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Resumen

En este trabajo se desarrollé un inmunosensor electroquimico capaz de detectar la
presencia de receptores de progesterona, los cuales se presentan sobreexpresados en
tejidos tumorales y por lo tanto pueden usarse como marcadores. Para obtener el
biosensor se utilizd la estrategia de ensamblado layer by layer (LbL). Un electrodo de
cobre se modificd con el tiol 4cido 2-tiobarbiturico (TBA), seguidamente se agregd una
capa del anticuerpo monoclonal anti-progesterona (anti-Pr) y una capa de progesterona
(Pr), obteniendo de esta manera un electrodo Cu/TBA/anti-Pr/Pr. El inmunosensor fue
probado en un extracto de tejido tumoral uterino. El seguimiento de las diferentes
etapas del ensamblado se realizé por voltamperometria ciclica (VC).

Se elige como soporte el cobre por su bajo costo y excelentes propiedades conductoras
y se utiliza la estrategia de inmovilizacién mediante la formacion de monocapas de
tioles autoensamblados (SAMs), debido a que es una estrategia eficaz para inmovilizar
proteinas sobre metales. En este caso la monocapa del tiol utilizado, el TBA, mantiene
las caracteristicas conductoras del electrodo de cobre y ademds lo protege,
minimizando tanto la oxidacidon como la disolucion del metal.

Los receptores de hormonas son proteinas que reciben las sefales hormonales que
ordenan a las células multiplicarse, actuando como un interruptor que activa o
desactiva una funcion particular en la célula. Es importante saber si las células
cancerigenas presentan receptores de hormonas o no mediante el analisis de deteccion
de dichos receptores, lo cual permite determinar si es probable que el cancer responda
a la hormonoterapia.

Finalmente, y debido a la posibilidad de formacién de especies de Cu-TBA sobre la
superficie del electrodo, se procedié a la sintesis de dicho complejo. La caracterizacion
se realizo por espectroscopia visible y por espectroscopia infrarroja (FTIR), la cual indico
qgue la unién del TBA al Cu podria ser a través de los grupos OH del ligando, con una
estequiometria de 2 4tomos de Cu por cada molécula de TBA.
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Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es el desarrollo de un electrodo de cobre que
contenga anticuerpos monoclonales anti-progesterona y progesterona, capaz de
detectar la presencia de receptores para la misma en tejidos uterinos tumorales.

Objetivos especificos

Preparacion de un electrodo Cu/TBA (TBA = acido 2 tiobarbiturico).
Obtencién de un electrodo Cu/TBA/anti-Pr (Pr = progesterona).
Obtencion de un electrodo Cu/TBA/anti-Pr/Pr.

Captacién de receptores de progesterona en tejido tumoral uterino.

v A W hpoe

Sintesis y caracterizacion del complejo Cu-TBA.

-
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Capitulo I. Introduccion

El desarrollo de sensores quimicos y biolégicos es uno de los grandes objetivos en la
investigacion analitica. Los sensores son dispositivos pequefios que incorporan el
reconocimiento de un elemento con un transductor de la seial, y pueden ser utilizados
para la medicién directa del analito en la matriz de la muestra. Entre ellos, los sensores
electroquimicos representan una importante subclase de sensores quimicos. Tienen
una amplia gama de aplicaciones en el campo clinico, ambiental e industrial [1].
Utilizando este tipo de dispositivos es posible diagnosticar una enfermedad a través de
la deteccion de biomarcadores conocidos en los fluidos corporales [2,3] como por
ejemplo, anticuerpos generados en presencia de un determinado antigeno [4,5].

El uso de esta tecnologia en la deteccién de marcadores tumorales ha sido reportado
previamente. Los marcadores tumorales son sustancias que se detectan en la sangre,
orina o tejidos corporales en cantidades superiores a lo normal en los sujetos con
algunos tipos de cancer y que pueden ser sintetizados por el mismo tumor, o puede ser
una respuesta del organismo ante la presencia del cancer. Un ejemplo es el caso del
cancer de utero hormono-dependiente; los receptores se encuentran presentes en
cantidades mas altas de lo normal o sobreexpresados en el tejido uterino, el ensayo
empleado para determinar si un cdncer de Utero es positivo a los receptores de
progesterona presentes en Utero facilita la eleccidn del tratamiento [6,7].

Lo que se plantea en la presente propuesta es el desarrollo de un electrodo de cobre
que contenga anticuerpos monoclonales anti-progesterona y progesterona, capaz de
detectar la presencia de receptores para la misma en una muestra tejidos uterinos
tumorales.

A continuacidn se desarrollan varios conceptos centrales en este estudio.

I[.1- Sensor

Un sensor es un dispositivo que transforma la informacién fisica o quimica en una sefial
util que pueda ser procesada y, por tanto, facilita informacién de interés de una
manera rapida y sin necesidad de analisis muy complejos [8].

La clasificacidn de los sensores y biosensores se puede realizar atendiendo a diferentes
criterios. Generalmente se clasifican segun el tipo de receptor utilizado, la metodologia
empleada para inmovilizar este receptor o el tipo de transductor usado [9].
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De acuerdo al tipo de receptor presente, existen tres tipos de sensores [9]:

e Fisicos: cuando no hay reacciones quimicas involucradas en la deteccién. Un
ejemplo son los materiales piezoeléctricos utilizados para detectar cambios de
masa.

® Quimicos: la sefial proviene de una reaccidon quimica, por ejemplo agentes
quelatantes, ionéforos, etc.

e Bioldgicos: cuando el material receptor tiene una procedencia biolégica. Por
ejemplo, enzimas, anticuerpos, ADN, células, etc. En este caso, los sensores
quimicos son denominados biosensores.

Los sensores quimicos y biolégicos constan de dos componentes basicos: un sistema de
reconocimiento o receptor y un transductor, sobre el que se encuentra conectado el
primero. El receptor reconoce selectivamente la informacidon quimica o estructural
presente en la muestra, y la convierte de forma que pueda ser reconocida por el
transductor. Este la transforma, a su vez, de una sefial primaria a una sefial secundaria
facilmente procesable, generalmente eléctrica u dptica. De acuerdo al tipo de sefial
generada, los sensores quimicos y biolégicos pueden clasificarse de la forma mostrada
en la tabla 1.

Tabla 1: Clasificacién de sensores quimicos y biosensores segun el transductor utilizado.

Tipos de transductores Descripcion

Opticos Transforman los cambios producidos en una sefial dptica
por la interaccidn de un analito con el receptor.

Electroquimicos La sefial transformada es debida a una interaccidn
electroquimica entre el analito y el electrodo.

Una subclase consiste en los sensores impedimétricos
donde la sefial es electroquimica, pero no necesariamente
implica una reaccién redox.

Piezoeléctricos Dispositivos que transforman un cambio de masa que se da
sobre el electrodo modificado con materiales con
propiedades piezoelectrdnicas.

Térmicos Dispositivos capaces de medir cambio de calor sobre la
superficie del electrodo.

-
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1.2- Biosensor

Un biosensor es un dispositivo que contiene un componente biolégico (como por
ejemplo una enzima, una célula entera o un anticuerpo) y un componente electrénico.
Este dispositivo genera una sefial medible (en general, eléctrica) cuando se produce la
unién entre el componente bioldgico y su blanco [10,11].

El desarrollo de biosensores quimicos y biolégicos, es actualmente una de las dreas mas
activas de la investigacién analitica. Tales dispositivos se pueden utilizar para la
medicion directa del analito en la matriz de la muestra. Como se dijo anteriormente,
existe una gran variedad de combinaciones de elementos de reconocimiento vy
transductores de seiales [1,12-14], la siguiente figura muestra el esquema genérico de
un biosensor.

Componente Biolégico Transductor

Figura 1.2.1. Esquema genérico de un biosensor [14].

A continuacidn se citardn algunos ejemplos de diferentes sensores y biosensores:

e Sensores de 6xido nitrico (NO)

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre hidrofébico muy labil, que se produce por
catalisis bioldgica en los sistemas de reduccion de L-arginina por la accidn de la enzima
oxido nitrico sintasa (NOS) para formar L-citrulina. Esta relacionado con el factor de
relajacion derivado del endotelio (EDRF) producido y liberado por el endotelio para
promover relajacion del musculo liso en el endotelio. También se lo relaciona con
procesos como la vasodilatacidn, los mensajes moleculares, inhibicidon de la agregacion
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plaquetaria, regulacion de la presién de la sangre y entre otras funciones bioldgicas
necesarias en el organismo [1].

Debido a la importancia bioldgica de esta sustancia y también a que la deteccién del NO
es dificil debido a su corta vida media (5 s), el uso de sensores para este analito
presenta varias ventajas como ser lo suficientemente sensible como para detectar
concentraciones relevantes de NO en tiempo real e in vivo, y donde la interferencia de
otras especies relacionadas con el NO es minima. Ademas estos sensores pueden ser
elaborados en la micro y nano escala, lo que beneficia aun mas la medida de
concentraciones de NO en sistemas vivos sin ningun efecto significativo en la célula por
la insercidon del electrodo [1].

La técnica mds popular para la medida de NO es la deteccion amperométrica. Esta
técnica consiste en aplicar un potencial fijo al electrodo de trabajo respecto al
electrodo de referencia, monitoreando al mismo tiempo la corriente redox producida
por la oxidacién del NO. Esta técnica ha sido aprobada por ser muy uatil para la
deteccion de NO debido a su rapido tiempo de respuesta y su alta sensibilidad (rango
en nM). Tienen como desventaja la sensibilidad a los cambios en temperatura y pH por
lo cual se debe tener consideraciones al respecto con estas dos variables [1,5].

