de dos horas de
incubacion. La diferencia de magnitud de corriente normalizada promedio
entre una y dos horas, es muy baja, no asi la dispersion de datos de los

electrodos medidos, que incrementa de manera considerable desde las dos
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horas de incubacion de PSA. Sin embargo, no hay diferencias
estadisticamente significativas que permita diferenciar los diferentes intervalos

de temperatura de incubacion, p>0,05, (Tabla S4, Anexo6).

En consecuencia, se determiné como tiempo éptimo para la deteccion de PSA,

una hora de incubacién del antigeno.

Como consecuencia de estas optimizaciones, los tiempos para la obtencién
tanto del inmunosensor electroquimico, como de la de curva de calibrado, se

ven reducidos.
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Figura 32. Optimizacién de tiempo de incubacién de 100 ng-mL* de PSA, en
buffer HAc/Ac™ pH 5,5.

La figura 33, muestra los perfiles voltamperométricos estables obtenidos por
VC (A) y SWV (B), en condiciones oOptimas para 6-PICA/GC (linea roja),
APBA/6-PICA/GC (linea verde), Anti-KLK3/APBA/6-PICA/GC (linea azul) y
PSA/Anti-KLK3/APBA/6-PICA/GC  (linea magenta). Se observa el

comportamiento caracteristico ya descrito, hay un decrecimiento de corriente
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por ambas técnicas al modificar el electrodo en cada etapa de construccion del
inmunosensor. Ademas, la figura 31C, muestra la alta reproducibilidad que se
obtiene en cada etapa de obtencion, entre 15 electrodos, con valores de
desviacion estandar relativa (RSD) de 3,3%, 3,5% y 4,2% para 6-PICA/GC,
APBA/6-PICA/IGC y  Anti-KLK3/APBA/6-PICA/GC, respectivamente,

representados con los mismos colores descritos.
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800 N APBA/S-PICA/GC APBA/6-PICA/GC
Anti-KLK3/APBA/G-PICA/GC
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Figura 33. Perfiles voltamperométricos por (A) VC y (B) SWYV para 6-PICA/GC
(linea roja), APBA/6-PICA/GC (linea verde), Anti-KLK3/APBA/6-PICA/GC
(linea azul) y PSA/Anti-KLK3/APBA/6-PICA/GC (linea magenta). La
concentracion de PSA es 10 ng-mL* en disolucién HAc-Ac™ 1,0 mol-L™* (pH

5,5). (C) Reproducibilidad en las etapas de obtencion del inmunosensor
electroquimico.
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3.10 Cuantificacién de PSA

La cuantificacion de PSA fue llevada a cabo por voltamperometria de onda
cuadrada, siguiendo el proceso redox del polimero conductor 6-PICA, a través
de una curva de calibracién en un intervalo de concentraciones entre 0,50 y
100,0 ng-mL™.

Se observa en los perfiles de SWV, de la figura 34A, una disminucién de
corriente de pico, que se correlaciona con el aumento de concentracion de
incubacion de PSA, debido a la formacién del complejo antigeno-anticuerpo.
Ademads, la figura 34B, muestra la curva de calibrado obtenida a partir de la
relacion lineal entre la corriente normalizada y el logaritmo de la concentracion
de PSA, con rango lineal de concentracién entre 0,50 y 100,0 ng-mL™ (r? =
0,995), y limites de deteccién (LD) y cuantificacion (LQ) de 0,11 y 0,38

ng-mL~%, respectivamente.
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Figura 34. A) Perfiles voltamperométricos por SWV para PSA a
concentraciones de: 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 y 100,0 ng-mL.
B) Curva de calibrado, (lo-1/lo) frente al logaritmo de la concentracion de PSA
entre 0,5 — 100,0 ng-mL%, en disolucién tampén Hac/Ac™ pH 5,5.