La creciente aceptacion de este tipo de sensores y su diversidad de uso en muchas
aplicaciones con NO ayudara a seguir entendiendo el interesante rol de esta molécula

[1].
e Biosensores para pesticidas.

Los pesticidas son productos quimicos sintéticos o naturales que se pueden utilizar para
el control de los insectos, hongos, bacterias, malas hierbas y otras pestes. Los residuos
de pesticida sin degradar pueden penetrar en las cadenas alimenticias a través del aire,
agua y aceite, causando severas problematicas a nivel de la salud en los ecosistemas de
aves, otros animales y en los humanos. Los pesticidas pueden ser carcindgenos o
citogénicos. Pueden producir enfermedades en los huesos y medulares, infertilidad,
desdrdenes nerviosos y enfermedades respiratorias e inmunoldgicas. El nivel mas alto
permitido de pesticidas en agua para consumo humano se encuentra entre 0.3 y 400

ug/L [1,15].

Los biosensores para pesticidas son ampliamente utilizados en la agricultura, en la
industria alimenticia y también en medicina. En la importacién o exportaciéon de
materiales alimenticios, los biosensores portables o los kits con respuesta inmediata
son muy convenientes por su rapida deteccidon. También es importante destacar que si
el biosensor tiene la capacidad de detectar selectivamente la presencia de
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pesticida/toxico en muestras clinicas, presenta una ventaja muy importante para su
utilizacién en el diagndstico en el sector de la medicina [16].

Se han estudiado Inmunosensores para pesticidas con los diferentes métodos vy
técnicas electroquimicas tanto como piezoeléctricos [17].

e Biosensores electroquimicos de la glucosa

La diabetes mellitus es un problema de salud publica mundial, siendo una de las
principales causas de muerte y discapacidad en el mundo. Este trastorno metabdlico es
el resultado de la deficiencia de la insulina y de la hiperglucemia. El diagndstico y el
tratamiento de la diabetes mellitus requieren un estrecho seguimiento de los niveles de
glucosa en la sangre. Millones de diabéticos deben por lo tanto medir sus niveles de
glucosa en la sangre todos los dias haciendo que la glucosa sea un analito cominmente
analizado. El reto de proporcionar un control glucémico fiable y ajustado sigue siendo
objeto de una considerable cantidad de estudios, siendo en particular los dispositivos
amperométricos que usan electrodos modificados con glucosa oxidasa (GOx) de gran
relevancia. A pesar del gran progreso alcanzado en el area, todavia hay muchos
desafios relacionados con el logro del monitoreo estrecho de la glicemia, en forma
estable y fiable. Por lo tanto, el desarrollo de biosensores de glucosa nuevos vy
mejorados sigue siendo el foco principal de muchos investigadores. Luego de 40 afios
de estudio, aun resta encontrar mejoras relacionadas con el contacto eléctrico entre el
centro redox de GOx y las superficies de los electrodos. Esto se lograria con el
desarrollo de nuevos receptores artificiales para la glucosa que permitan hacer
seguimientos in vivo de forma indolora, asi como un sistema de administracion de
insulina compacto, logrando nuevos enfoques innovadores para la monitorizacién no
invasiva, e implantes en miniatura a largo plazo. Estos, y otros desarrollos similares,
permitirdn mejorar considerablemente el control y manejo de la diabetes [1,18,19].

e Electrodos Selectivos de lones (ISE)

La historia de los electrodos selectivos de iones (ISE) comenzé con el descubrimiento de
membranas de vidrio delgado capaces de medir pH. Los ISE detectan iones fisioldgicos
en fluidos sanguineos.

El desarrollo de estos electrodos se ha centrado en la identificacidon y sintesis de
iondforos para mejorar la selectividad y la integracion de los electrodos selectivos de
iones en los analizadores clinicos y de los instrumentos portatiles. Esto ha permitido
nuevos principios de deteccion basados en el uso de miles de receptores quimicos. Si
bien los electrodos selectivos de iones han sido histéricamente dispositivos de
deteccion pasiva donde el control no era posible, la mayor parte de los estudios de la
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investigacidn actual lidian con principios de respuesta no-clasica, donde la polarizacién
de concentracion se lleva a cabo en la interfaz de la muestra de la membrana. El control
galvanostatico y la voltamperometria de iones de membranas selectivas ofrecen un
camino hacia nuevos enfoques basados en la deteccién por extraccion y/o
complejacion [1].

El dmbito principal de aplicacion ISE sigue siendo el de la Quimica clinica, teniendo
particular importancia la determinacién de electrolitos biolégicamente relevantes en
los fluidos fisioldgicos [1].

A diferencia de otros métodos analiticos, los basados en el uso de electrodos selectivos
de iones responden a la actividad de los mismos y no a su concentracion, lo cual los
hace especialmente atractivos para aplicaciones clinicas como trastornos de la salud
que suelen estar correlacionados con la actividad de iones. Aunque la mayoria de las
ISE son utilizados in vitro, la posibilidad de realizar mediciones in vivo y de forma
continla con sensores implantados podria transformarse en una herramienta de
diagndstico muy valiosa. La deteccidn in vivo sigue siendo un reto, donde los sensores
deben cumplir con dos requisitos estrictos: primero, perturbar minimamente el
ambiente, lo que podria ser problematico debido a las lesiones y la inflamacién a
menudo creadas por un sensor implantado y también debido a la lixiviacion de los
sensores materiales; en segundo lugar, el sensor no debe ser susceptible a este entorno
y a los efectos de la adsorcién de proteinas, la adhesién celular y la extraccién de
especies lipofilicas que afectarian la respuesta del sensor [1].

El analisis de productos farmacéuticos es otra area importante de aplicacién de los ISE.
Existe un gran numero de farmacos detectables por este método en formulaciones
farmacéuticas y en sus procesos de fabricacidn. La concentracién de los farmacos y sus
metabolitos pueden ser medidos en fluidos bioldgicos reales [1,20].

I.3- Receptores biologicos

Una de las principales caracteristicas del material biolégico empleado para la
fabricacidon de biosensores es su alta selectividad, permitiendo incluso diferenciar en
algunos casos, isdmeros de una misma molécula. Esta particularidad hace que estos
componentes sean de gran interés en su aplicacion como receptores en la fabricacién
de biosensores [21].
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Existen diferentes tipos de bioreceptores que se pueden inmovilizar sobre
transductores electroquimicos:

e Anticuerpos

e Acidos nucleicos
e Microorganismos
e Tejidos organicos

e Enzimas

Seguidamente se describen los diferentes receptores, haciendo especial énfasis en los
anticuerpos, ya que son los utilizados en el presente trabajo.

Acidos nucleicos

La alta especificidad de los pares de bases (adenina/timina y citosina/guanina)
distribuidas a lo largo de la doble hélice que forma la cadena de ADN, hace este
material de gran interés en la fabricacion de biosensores. Las cadenas cortas de ADN
(sSADN) pueden ser inmovilizadas sobre superficies en forma de electrodos, chips o
cristales segun el tipo de transductor utilizado. La hibridacion de esta molécula
inmovilizada con su polinucleétido complementario en solucion, es detectada por el
transductor [21].

Microorganismos

Los microorganismos tienen wuna gran importancia en diferentes procesos
biotecnoldgicos, en la industria vitivinicola, en procesos de sintesis de farmacos, o en
tratamientos de agua.

Muchos biosensores basados en células han sido desarrollados para el control de
dichos procesos [21]. Los microorganismos pueden asimilar compuestos orgdanicos y
generar un cambio que es detectado por el transductor.

Tejidos organicos o celulares

Los tejidos organicos pueden ser utilizados como elemento de reconocimiento
practicamente sin preparacion. Generalmente, tienen una gran variedad de enzimas
inmovilizados, y por tanto, no son tan selectivos como otros materiales bioldgicos. Por
el contrario, estan en su medio natural y es mas dificil su degradacién, lo que aumenta
el tiempo de vida del biosensor [21].
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Enzimas

Los enzimas son proteinas capaces de catalizar una reaccién quimica. Reaccionan de
manera selectiva con un analito o familia de analitos, acelerando la reaccién quimica, y
sin consumirse en el proceso.

Una de las grandes ventajas de la utilizacidn de enzimas, ademas de su alta selectividad,
es su menor tiempo de respuesta en relacién con los otros tipos de biosensores. Como
inconvenientes, se debe tener en cuenta que pierden actividad al ser inmovilizadas
sobre la superficie del electrodo y tienen un tiempo de vida relativamente corto [21].

Anticuerpos e Interaccion Antigeno-Anticuerpo

Los anticuerpos son una familia de glicoproteinas conocidas como inmunoglobulinas
(Ig). Existen cinco clases distintas de inmunoglobulinas (IgA, IgG, IgM, IgD e IgE), de las
cuales la 1gG es la mas abundante (70%) y se utiliza con mayor frecuencia en las
técnicas de inmunoandlisis. La IgG es una molécula en forma de "Y" basada en dos tipos
distintos de cadenas de polipéptidos. Se compone por dos cadenas livianas y dos
pesadas unidas por enlaces disulfuro. A su vez, cadenas pesadas y ligeras se dividen en
dominios constantes (C) y variables (V), debido a la variabilidad en la secuencia de
aminodcidos. Las cadenas livianas tienen un Unico dominio variable (V) y un Unico
dominio constante (C.). En cambio, una cadena pesada consta de un dominio variable
(Vu) y tres dominios constantes (Cy1, Ch2, Ch3). El peso molecular de la cadena mas
liviana es de aproximadamente 25 kDa, mientras que la mds pesada de la cadenas es de
aproximadamente 50 kDa. En general, la molécula de anticuerpo puede ser dividida en
dos fragmentos principales, el fragmento no-unién del antigeno (Fc) y el fragmento de
unién al antigeno (Fab), como se indica en la figura 1.3.1 [1,22].

-
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Figura 1.3.1. Esquema ilustrativo de la forma en “Y” de los anticuerpos. La regidn entre la cadena pesada
y la cadena liviana es donde se localiza la unién del antigeno [1].

Los dominios variables en ambos tipos de cadenas son las regiones mas importantes en
lo que respecta a la interaccidon antigeno-anticuerpo. La especificidad de un anticuerpo
en el sitio de unién (o epitope) por su antigeno estd en funcidén de su secuencia de
aminodcidos. Dentro de los dominios V| y V4 hay tres diferentes subregiones de alta
variabilidad de la secuencia, conocidas como regiones hiper variables. Hay tres de ellas
en cada cadena liviana y tres en cada cadena pesada, formando seis bucles conocidos
como regiones hipervariables determinantes de la complementariedad, que
constituyen el sitio de unién al antigeno. Es la diversidad de esta regién que permite
producir anticuerpos de alta afinidad contra cualquier antigeno. Se estima que unos
108 anticuerpos con distintas especificaciones pueden ser producidos a partir de esta
estructura molecular basica. Un anticuerpo especifico por lo general reconoce un solo
antigeno, aunque con posibles reactividades cruzadas [23].

La afinidad de uniéon entre un anticuerpo (Ab) y su antigeno (Ag) puede ser
generalmente descrita por una expresion de equilibrio:

_ [Ab—Ag]
K= Thiag 03D
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Donde Kes la constante de equilibrio de la interaccién y Ab - Ag es el inmunocomplejo
formado entre Ab y su antigeno especifico Ag. El rango de valores tipico para K esta
entre 106 y 1012 (para concentraciones en mol por litro). En general, solamente
aquellos anticuerpos con un alto valor de K, mayor a 108, no exhibirdan una reactividad
cruzada [24].

Estas caracteristicas hacen que muchos anticuerpos sean componentes ideales para el
reconocimiento bioldgico en inmunoensayos y biosensores. Sumado a esto se puede
decir también que los anticuerpos monoclonales son particularmente mucho mejores
para los inmunoensayos. Esto se debe a que se producen mediante el clonado de una
linea celular, por lo cual tienen el mismo epitope especifico y la misma afinidad. Esta
poblacion homogénea se puede sintetizar en gran cantidad. Por lo tanto, los
anticuerpos monoclonales ofrecen una especificidad y homogeneidad mayor
comparada con los anticuerpos policlonales, reduciendo asi la necesidad de realizar
trabajosas purificaciones en la muestra de andlisis [24].

I1.4- Fundamentos para deteccion electroquimica

Las técnicas electroquimicas han sido muy utilizadas para deteccion en la tecnologia de
los biosensores. Estas técnicas tienen grandes atributos como son la alta sensibilidad de
los transductores electroquimicos, su compatibilidad con las tecnologias de
miniaturizacion/microfabricacién, sus necesidades de energia minimas, bajo costo, y
posibilidad de realizar el analisis aun en presencia de turbidez o color en la muestra [1].

La sefal electroquimica producida se utiliza para relacionar cuantitativamente la
cantidad de analito presente en una solucion de la muestra. Potenciometria,
amperometria, voltamperometria, y mas recientemente, medidas obtenidas mediante
el uso de espectroscopia de impedancia electroquimica, son algunas de las técnicas de
deteccidn electroquimica de uso frecuente en los sistemas de biosensores [25].

En inmunosensores, la mayoria de los anticuerpos y antigenos son incapaces de actuar
como pares redox, es por ello que para promover la reaccion electroquimica y poder
detectar el analito, es frecuente la conjugacidn de un marcador apropiado a algln
componente particular del inmunocomplejo [26].

Los biosensores electroquimicos son artefactos analiticos en el que un dispositivo
electroquimico sirve como elemento de transduccién. Son de particular interés debido
a las ventajas prdcticas, como la simplicidad de operacion, los bajos gastos de
fabricacion, y la idoneidad de deteccion en tiempo real. Se han logrado importantes
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avances en este campo con fines analiticos utilizando enzimas como componente
bioldgico, debido a su especificidad frente al sustrato. La velocidad de transferencia de
electrones entre grandes proteinas redox y la superficie del electrodo es generalmente
demasiado lenta, lo que por lo general es la principal dificultad que presenta el disefio
del sistema electroquimico. La forma de lograr una comunicacién eléctrica eficiente
entre la proteina redox y electrodos ha sido uno de los objetos de estudio mas dificiles
en el campo de la bioelectroquimica y por lo general se trabaja con alguna de las
siguientes dos estrategias. Una se basa en la utilizar mediadores electroquimicos;
moléculas que se agregan al sistema electroquimico y cuya funcién es actuar como
intermediario en la transferencia electrénica desde el centro redox hasta la superficie
del electrodo. Se han empleado con este fin sustratos de enzimas y productos
naturales, mediadores redox artificiales y polimeros conductores. El otro enfoque se
basa en la transferencia directa de electrones de la proteina [1].

1.4.1- Transferencia electronica directa de proteina

En los biosensores basados en la transferencia directa de electrones desde la proteina
al electrodo, la ausencia de mediador es la principal ventaja, porque deben operar en
una ventana de potencial cercana al potencial redox de la enzima y por tanto son
menos propensos a tener interferencias. Asimismo, la falta de otro intermediario en la
secuencia de reaccion, simplifica el sistema de reaccion. Otro de los atractivos que
presenta este enfoque, es la posibilidad de modular las propiedades deseadas de un
dispositivo de analisis utilizando modificaciones en la proteina, empleando técnicas de
ingenieria genética o quimica [1].

Existen varios factores que afectan la transferencia directa de electrones entre los
electrodos vy las proteinas. Estos factores incluyen: (i) grupos prostéticos electroactivos
ubicados en lo profundo de la estructura de la proteina, (ii) la desnaturalizacién de las
proteinas en su adsorcion sobre electrodos, vy (iii) las orientaciones desfavorables con
respecto al acceso al centro redox o a la zona de reconocimiento de las proteinas en los
electrodos. Ciertas modificaciones especiales de los electrodos son los ultimos avances
para lograr el intercambio de electrones directo entre los electrodos y las proteinas. Por
ejemplo un método emplea una solucidon altamente purificada de proteina y se
complementa con una limpieza especial de los electrodos. Otro método cubre el
electrodo con moléculas promotoras, lo que facilita la transferencia de electrones
mediante el bloqueo de la desnaturalizacion durante el proceso de adsorcién y/o
favoreciendo la orientacién de la proteina inmovilizada [1,27].

El desarrollo de métodos y materiales utilizados en la inmovilizacién de proteinas tiene
como objetivo mejorar la velocidad de transferencia electrénica directa y proveer de un
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microambiente adecuado para estabilizar la estructura tridimensional de las
macromoléculas, para que por ejemplo, las enzimas mantengan su actividad catalitica.
Estos tipo de biosensores se utilizan ampliamente en la industria y el monitoreo del
medio ambiente. Se han reportado biosensores para la deteccion de perdxido de
hidrégeno, glucosa, 6xido nitrico, dcido Urico, xantina, hipoxantina, entre otros [1].

La dificultad que presenta esta estrategia de modificacion, sin el componente mediador
electroquimico, es que solo algunas proteinas pueden alcanzar la transferencia
electrénica directa. Tampoco existe un método comun de inmovilizacidn que asegure
el éxito, por lo que para cada sistema de estudio deberd determinarse cudl es el
método que conlleva a los mejores resultados [1].

1.4.2- Transductores electroquimicos

Los biosensores miden la sefal causada por el cambio en la concentracién de un co-
reactivo que reacciona con el analito o un co-producto que se produce con el analito de
una reaccién bioldgica (reacciéon enzimdtica, por ejemplo). Cuando un electrodo es
usado como un transductor en un biosensor, el electrodo convierte el cambio en la
concentracion de un producto o un reactivo de una reaccion bioldgica en una sefial
eléctrica. A continuacion se definirdn los diferentes y mas ampliamente utilizados
transductores electroquimicos.

Transductores conductimétricos

Este tipo de transductores se basan en la medida de cambios de conductividad (o
alguna propiedad asociada a ésta) provocados por el analito, ya sea en la solucion de
medida o en la membrana selectiva. En algunos casos, se pueden llegar a medir incluso
cambios de conductividad del propio analito [28].

La conductividad es proporcional a la concentracion de iones segun la ecuacién:
K
A= C (1.4.2.1)

siendo k la conductividad especifica (S cm™), y C la concentracién de iones (mol cm).

Las medidas de resistividad en corriente continua son las mds comunes para el
funcionamiento de estos biosensores, aunque para registrar medidas de impedancia se
utiliza corriente alterna. Estas medidas de impedancia se suelen utilizar para
caracterizar algunos liquidos y/o superficies de electrodos modificadas [29,30].

Estos dispositivos tienen una configuracién muy simple, consistente en dos electrodos
gue pueden ser de diferentes materiales. Generalmente, son de algiin metal noble sin

-
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modificar, tal como oro, que puede detectar cambios de concentracién del acido
sulfhidrico; o como platino, paladio o rutenio, que pueden ser utilizados para la
deteccion de hidréogeno [31].