La tabla 8, muestra los pardmetros analiticos obtenidos a partir de la curva de
calibracion para la deteccion y cuantificacion de PSA, frente a otras
investigaciones basadas principalmente en polimeros conductores, reportadas

en literatura.
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Se puede observar que las técnicas que han reportado menores limites de
deteccion corresponden a métodos de electroquimiluminiscencia o
fotoelectroquimica, ya que la sensibilidad asociada a la técnica permite
cuantificar en un rango lineal menor en al menos dos 6rdenes de magnitud.
Sin embargo, estas técnicas requieren de costosos equipamientos para llevar
a cabo estas mediciones, ademas de sistemas complejos de obtencién del
electrodo o superficie utilizada como plataforma inmunosensora. Luego, los
sistemas electroquimicos basado en la inmovilizacion de nanoparticulas,
guantum dots, y/o compositos de estas nanoestructuras, han logrado
acercarse considerablemente a los valores de limites de deteccion antes
reportados, utilizando como sefal analitica sondas redox o complejos
enzimaticos asociados a la deteccion de peroxido de hidrogeno. Sin embargo,
podrian llegar a interferir o degradar parcialmente la superficie electrodica, ya
gue puede ser adsorbida o reaccionar con la superficie del electrodo
modificado, esta interaccion no especifica a menudo produce envenenamiento
de la superficie o produce una sefial complicada de diferenciar de la sefial
generada cuando es formado el inmuno-complejo. En busca de solucionar este
inconveniente se propone evaluar el uso de la respuesta faradaica del
electrodo modificado [113-115].

Cabe destacar que el sistema utilizado en este trabajo, basado en polimero
conductor 6-PICA, ademas de ser rapido y facil de obtener de manera
reproducible, permite cuantificar utilizando la respuesta redox intrinseca del
polimero, sin necesidad de mediadores redox u otros agentes en disolucion,
permitiendo la deteccion y cuantificacion del biomarcador para cancer de
préstata PSA con limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ) de 0,11y 0,33

ng-mL?, respectivamente, en un rango lineal entre 0,5 — 100,0 ng-mL™.
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Tabla 8. Comparacion de parametros analiticos de rango lineal, LD, tiempo y
temperatura de incubacion, para la determinacion de PSA.

Método Rango lineal LD Tiempo Temperatura Ref.
(ng-mL™) (ng-mL?)  Incubacion Incubacién
(h) (°C)
ECL 0,00001 — 40 4,2x10° 20* RT [116]
ECL 0,0001 - 20 3,56x10° 3 - [117]
ECL 0,001 — 100 0,00044 1 37 [118]
PEC 0,02-200 6,8x10° - - [119]
PEC 0,01 - 100 0,0027 50* 37 [120]
Chr. 1-100 0,00068 1 RT [121]
Chr. 0,0001 — 25 3,0x10° - RT [122]
cv 0,00016-38 0,00195 20* 25 [123]
DPV 0,01-25 0,0034 1 37 [114]
DPV 0,0001 - 20 4,0x10° 2 37 [124]
DPV 0,0001 - 50 3,0x10° 1 37 [125]
DPV 0,001 — 100 0,0006 0,5 - [115]
DPV 0,5-15and 0,093 40* RT [126]
15-100
SWv 0.01-25 0,0067 20* 4 [127]
SWv 0,001-0.5 0,001 35* 4 [128]
SWV 0,01-100 0,0022 0,5 37 [129]
SWV 0,5-100 0,11 1 20 Este
trabajo

ECL=Electroquimiluminscencia

PEC= Fotoelectroguimica

Chr.= Cronoamperometria

CdSQDs= quantum dots de sulfuro de Cadmio
CdSeQDs= quantum dots de seleniuro de cadmio
HQ= Hidroquinona

GQD= gquantum dots de grafeno

*tiempo en minutos
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3.11 Determinacion de Constantes de afinidad (Ka) para P20S y PSA

Finalmente, se realizé la determinacion de la constante de afinidad (Ka), la cual
entrega informacion respecto de la formacion del complejo Antigeno-
Anticuerpo. De acuerdo con la teoria de isotermas de adsorcion de Langmuir,
se han derivado modelos que permiten realizar la relacion de equilibrio, en
base a la concentracion molar de antigeno, anticuerpo y del complejo
Antigeno-Anticuerpo, utilizando una relacion de normalizacion ya sea en
funcion de laresistencia a la transferencia de carga ((Ret(i)- Ret(0))/Rct(0)) [130],
o de corrientes ((lo-1)/10) [131] y la concentracién molar del antigeno. En esta
relacion, Rc(0) e lo, corresponden al valor de la medicién del anticuerpo, mAb
en el caso de P20S y Anti-KLK3 para PSA, luego de su inmovilizacion sobre
el electrodo modificado, mientras que Rc(i) e I, corresponden al valor de la
medicion posterior a la interaccion del antigeno con el anticuerpo, P20S-mAb

y PSA-Anti-KLK3, respectivamente.