También se han desarrollado diferentes biosensores conductimétricos mediante la
modificacidon de electrodos con material bioldgico atrapado en polimeros conductores
[32,33].

Transductores potenciométricos

Las medidas potenciométricas consisten en la determinacién de una diferencia de
potencial en condiciones de circuito abierto entre un electrodo de trabajo y uno de
referencia.

La diferencia de potencial medida entre los electrodos se relaciona con la
concentracion del analito de acuerdo con la ecuacién de Nersnt:

RT =
_ o, , pot Zj
E=E+ —Infa+ Zku | (422)
Lj
donde a; es la actividad del ion principal, a; la actividad del ion interfase, Zi y Zj son las
cargas de los iones principales e interfase, kf}?tes el coeficiente de selectividad, R es la

constante de los gases, T es la temperatura, F es la constante de Faraday y n el nUmero
de electrones intercambiados en la reaccién electroquimica [34].

Dentro de los transductores potenciométricos podemos diferenciar también los
voltamperométricos, en los cuales las curvas intensidad-potencial obtenidas
proporcionan analiticamente mas informacién que las curvas de potencial de equilibrio
obtenidas bajo condiciones potenciométricas. En adicidn, el potencial reversible puede
calcularse a partir de datos generados bajo condiciones dinamicas. Requiere preparar
un electrodo por ion a determinar y se basa en ecuaciones tipo Nersnt, adaptadas por
Bond vy col. [35,36] que establecen una relacion directa entre el potencial reversible
(1.4.2.5) y el logaritmo de la concentracion del ion en el electrolito (1.4.2.3 y 1.4.2.4). Las
ecuaciones adaptadas de Bond y col. para sensores voltamétricos son:

para cationes: Er = E* + Slog[M*]  (I.4.2.3)

para aniones: Er = E® — Slog[X~] (I.4.2.4)
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donde [M*] y [X'] son las concentraciones de cationes y aniones, respectivamente. S es
la pendiente obtenida a partir de las curvas de calibracién, y E® la ordenada en el
origen. El potencial reversible E se define como:

d
_ Epd+ EY

Ep = : (1.4.2.5)

siendo Eged el potencial del pico de reduccién y Ep* el potencial de pico de oxidacién.
Transductores amperométricos

Este tipo de dispositivos se basan en la aplicacién de un potencial fijo sobre un
electrodo de trabajo, generalmente de platino, oro o grafito, respecto a un electrodo
de referencia. Un tercer electrodo, denominado auxiliar o contraelectrodo, es necesario
en la mayoria de los casos para completar la celda electroquimica [37]. También es
posible realizar andlisis basados en técnicas voltamperométricas, variando el potencial
de trabajo de forma controlada a una determinada velocidad.

Los transductores amperométricos se fundamentan en la proporcionalidad existente
entre la concentracién de una determinada especie electroactiva y la corriente eléctrica
registrada al oxidarse o reducirse sobre la superficie de un electrodo polarizado [37].
Esta relacién intensidad concentracidn se comporta segun el siguiente modelo que
proviene de la Ley de Fick:

I = nFAD, (1.4.2.6)

§(Co(0,1))
6x
Donde A es el area del electrodo de trabajo, Doy Co son el coeficiente de difusidon y la
concentracion del analito, respectivamente, y x representa la distancia de la doble capa

electroquimica.

En el caso de que la solucién esté agitada constantemente, se puede considerar que x
se mantiene constante y se corresponde con el tamafio de la capa de difusion (§). Asi,
la ecuacién anterior puede simplificarse obteniéndose una relacidon lineal entre la
intensidad medida y la concentracion del analito [37], segun la expresion:

nFAD,

=—Co  (1.42.7)
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1.5- Métodos de Inmovilizacion

Como ya se expuso anteriormente, un biosensor es un dispositivo de analisis bioldgico
compuesto por un elemento de detecciéon (enzimas, anticuerpos, DNA) en intimo
contacto con un transductor fisico (6ptico, de masa o electroquimico), que en conjunto
se relaciona la concentracion de un analito en una sefal eléctrica medible. La
estabilidad de las biomoléculas y la transferencia de sefial a la superficie del
transductor son factores cruciales en la estabilidad y la sensibilidad de los biosensores.
En soluciones acuosas, las enzimas pierden su actividad catalitica con bastante rapidez,
ya que las enzimas pueden sufrir reacciones de oxidacion, o su estructura terciaria
puede ser destruida en la interfase aire-agua, de ahi que el uso de enzimas como
reactivos sea costoso y complejo. Este problema puede ser resuelto por la
inmovilizacion de las biomoléculas. Las moléculas bioactivas pueden ser retenidas en
un soporte inerte, manteniendo la actividad catalitica y, por tanto alargando su vida
atil. En vista de lo anterior, una variedad de técnicas han sido desarrolladas para
inmovilizar biomoléculas [1,38].

En general, el método de inmovilizacidn debe tener las siguientes caracteristicas: debe
ser simple y rdpido, inerte y biocompatible, tener alta capacidad de retencién, controlar
la porosidad y la capa de biomoléculas debe ser estable en diferentes condiciones
ambientales y experimentales tales como el pH y la temperatura para el desarrollo de
biosensores. Por ejemplo, las peliculas de sol-gel tienen la mayoria de las propiedades
antes mencionadas, por lo que han sido ampliamente utilizados en el disefio de
biosensores en los ultimos afios [1].

1.5.1- Métodos de Inmovilizacion para Proteinas
Adsorcion de la Proteina

La adsorcion fisica de las proteinas directamente sobre la superficie de un electrodo es
un método simple de inmovilizacidn. La adsorcién se obtiene por volatilizacién del
buffer en el que se encuentra disuelta la proteina. La adsorcidon fisica no necesita de
reactivos quimicos, rara vez es necesario realizar procedimientos de activaciéon y
enjuague, que se utilizan para mejorar la bioactividad de las proteinas. Sin embargo, las
proteinas inmovilizadas son faciles de desnaturalizar desde el electrodo, lo que
restringe la amplia gama de aplicaciones de este método [1,27].

Monocapas Autoensambladas (SAMs)

Las monocapas autoensambladas (SAMs) es un atractivo método de inmovilizacion.
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La formacidon de SAMs es una alternativa especialmente atractiva para el desarrollo de
biosensores, por varias razones. La primera es la facilidad de miniaturizacién que
ofrecen dispositivos basados en esta alternativa, debido a la baja cantidad de recursos
que son necesarios (una monocapa comprende unas 10** moléculas/cm?). En segundo
lugar, el alto grado de empaquetamiento y ordenamiento de estas peliculas las hacen
atractivas para la captacién e inmovilizacién de biomoléculas como anticuerpos y
enzimas. Otra ventaja radica en la facilidad con que se forman las SAMs vy la
compatibilidad con distintos sustratos metdlicos (Au, Ag, Cu) adecuados para métodos
electroquimicos basados en medidas de corriente o potencial. Por ultimo, la monocapa
de tioles posee una alta estabilidad quimica incluso luego de la inmovilizacion posterior
de biomoléculas.

El método se basa en la adsorcién quimica espontanea de tioles a metales de forma de
generar monocapas muy ordenadas. Los electrodos de oro son los mas usados debido a
su estabilidad frente a la formacion de 6xidos en condiciones ambientales. El primer
paso en la formacion de una SAM de un tiol es la quimisorcion del grupo sulfhidrilo del
tiol a la superficie del oro a través de la formacidn de un enlace de oro con el azufre. Un
metal limpio, sin 6xidos en la superficie, ofrece condiciones éptimas para formacion del
enlace metal-azufre [1,39,40]. Esta etapa es muy rdpida, lo cual genera una superficie
muy desordenada y que contiene multicapas del tiol que cubren defectuosamente la
superficie del metal. A continuacién tiene lugar una segunda etapa, donde se ordena y
compacta la capa de tioles adsorbida al metal, generando en este caso una monocapa
ordenada de los mismos [40].

En general, la adsorcidn de la proteina no se hace en forma directa sobre el electrodo
sino que tiene lugar a través de una capa de tiol o de algin polimero. Usando
monocapas de tioles es posible ademas generar una unién covalente y muy estable de
la proteina con SAMs, usando tioles que poseen grupos carboxilo capaces de reaccionar
covalentemente con los grupos amino de las proteinas. Es importante sefialar que las
SAMs presentan versatilidad porque se puede elegir tioles que tengan grupos carboxilo,
amino, alcoholes y asi funcionalizar la superficie de acuerdo a la forma de unién con la
proteina deseada.

Unidn Covalente de la Proteina

La proteina es inmovilizada por la combinacién con la superficie del electrodo a través
de la formacidon de un enlace covalente. El proceso requiere del trabajo a baja
temperatura (0 °C), la baja concentracién de iones, y condiciones de pH fisioldgico. La
formacién de un enlace covalente con la superficie de un electrodo es un proceso mas
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dificil que la simple adsorcién, pero puede proporcionar un dispositivo que contiene
una proteina inmovilizada mds estable [1,41].

Embebidos proteicos en polimeros sol-gel

Un método interesante para inmovilizar proteinas es aquel basado en el uso de una
proteina embebida en una pelicula polimérica al estado sol-gel. Por lo general, este
embebido integra e inmoviliza la proteina en una estructura en forma de red
tridimensional de macromoléculas poliméricas. Esta tecnologia tiene algunas
caracteristicas tales como las condiciones de trabajo leves (lo que permite mantener la
estructura funcional de la proteina), multiples capas sol-gel, y la posibilidad de
controlar la apertura de la membrana. Tiene la capacidad de retener la bioactividad de
la proteina, pero presenta como desventaja dificultades en el control del proceso de
agregacion [42].