Ab+ Ag — Ab — Ag

_[Ab—Ag]

“ " [Abl[Ag]
_Uo—D

K,[Ag] = i

La figura 35, muestra el grafico de corriente normalizada frente a la
concentracion molar tanto de P20S como de PSA. A partir de la linealizacion
de este grafico se puede obtener desde la pendiente, el valor de la constante
de afinidad, para ambos casos. Se obtuvo altos valores de constante de
afinidad: 7,63x10° M y 2,32x10° M, para P20S-mAb y PSA-Anti-KLK3,

respectivamente.

Estos valores de constantes de afinidad aseguran la gran selectividad de los
analitos medidos utilizando la plataforma inmunosensora basada en el

polimero conductor 6-PICA vy utilizando APBA como mediador en el proceso
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de inmovilizacion orientada del respectivo anticuerpo, sin que pierda su

actividad y favoreciendo la formacion de este complejo.

08+ P20S 1 0.6 PSA
0.6F 0.5}
o [=}
= =
|OO.4 F - _1_00.4 F
— n
0.2t 0.3}
= K= 7.629x10° . K= 2.324x10°
0.0 ' - - ' ‘ 0.2 ' ‘ ‘ '
0.02 004 006 008 010 0.12 0.00 0.04 0.08 0.12 0.16
[P20S]/-10° mol.L’ [PSA]/ -10® mol.L”

Figura 35. Constante de afinidad Ka para (A) P20S-mAb y (B) PSA-Anti-KLK3.
Curva de calibrado (lo-I/lo) frente a la concentracion (mol-L?) en disolucion
tampon Hac/Ac- pH 5,5.
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Capitulo IV. Conclusiones

Se logré obtener por técnicas electroquimicas polimeros conductores
nanoestructurados a base de &cido indolcarboxilico, 5-PICA y 6-PICA,

caracterizadas mediante microscopia SEM.

Se logré obtener una plataforma inmunosensora versatil basada en acido
aminofenilborénico/acido  poli-6-indolcarboxilico, la cual permite la

inmovilizacién orientada de diferentes anticuerpos.

Fue posible realizar la deteccién de diferentes concentraciones de IgG, luego
de incubar Ab-1gG, sobre el inmunosensor basado en 6-PICA, en presencia de
la sonda redox [Fe(CN)e¢]*’*, a través de espectroscopia de impedancia

electroquimica.

Se confirm6 la inmovilizacion del anticuerpo sobre la plataforma
electroquimica, al determinar que la interaccidn especifica antigeno-
anticuerpo es la que nos permite detectar y cuantificar al P20S y PSA, tanto
por EIS como por SWV, ya que, en su ausencia del anticuerpo, no se aprecian

los comportamientos electroquimicos esperados.

Se logro detectar y cuantificar P20S y PSA en ausencia de una sonda redox

externa, utilizando el proceso redox del polimero conductor.

Por SWV se determinaron dos rangos lineales de concentracion para P20S; el
primero entre 20,0 y 80,0 ng-mL%, con limites de deteccién y cuantificacién de
11 y 37 ng-mL?, respectivamente; y el segundo entre 80,0 y 200,0 ng-mL™,

con limites de deteccion y cuantificacion de 25y 83 ng-mL™L, respectivamente.

Se demostr6 la selectividad del inmunosensor basado en mAb/APBA/6-
PICA/GC para P20S frente a interferentes como BSA y PSA.
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Por SWV se determind un rango lineal de concentracion para la deteccion de
PSA entre 0,50 y 100,0 ng-mL™, con limites de deteccion y cuantificacion de

0,11y 0,37 ng-mL™, respectivamente.