Embebido de la proteina en surfactante

Un surfactante tiene una estructura anféterica, lo que hace posible la formacién de una
membrana estable (similar a una membrana lipidica) y puede ser utilizado para integrar
las proteinas reteniendo su bioactividad. El proceso de preparacidon de un electrodo
surfactante/proteina modificada es simple y viable. Generalmente hay dos métodos
para incorporar las proteinas en las membranas. En el primero, una solucién de
surfactante en cloroformo se extiende sobre la superficie del electrodo, y el disolvente
se evapora. El electrodo recubierto se coloca en una celda electroquimica que contiene
una solucion de proteinas. El segundo método permite controlar la cantidad de
proteina que se deposita. Para ello se realiza una dispersiéon acuosa de vesiculas de
surfactante y luego se mezcla con una soluciéon que contenga proteinas. Un volumen
preciso de esta mezcla se extiende sobre un electrodo y luego es secado. Las vesiculas
se aplanan cuando se secan, lo que resulta en multiples pilas de bicapas modificando la
superficie del electrodo. El bromuro de didodecildimetilamonio (DDAB) es un tipo de
surfactante, que puede formar una pelicula estable. La pelicula de DDAB es laminar y
formada por cristales liquidos a temperatura ambiente, este estado liquido facilita un
buen transporte de masa y carga, necesario para aplicaciones cataliticas [1].

1.5.2- Métodos de Inmovilizacion para Anticuerpos

Una caracteristica deseable en el método de inmovilizacion elegido es que el
anticuerpo de captura quede inmovilizado con una orientacion con minimo
impedimento estérico para interaccionar favorablemente con el antigeno en cuestién.
Es igualmente importante que el anticuerpo quede inmovilizado sin cambios
significativos en su habilidad de unién con el antigeno [43,44].
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Interaccidn biotin — (estrepto) avidina

Las interacciones especificas para la inmovilizacion de los anticuerpos han sido
ampliamente utilizadas en los sistemas de inmunoensayos en los ultimos afios. La
interaccion de la (estrepto) avidina — biotina es un ejemplo de ello. Esta técnica puede
ser utilizada para inmovilizar varios tipos de biomoléculas, como acidos nucleicos,
polisacaridos y proteinas incluyendo a los anticuerpos de captura en los
inmunoensayos/inmunosensores. Esta técnica usualmente incluye la etapa de
modificacion por biotina del anticuerpo de captura y una cubierta de la fase sélida con
avidina o estrepto avidita [45,46].

Electrode surface Electrode surface

E X Streptavidin free and AP conjugate () BsA | Biotinylated IgG anti—M. tuberculosis
(aP)
Q Antigen A Monoclonal anti-M. tuberculosis A A Rabbit IgG free and AP conjugate

Figura 1.5.2.1. Representacidén esquematica de dos dispositivos para inmunosensores: (a) inmunosensor
basado en la interaccion de la biotina-estreptoavidina (b) inmunosensor basado en IgG (conejo) —
modificado SPCEs [1] (pagina 123).

Proteinas de unidén a anticuerpos

Otra de las técnicas de inmovilizacidon de anticuerpos incluye proteinas de bacterias que
se unen a anticuerpos. Las dos proteinas mas cominmente utilizadas son Proteina Ay
Proteina G. Estas proteinas se unen especificamente a anticuerpos a través de sus
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regiones no antigénicas (Fc), lo cual permite que los sitios de unién antigénicos del
anticuerpo inmovilizado se orienten lejos de la fase sdélida y puedan estar entonces
disponibles para la unidn del analito objetivo. Ya que estas proteinas interactuan
directamente con la regidon Fc de los anticuerpos no se necesita biotinizacion del
anticuerpo [1].

Protein A o
modified electrode biotin anti-RIgG

-
e,

anti-RigG

(a) Immobilization of RIgG (b) Competitive immunoassay

HRP-streptavidin conjugate H29 H72o2
() of HRP fed

—

red HQ bx

(c) Enxymatic labeling (d) Enzyme activity determination

Figura 1.5.2.2. Representacidon esquematica de un inmunosensor basado en la proteina A-GEB
biocompuesto como un transductor. (a) Inmovilizacion de RIgG en la superficie interactuando con la
Proteina A, (b) inmunoensayo competitivo utilizando anti-RIgG y anti-RIgG biotinizado, (c) marcado

enzimatico utilizando HRP-estreptavidina, (d) determinacion electroquimica de la actividad enzimatica [1]
(pagina 125).

Polimeros conductores

La aplicacion de polimeros conductores como polianilina, polipirrol y politiofeno es
ampliamente utilizada para la inmovilizacion de anticuerpos. Los polimeros

-
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conductores pueden proporcionar una via directa de transferencia de electrones entre
una enzima vy la superficie del electrodo y, en ese caso, no se necesitara de un mediador
para la transferencia de electrones entre la enzima y el electrodo [1].

Fragmentos de anticuerpo

Una alternativa a la inmovilizacién de anticuerpos de captura en los sistemas de
inmunoensayo es la inmovilizacion de fragmentos de anticuerpo (Fab). La
fragmentacidon de un anticuerpo se logra en general enzimaticamente con enzimas
proteoliticas como la quimotripsina, tripsina y papaina. Después de la digestidon
enzimatica, los enlaces disulfuro mantienen juntos a los dos fragmentos de las dos
cadenas de Fab, las que pueden ser reducidas con reactivos tales como ditiotreitol o 2-
mercapto etanolamina. Esto lleva a la formacién de dos fragmentos Fab, cada uno con
un grupo tiol terminal, que tienen una alta afinidad por una superficie de oro, en la que
por lo tanto, pueden auto-ensamblarse sin necesidad de usar ningun reactivo adicional.
Las capas resultantes tienen una disposicidon ordenada, de forma tal que el anticuerpo
queda orientado de tal manera que sus regiones de unién son mas accesibles al
antigeno [1].

L.6- Inmunoensayos

Los inmunoensayos son sistemas de analisis que utilizan la notable especificidad
proporcionada por el reconocimiento molecular de un antigeno por los anticuerpos y
son ampliamente utilizados en la clinica. Su principal desventaja es la necesidad de un
largo tiempo de incubacidn, lo que implica varias horas de recoleccién de muestras
para generar resultados, dificultando el uso de esta técnica en estado de alarma o en
control de procesos. Por su parte, los inmunosensores son considerados como
dispositivos capaces de sortear parcialmente estos inconvenientes. Estos constan de
una superficie bioactiva (generalmente un anticuerpo inmovilizado sobre una superficie
de deteccidn) y un sistema de transductores capaces de generar una seiial fisica cuando
la reaccién inmunoquimica se lleva a cabo [1].

Dos enfoques competitivos se han seguido con respecto a ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA) en el desarrollo de inmunosensores: la inmovilizacion de un anticuerpo o la de
un antigeno/hapteno [47].

El primero es el enfoque mas comun. Las principales ventajas de esta opcién radican en
el ahorro que implica no utilizar anticuerpos caros y en la reducciéon de los pasos del
ensayo. Por el contrario, la técnica de inmovilizacidon del antigeno o hapteno, aunque
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menos empleada, tiene la ventaja de que el proceso de regeneracidn se puede realizar
sin pérdida de actividad del reactivo inmovilizado [48].

Con respecto al tipo de anticuerpos, usando anticuerpos monoclonales se observa una
mayor estabilidad que usando anticuerpos policlonales en disolventes organicos.

Los anticuerpos no son cataliticamente activos y la deteccidon directa de la unién
antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) no proporciona la suficiente sensibilidad. Mediante
marcado del antigeno o el anticuerpo, la sensibilidad de los inmunoensayos/
inmunosensores se puede mejorar. Los marcadores mas comunmente utilizados son
enzimas, compuestos fluorescentes o electroquimicamente activos. Los marcadores
enzimdaticos utilizados en inmunosensores suelen ser Oxido reductasas como la
peroxidasa de rdbano (HRP), glucosa oxidasa o enzimas hidroliticas tales como la
fosfatasa alcalina. El marcado de la enzima evita el uso de radiois6topos empleados en
los radioinmunoensayos (RIA). Entre los inmunoensayos enzimaticos (EIA), aquellos
basados en condiciones heterogéneas son los mas empleados y se los conoce como
ELISAs. Para los ELISAs, el anticuerpo o el antigeno es inmovilizado sobre una fase sélida
para facilitar la separacién de las fracciones libre y unida. A su vez, los ELISAs se pueden
agrupar en tres categorias: ELISA por competencia directa, ELISA indirecto competitivo
y ELISA sandwich [1,49].

En resumen los inmunoensayos son los métodos cuantitativos de andlisis donde los
anticuerpos son los principales agentes de unidn para el antigeno (que suele ser el
analito) de interés. Cabe destacar que el valor de K en la ecuacién (I.3.1) determina el
equilibrio y la unién entre un anticuerpo y su antigeno, en un sistema en particular
como se menciono anteriormente. Un inmunoensayo suele consistir en la investigacion
de la unién de un anticuerpo y su antigeno y la diferenciacién entre el antigeno unido y
sin unir. En otras palabras, todos los inmunoensayos implican la mediciéon de la fraccion
de ocupacién de los sitios de reconocimiento. Sin embargo, esta medida puede
depender tanto de la evaluacion de los lugares ocupados como, indirectamente, de la
medicion de los sitios desocupados. Esto conduce al desarrollo de un inmunoensayo ya
sea "competitivo" o "no competitivo" [50,51].

Sistemas de inmunoensayos competitivos

En un inmunoensayo competitivo, el analito de la muestra se mezcla con el analito
marcado, compitiendo ambos por un numero limitado de sitios de unién del
anticuerpo. En inmunoensayos electroquimicos, se usan comunmente los marcados
enzimaticos o los electroactivos. El anadlisis cuantitativo se puede lograr mediante la
determinacién de la cantidad de analito marcado que interactua en los sitios de union.
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Por lo tanto, con un numero fijo de sitios del anticuerpo, se espera una sefial mas
pequefia cuando la relacidn con la cantidad de muestra de analito marcado es grande.
Por el contrario, una sefial mas grande se obtiene cuando hay una relacién de pequeia
cantidad. Por lo tanto, la sefial producida por el analito marcado suele ser
inversamente proporcional a la cantidad de analito en la muestra [40,52].

Sistemas de inmunoensayos no competitivos

En un inmunoensayo no competitivo (también conocido como inmunoensayo de dos
sitios o "sandwich"), el analito de la muestra es capturado por un exceso de un
anticuerpo de captura, que lo separa de la muestra global. El analito capturado se
expone luego a un exceso de anticuerpos de segunda sefial, que sélo se uniran al
existente complejo de captura anticuerpo-analito. En este sistema, el anticuerpo sefal
es conjugado a menudo, ya sea a un marcador enzimdtico o a un marcador
electroactivo que produce una sefial proporcional a la cantidad de analito unido. En un
inmunoensayo no competitivo ideal, no se producirad sefial en ausencia de analito ya
que no existen sitios apropiados disponibles para la unién del anticuerpo seial. Sin
embargo, en la practica, este no es el caso debido a interacciones no especificas entre
el anticuerpo sefial y los demds componentes del inmunoensayo. Por lo tanto, siempre
es conveniente utilizar un reactivo de bloqueo para reducir las interacciones no-
especificas. La adsorcidn no especifica también debe ser considerada cuando se desea
determinar la cantidad del anticuerpo sefial para el uso en un sistema. Aunque este
formato de inmunoensayo ofrece una especificidad superior sélo puede ser utilizado en
la cuantificacion de analitos con dos determinantes antigénicos que pueden ser
reconocidos simultaneamente [53,54].

iy labeled
labeled signal
analyte antibody

<. | <
=<l

solid phase capture antibody

Figura 1.6.1. Representacion esquematica de un inmunoensayo competitivo (a) y de un inmunoensayo no
competitivo (b) [1].
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L.7- Inmunosensores

Los inmunosensores son dispositivos basados en la afinidad por el ligando que
involucran el acoplamiento de las reacciones inmunoquimicas con transductores
apropiados. El principio general de trabajo de los inmunosensores se basa en el hecho
del reconocimiento especifico inmunoquimico de anticuerpos (antigenos) inmovilizados
en un transductor de antigenos (anticuerpos), con la capacidad de producir sefiales que
varian con las concentraciones de los analitos de interés. La reaccion altamente
especifica entre las regiones de un anticuerpo y los epitopes de un antigeno involucra
diferentes tipos de unidén: interacciones hidrofébicas y electrostaticas, fuerzas de van
der Waals y enlace por puente de hidrégeno. La reaccidén antigeno-anticuerpo es
reversible y, debido a la relativa debilidad de las fuerzas que mantienen los anticuerpos
y antigenos en conjunto, el complejo formado se disocia dependiendo de las
condiciones del medio de reaccion (por ejemplo, pH y fuerza idnica). La fuerza de la
unién de un anticuerpo a un antigeno puede ser caracterizada por su constante de
afinidad (K), que varia entre 5 x 10 y 1 x 10** L mol™. La gran afinidad y especificidad de
esta reaccidon antigeno-anticuerpo define las caracteristicas Unicas del inmunosensor

[1].

El disefio general del inmunosensor consta de tres partes individuales en estrecho
contacto: un elemento de reconocimiento biolégico, un transductor fisico-quimico, y
una parte electrénica. Anticuerpos o derivados de anticuerpos (antigenos o haptenos)
suelen servir como elementos de reconocimiento bioldgico, que estan integrados
dentro o intimamente relacionados con un transductor fisico-quimico. Esta reaccion
define el reconocimiento de alta selectividad y la sensibilidad del dispositivo
transductor. La parte electrénica se utiliza para amplificar y digitalizar la sefial de salida
fisico-quimica de los dispositivos, como por ejemplo los transductores electroquimicos
(potenciométricos, impedimétricos, amperométricos), Opticos (fluorescencia,
luminiscencia, indice de refraccidn), y dispositivos de microgravimetria [1,55].

Los inmunosensores muestran una alta selectividad, sensibilidad, reversibilidad y el uso
del reactivo eficiente. Al mismo tiempo, son generalmente faciles de operar y de lograr
automatizacion, digitalizacion y miniaturizacién. Debido a esto pueden evitar algunos
problemas inherentes de los métodos tradicionales de andlisis. Por lo tanto, los
inmunosensores han sido objeto de amplio interés en los estudios de inmunoquimica
con un enorme potencial en el diagndstico clinico, analisis ambiental y monitoreo de
procesos biolégicos. En cuanto a los diagndsticos médicos de algunas enfermedades,
esfuerzos considerables se han dedicado al desarrollo de inmunosensores precisos,
rapidos, sensibles y selectivos por la medicion de los marcadores o los microorganismos
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patdgenos responsables de las enfermedades, tales como proteinas, enzimas, virus,
bacterias y hormonas [1,37].

Como se mencioné anteriormente existen diferentes formas de deteccién de la senal,
lo cual genera distintos tipos de inmunosensores: electroquimicos, épticos y sensores
de microgravimetria.

Pero a su vez, los inmunosensores pueden operar ya sea COmMo inmunosensores
directos o como indirectos. Los inmunosensores directos son aquellos en que los
transductores detectan directamente los efectos fisicos o quimicos resultantes de la
formacién de inmunocomplejos en las interfases, sin utilizar marcajes adicionales.
Detectan los analitos en tiempo real. Para inmunosensores indirectos se utilizan
comunmente uno o varios marcados con reactivos bioldgicos en los procesos de
deteccion, y los transductores deben detectar las sefiales del marcado. En comparacién
con los inmunosensores directos, los inmunosensores indirectos pueden tener una
mayor sensibilidad y una mejor capacidad de defensa frente a la interferencia de
adsorcién no especifica [1,56].

1.7.1- Inmunosensores opticos

Dado que casi todos los fendmenos épticos en las superficies de deteccién (por ejemplo
absorbancia, fluorescencia, luminiscencia, dispersion o indice de refracciéon) pueden ser
utilizados para la deteccién bioquimica de los dispositivos, los inmunosensores épticos
son considerados como una de las alternativas mdas prometedoras para los
inmunoensayos tradicionales en el diagndstico clinico y el andlisis del medio ambiente.
En los ultimos afios, ha habido una tendencia creciente en el uso de técnicas de
transduccidn éptica en las tecnologias de inmunosensor debido a las ventajas de la
aplicaciéon de la radiacidén visible (modo de operacidon no destructivo), y la rapida
generacion de sefial y lectura [1,57,58].

1.7.2- Inmunosensores microgravimétricos

Pueden incorporar una alta sensibilidad de respuesta piezoeléctrica y alta especificidad
de la reaccién inmunitaria del antigeno-anticuerpo. El principio de deteccidon de estos
dispositivos se basa en el reconocimiento del adsorbato donde la unién selectiva puede
causar cambios en la masa y las propiedades de la interface (es decir, la rugosidad
superficial y la viscoelasticidad), que se puede reconocer por un cambio
correspondiente en la frecuencia de oscilaciéon. El transductor microgravimétrico mas
conocido es la microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) [1,59].
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Gran parte de los inmunosensores microgravimétricos se basan en la aglutinacién. La
inmunorreaccién de aglutinacién del anticuerpo ocurre sobre polimeros, microesferas y
nanoparticulas, lo que inducira un cambio en los parametros de la solucién (es decir, la
densidad y viscosidad) y las propiedades interfaciales de los cristales controlados por el
dispositivo de QCM [1,59].

1.7.3- Inmunosensores electroquimicos

¢ Inmunosensores potenciométricos

Para transductores potenciométricos, se establece un equilibrio local en la interfaz del
transductor a flujo de corriente casi cero, donde un cambio en el electrodo o potencial
de membrana es logaritmicamente proporcional a la actividad especifica del ion. La
relaciéon de proporcionalidad logaritmica constituye el principio fundamental de todos
los transductores potenciométricos como los electrodos selectivos de iones (ISE). Los
grupos de inmunosensores se caracterizan por ser sencillos en la preparacion, robustos
en funcionamiento, y moderadamente selectivos en los resultados analiticos [1,60].

Los inmunosensores potenciométricos basan su deteccion en el cambio que se produce
en el potencial medido entre un electrodo indicador y un electrodo de referencia, como
resultado de la interaccidn especifica entre un anticuerpo y su antigeno. Sin embargo,
son pocos los informes de inmunosensores que confian en la deteccién
potenciométrica. Una de las principales desventajas de este tipo de deteccidn es el
cambio relativamente pequefio en el potencial que surge de la interaccién entre un
anticuerpo y su antigeno. Por otra parte, las interferencias de la matriz de la muestra se
pueden prevenir ya que esta pequefna sefal puede detectarse con éxito. En resumen,
este tipo de sensores suelen tener una fiabilidad y sensibilidad comprometidas [1].