Se determind la constante de afinidad (K.) de la formacion del complejo
antigeno-anticuerpo, para P20S-mAb y PSA-Anti-KLK3, obtenido un valor de
7,63x10° M1y 2,32x10° M1, respectivamente.
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Anexo 1. Electropolimerizacion de 10 mM de 6-ICA (A) y 5-ICA (B) en 0.1 M
de LiCIO4/ACN sobre Au-Si y (C) 6-ICA sobre PEDOT/FTO, (5 ciclos de
PEDOT entre -0.6 y 1.5 V a 100 mVs?), por voltamperometria ciclica, 30 ciclos

a una velocidad de 80 mV-s* de barrido de potencial.
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Anexo 2. Electropolimerizacion de 10 mM de 6-ICA (A) y 5-ICA (B) en 0.1 M
de LICIO4/ACN sobre FTO entre 0 y 1,3 V, por voltamperometria ciclica, 30
ciclos a 80 mVs! de barrido de potencial.
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Anexo 3. Imagenes SEM de 6-PICA sobre A) GC, B) Au-Siy C) PEDOT/FTO

por CV, durante 30 ciclos a 80 mV-s* de barrido de potencial, en LiCIO4#/ACN
0.1M.
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Anexo 4. Imagen SEM de 6-PICA obtenidos sobre FTO por potencial fijo de
900, 950 y 1000 mV y aplicando dos pulsos de 1200 y 200 mV durante 4y 1
segundos, respectivamente, en LiCIO4/ACN 0.1M.
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Anexo 5. Imagen SEM de 5-PICA sobre FTO por A) CV 30 ciclos a 80 mV-s*;
potencial fijo a: B) 1050 mV y C) 1100 mV; aplicacién de dos pulsos a 1300 y
200 mV durante: D) 2 y 1 segundos y E) 4 y 1 segundos, respectivamente, por
500 ciclos, todos obtenidos en LiCIO4/ACN 0.1M.
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Anexo 6

Pruebas t de Student para determinar si hay diferencia estadisticamente
significativa entre la media de dos grupos. Aplicado para las optimizaciones de
tiempo y temperatura, donde el grupo uno sera el menor tiempo o temperatura
de incubacion, segun corresponda, frente al grupo dos, que correspondera a
cada una de las otras variables, evaluadas uno a uno, los ensayos fueron

realizados con un 95% de confianza. A modo de ejemplo:

Ho= Hipatesis nula: No existen diferencias estadisticamente significativas entre
la media del grupo 1 (tiempo incubacion de 2 horas para el anticuerpo Anti-
KLK3) y la del grupo 2 (tiempo de incubacion de 4 horas para el anticuerpo
Anti-KLK3).

H:= Hipotesis alternativa: Existen diferencias estadisticamente significativas
entre la media del grupo 1 (tiempo incubacion de 2 horas para el anticuerpo
Anti-KLK3) y la del grupo 2 (tiempo de incubacion de 4 horas para el anticuerpo
Anti-KLK3).

Hy:x; # X,

p>0,05 - No existen diferencias significativas entre las medias, por lo tanto,
hay suficientes evidencias para Aceptar la hipotesis nula en contra de la

hipétesis alternativa.

p<0,05 - Hay diferencias significativas entre las medias, por lo tanto, hay
suficientes evidencias para rechazar la hipotesis nula a favor de la hipotesis

alternativa.

Los datos fueron obtenidos utilizando el programa estadistico Minitab.
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Tabla S1. Valor p, por t-Student, en la optimizacién del tiempo de incubacién
de APBA. (Nivel de significancia de 0,05).

valor p Ho valor p
2 -4 horas 0,254 Aceptada
2 -6 horas 0,009 Rechazada
2 - 8 horas 0,004 Rechazada
2 -20 horas 0,004 Rechazada

Tabla S2. Valor p, por t-Student, en la optimizacién del tiempo de incubacién
de Anti-KLK3. (Nivel de significancia de 0,05).

valor p Ho valor p
2 -4 horas 0,91 Aceptada
2 -6 horas 0,312 Aceptada
2 - 8 horas 0,243 Aceptada
2 -20 horas 0,241 Aceptada

Tabla S3. Valor p, por t-Student, en la optimizacion de la temperatura de
incubacion de Anti-KLK3. (Nivel de significancia de 0,05).

valor p Ho valor p
4 —-20°C 0,029 Rechazada
4 —-362C 0,064 Rechazada

Tabla S4. Valor p, por t-Student, en la optimizacion tiempo de incubacion de
PSA. (Nivel de significancia de 0,05).

valor p Ho valor p
1-2horas 0,427 Aceptada
1-4horas 0,009 Rechazada
1-48 horas 0,069 Aceptada
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