¢ Inmunosensores amperomeétricos

Los Inmunosensores amperométricos se basan en la medicion de las corrientes
resultantes de la oxidacién electroquimica o reduccién de las especies electroactivos a
un potencial constante determinado. Este tipo de inmunosensor por lo general utiliza
un sistema de tres electrodos. Como la mayoria de los anticuerpos y antigenos no son
electroquimicamente activas, hay pocas aplicaciones disponibles para la deteccidon
directa amperométrica. Por lo tanto, la mayoria de los inmunosensores
amperométricos son indirectos, que pueden detectar principalmente las corrientes
redox asociadas a compuestos marcadores electroactivos o cataliticos [61].

En amperometria, la corriente producida por la oxidacion o reduccién de un analito
electroactivo en la superficie del electrodo es monitoreada en condiciones controladas
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de potencial. La magnitud de la corriente se relaciona con la cantidad de analito
presente. Sin embargo, y al igual que en los inmunosensores potenciométricos ya
descritos, debido a que ni los anticuerpos ni los antigenos son intrinsecamente
electroactivos es necesario introducir un marcador adecuado en el inmunocomplejo
para promover una reaccidon electroquimica en el sensor. En este sentido, los
marcadores enzimaticos como la oxidorreductasa y la HRP (peroxidasa de rabano) se
utilizan con frecuencia debido a su capacidad para producir un producto electroactivo
después de la conversién catalitica de un sustrato. La magnitud de la corriente que
resulta de la reaccion redox del producto puede ser cuantitativamente relacionada con
la cantidad de analito presente [1].

¢ Inmunosensores voltamperomeétricos

El desarrollo de inmunosensores electroquimicos implica la inmovilizacién de un
inmunocomplejo en un solo electrodo, seguida de la deteccidn a través del marcado de
los inmunocomplejos en el mismo electrodo. Mas recientemente, los arreglos de
microelectrodos interdigitados (IDA) han ganado popularidad como una alternativa de
tipo transductor electroquimico en los inmunoensayos. En general, un diseiio simple de
un IDA consiste en un par de "dedos" o microelectrodos interdigitados. Cuando un IDA
se utiliza como un sensor en un experimento de voltamperometria, los dos electrodos
interdigitados se suelen acoplar a diferentes potenciales para lograr un ciclo redox de
las especies electroactivas para ser detectadas. Una ventaja importante de este ciclo
redox es que mejora la relacién senal-ruido mediante la mejora de la corriente de
Faraday relativa a la corriente de fondo, lo que resulta en limites de deteccidn mas
bajos y una mayor sensibilidad [1,62].

e Inmunosensores impedimétricos

Diversas estrategias se han descrito para la inmovilizacién de anticuerpos en una
superficie del electrodo. En el reconocimiento molecular especifico del antigeno por el
anticuerpo inmovilizado, habrd cambios en la carga interfacial, la capacitancia,
resistencia, masa y espesor en la superficie del inmunosensor. Hay, pues, un creciente
interés en la explotacion de las técnicas electroquimicas que siguen estos cambios
interfaciales, lo que puede producir la determinacién cuantitativa del analito objetivo.
La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) es un método eficaz para probar
las caracteristicas de la superficie de un electrodo modificado por inmunocomplejos. En
un experimento EIS, una amplitud baja (5 a 10 mV pico a pico) de la sefial de onda
sinusoidal del potencial se superpone a un potencial DC fijo aplicado a un sistema
electroquimico. Con base en la ley de Ohm, la impedancia se puede calcular
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considerando el potencial sinusoidal aplicado y la corriente medida en consecuencia,
utilizando un circuito adecuado para modelar el sistema experimental [1,63].

e Sistemas de Inmunosensores electroquimicos basados en microesferas

Los inmunosensores electroquimicos basados en microesferas son especialmente
adecuados para el desarrollo de dispositivos de microfluidos. Este tipo de trabajo por lo
general implica la unién a anticuerpos con biotina a microesferas recubiertas con
estreptavidina de pocas micras de didmetro, para construir el inmunocomplejo
necesario. Las microesferas son de poliestireno con particulas de hierro dispersas,
dando lugar a su comportamiento paramagnético. Debido al pequefio tamafio de las
microesferas, son muy moviles y faciles de introducir en los circuitos de un dispositivo
de microfluidos y su movimiento puede ser facilmente controlado por un campo
magnético. Por otra parte, la dispersidon de las microesferas a través de una solucién
acorta distancias tanto en la difusion de reactivos y tiempos de ensayo. En
inmunosensores con microesferas basados en la participacion de marcadores
enzimaticos, una consecuencia directa de los pequefios volimenes utilizados es que la
dilucién del producto enzimatico se puede evitar, lo que ayuda en la reduccién de los
limites de deteccidn. En la mayoria de los inmunosensores con microesferas, después
de la inmovilizaciéon de un inmunocomplejo enzima-conjugado con las microesferas,
una muestra de la soluciéon de las mismas se afade a la soluciéon de sustrato de Ila
enzima que ya esta haciendo contacto con un electrodo (por ejemplo, un electrodo de
disco rotatorio, un microelectrodo o un IDA) donde la deteccion se lleva a cabo. Al
separar la inmuno reaccidn de los pasos de deteccidn electroquimica, la superficie del
electrodo de trabajo es mas accesible para el producto de la enzima, ya que difunde a
la superficie del electrodo desnudo [1,64].
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Capitulo I1I. Técnicas

La electroquimica es la rama de la fisicoquimica que estudia la interrelacidn entre los
fendmenos eléctricos y quimicos. Las dos grandes dreas de estudio que cubre son la
conversion de energia de las reacciones quimicas en electricidad (fuentes de energia
electroquimica) y las transformaciones de los compuestos quimicos debido al pasaje de
corriente eléctrica (electrolisis) [65].

Una definicion mas especifica es la siguiente: La electroquimica es la ciencia de la
estructura y los procesos en y a través de la interfase entre un conductor electrénico
“electrodo” y un conductor idnico “electrolito” o entre dos conductores electrénicos
[65].

En la interfase del electrodo, las especies electroactivas disueltas pueden cambiar su
estado de oxidacidn intercambiando al menos un electrén de acuerdo con la siguiente
ecuacion general:

Ox +ne~ s Red (II.1)

Donde la especie oxidada Ox se encuentra en equilibrio con la especie reducida Red y
n es el numero de electrones intercambiados en el proceso. En estas reacciones
electroquimicas, ambas especies; la oxidada y la reducida permanecen en la solucién, el
electrodo es quimicamente inerte y se utiliza solo como fuente o vertedero de
electrones [66].

Las reacciones electroquimicas involucran especies cargadas cuya energia depende del
potencial de la fase que contiene a esas especies, por lo que el paso inicial para las
reacciones que tengan lugar en la celda serd la transferencia de las especies cargadas
(iones o electrones) a través de la interfase de las dos fases adyacentes. La velocidad de
transferencia estara relacionada a la diferencia de potencial ente las fases [66].

Una reaccidon electrodica es una reaccion interfacial por lo que necesariamente
involucra un paso de transferencia de carga. La velocidad de la reaccidon serd
determinada por el paso mas lento de aquellos que constituyen la reaccién y la
velocidad total del proceso esta relacionada al area de la interfase. Los procesos
involucrados en la reaccién electrédica o de interfase son, reaccién quimica,
reorganizacion estructural, adsorcidn, ademas de la transferencia de carga [66].

-
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Proceso de Electrodo

El proceso de electrodo abarca todos los cambios y procesos que ocurren sobre la
superficie del electrodo o en su vecindad mientras la corriente fluye a través de la celda
electroquimica, por lo que consiste en la reaccién electrédica y los procesos de

transporte de masa [66].

En una reaccidn sobre la interfase de un electrodo existen al menos tres pasos o

etapas:

e Transferencia de masa de los reactivos a la superficie del electrodo

e Transferencia de carga o de electrones

e Transferencia de masa de los productos hacia el seno de la solucién

Estas etapas describen reacciones en las que no hay adsorcion de reactivos y/o
productos sobre la superficie del electrodo [67].

Los procesos de transporte de masa que pueden tener lugar son:
o difusidn
e migracion

e conveccion

La difusidon siempre debe ser considerada debido a que constantemente el reactivo es
consumido y el producto es formado en la superficie del electrodo. La generacion de
gradientes de concentracidn entre la vecindad del electrodo y el seno de la solucidn,
induce el proceso de difusion; el reactivo difunde hacia la interfase del electrodo y el
producto difunde desde la interfase hacia el seno de la solucién [66].

La forma mds simple de determinar la velocidad de reaccidon es medir la corriente que
fluye en el circuito eléctrico (I = dQ/dt). Como la intensidad de corriente es
proporcional al drea del electrodo, en orden de caracterizar la velocidad de reaccion se
utiliza la magnitud densidad de corriente (j = I/A). La relacién entre la densidad de
corriente y la velocidad de reaccidn por unidad de area (v) es la siguiente:

j=nFv (I1.2)

A partir de esta ecuacién es facil deducir que el area del electrodo de trabajo debe ser

muy pequefa para favorecer los procesos sobre el mismo.
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Voltamperometria

La voltamperometria es una de las técnicas electroquimicas que estudia procesos en la
interfase electrédica mediante la aplicacién de un potencial E controlado que permite
investigar los mecanismos de transferencia electrénica. Consiste en el seguimiento de
la intensidad de corriente (/) cuando se aplica a la celda un potencial dado E. El modo
predominante de transporte de masa es la difusion, ya que no se agita la soluciéon
durante las medidas.

Segln como sea la variacion del potencial con el tiempo se pueden describir 3 grupos:

e Voltamperometria de barrido lineal
e Cronoamperometria

e Voltamperometria ciclica

Para los tres casos un potencial fijo o variable se aplica al electrodo de trabajo y la
corriente que fluye es monitoreada [66].

Se profundizara en las bases de la voltamperometria ciclica ya que es la técnica
electroquimica utilizada en el presente trabajo.

I1.1- Voltamperometria ciclica

Este tipo de técnica voltamperométrica se caracteriza por la aplicacion al electrodo de
trabajo, cuyas condiciones son estacionarias y sin agitaciéon de la disolucién, de una
sefial de potencial triangular (figura 11.1.1). El potencial aplicado va desde un potencial
inicial (Eo) hasta un potencial final (E;), en el cual se produce una inversién en el sentido
del barrido, volviendo a su valor original de Eo. Este ciclo suele darse varias veces, y los
potenciales en los que se da esta inversiéon de la direccidon reciben el nombre de
potenciales de inversién.
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Figura Il.1.1. Variacion del potencial frente al tiempo en una voltamperometria ciclica [66].

La ventana de trabajo impuesta en cada experimento es aquel en el que tiene lugar la
oxidacion o la reduccién controladas por difusién de uno o varios analitos, y la direccién
en la que se produce el barrido va a depender de la composicién que presente la
muestra.

La voltamperometria ciclica es una técnica electroquimica que consiste en imponer al
electrodo de trabajo un potencial E variable en el tiempo segln una onda triangular y
registrar la intensidad de corriente variable ocasionada. Es una técnica de uso frecuente
en electroquimica porque ofrece informaciéon experimental valiosa que permite
comprender los detalles cinéticos y termodinamicos de muchos sistemas quimicos [66].

Las aplicaciones de la voltamperometria ciclica son extensas, incluyendo el analisis de
sélidos, asi como de soluciones, medidas con y sin la adicidon de electrolito soporte,
emulsiones y suspensiones, soluciones congeladas, polimeros, membranas y sistemas
liquido/liquido, sistemas bioldgicos como enzimas, proteinas, acidos nucleicos y cultivos
celulares [66].

La informacidn estructural que se obtiene por voltamperometria ciclica es escasa, por
eso se suele acompanar la técnica con diferentes tipos de espectroscopia, balanza de
cristal de cuarzo o experimentos basados en la resonancia de plasmon, que proveen de
detallada informacién estructural y de los cambios quimicos que acompanan al proceso
de transferencia electrénica. Consecuentemente, es necesario complementar la técnica
con medidas independientes que concuerden con las conclusiones obtenidas a partir de
la voltamperometria para comprender la termodinamica o la cinética del proceso [66].
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La forma de las voltamperometrias ciclicas

La voltamperometria ciclica constituye una extension de la voltamperometria de
barrido lineal, en el cual se invierte el sentido del barrido de potencial. El electrodo de
trabajo es afectado por una sefial de excitacidn triangular, en la que el potencial se
barre linealmente desde un valor inicial E;, hasta un valor de Eitecn (potencial de
inversion) en el cual se invierte la direccién de barrido hasta un potencial final E; (figura
[1.L1.1) . Cuando se llega al potencial E; se ha realizado el primer ciclo, que puede
continuarse efectuando varios ciclos sucesivos. La onda triangular es simétrica si se
utiliza la misma velocidad de barrido en ambos tramos [66].

Durante el curso inicial de un experimento de voltamperometria ciclica, la capa de
difusion (8) se mueve hacia el seno de la solucién, se produce un cambio en la
concentracién generada luego de que cambia la direccidn de barrido. El espesor de la
capa de difusion para un proceso electroquimico reversible en el momento en que
ocurre el pico de intensidad en un punto de referencia util que esta dado
aproximadamente por la siguiente ecuacién [66]:

Speak= tant K10 (I1.1.1)
peak = constante |—— 1L

Donde la constante = 0,446'1, T la temperaturaen K, R=8,134 JK'mol™ la constante de
los gases, D el coeficiente de difusidn de la especie en m?s™, n el nimero de electrones
transferidos por cada molécula que difunde hasta el electrodo, F = 96485 C mol™ la
constante de Faraday, y v la velocidad de barrido en Vs [66].

En la figura 11.1.2. se muestra el perfil tipico de un voltamperograma cuando se evalua
una cupla redox. Los parametros principales que permiten la identificacion del analito
son: el potencial de pico anddico (E,a), el potencial de pico catddico (Eyc), la corriente de
pico anddica (/pa) y la corriente de pico catddica (/). El aumento de corriente anddica
se debe a la oxidacion de la especie electroactiva y en la rama catddica también se
observa un aumento de la corriente que es el resultado de la reduccion de la especie
electroactiva, cuya forma oxidada se ha ido acumulando en las cercanias de la
superficie en el transcurso del barrido directo. Para determinar la corriente de pico se
traza una linea de base correspondiente a intensidad de corriente nula, que en la figura
se muestra como una linea punteada en la base del pico anddico (Ey,). Como este
proceso de eleccion de linea de base puede ser dificultoso, se propone utilizar la
intensidad en el punto en que se cambia la direccion de barrido. EIl mismo tratamiento
debe realizarse para el pico catddico (E,) [66]. Este criterio es el que se utiliza en este
trabajo. Los valores de E,, y Eq, se utilizan para determinar el potencial medio de pico

Natalia Gesto Giannattasio Pagina 38



Tesina de Grado Licenciatura en Bioquimica 2015

Evaluacidon de Receptores de Progesterona mediante Inmunosensores Electroquimicos

Ei1/2, para la cupla redox en cuestion, que se calcula Eyj, = (Epa + Epc)/2 y €l AEy = AEp, -
AE,., necesario para establecer si existe reversibilidad [66].

A E

switch

B Epc .

'
PO WS W W N TN W WO SN LT T WS U S A U SN ST S SN SN S S S

0.2 0.4 0.6
E/V

Figura 11.1.2. Voltamperograma hipotético de una especie electroactiva, donde se observan los
parametros claves que permiten obtener informacién sobre la cupla redox [66].

Para una especie electroactiva que presente un voltamperograma como el de la figura
[1.1.2. (que hace referencia a una cupla reversible) el E;;; a menudo coincide con el
potencial al cual la corriente alcanza la mitad del maximo de corriente del pico [66].

El potencial medio de pico se relaciona con el potencial formal definido
termodindmicamente E°° mediante la siguiente ecuacion:

or RT Dred
Eip2= E +ﬁ,ln <Dox) (I.1.2.)
donde D Y Dox son los coeficientes de difusién para la forma reducida y oxidada
respectivamente de la especie electroactiva. £y, y E © usualmente presentan valores
cercanos si los coeficientes de difusidn son similares. También es posible definir el
potencial formal a partir de las concentraciones de las especies oxidada y reducida:

Eip=E"+

RT ( Concyy

I ) (I.1.3.)

Concyeq

Otro pardmetro importante es la relacion de las corrientes de pico, que se calcula /p, /
loc . El radio debe ser 1 para una respuesta voltamperométrica reversible [66].

Se ha observado que los voltamperogramas ciclicos realizados a baja velocidad de
barrido tienen una separacion de los picos anédico y catédico cercano al valor tedrico
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esperado para un proceso reversible AE, = 2.218 x RT/F =57 mV a 298 K, y la corriente
de pico aumenta proporcionalmente a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido
empleada en el registro [66].

Bajo estas condiciones, el proceso es controlado por difusion y en la jerga
electroquimica se le llama proceso “reversible” o “Nernstiano” en la escala de tiempo
aplicada en el experimento bajo consideracion [66].

Mediante medidas de potenciales e intensidades de pico en funcién de la velocidad de
barrido de los picos que seifialan transferencia de carga, se puede caracterizar el
proceso quimico que da lugar a la transferencia de carga [66].

Las principales ecuaciones empleadas en el analisis de datos son las siguientes:

® Para sistemas reversibles:

I
PL=-1 (1.1.4)
La

I= (269.109n24Cc D2 v"2  (11.1.5)
Ecuacion de Randles — Sevcik

siendo n el numero de electrones intercambiado en la reaccidn, A el area del electrodo
2 .7 . . . -

(cm?), C la concentracién de reactivo en el seno de la disolucién (mol cm™), y D el

coeficiente de difusidn (cm? s™) de las especies oxidada y reducida (supuestos iguales).
59mV

pa— Epe = — (1. 1.6)

En estos sistemas, E, es independiente de la velocidad de barrido, mientras que I, es
proporcional a V72,

e Para sistemas cuasi reversibles:

1
nk\2
I, = 0,4463K (A, a)nFACID /2 v'/2 (ﬁ> (11.1.7)

. 1/2 . /
En estos sistemas, I, aumenta con v / pero no es proporcional a ella. Ademas, el valor
de AE, se aproxima a 60/n (mV) a bajas velocidades de barrido, pero se incrementa al
aumentar la velocidad de barrido.
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e Para sistemas irreversibles:

5 1 1, 1
I, = (2,99.10°)n(any)zZACD /2 v/2  (I1.1.8)
Configuracion experimental

La configuracion experimental normal para realizar medidas de voltamperometria
ciclica consiste en una celda electroquimica que contiene tres electrodos, el electrodo
auxiliar o contra electrodo, el electrodo de referencia y el electrodo de trabajo, todos
inmersos en la celda con la solucién de trabajo y conectados a un potenciostato. Este
ultimo permite que la diferencia de potencial entre el electrodo de referencia y el
electrodo de trabajo pueda ser controlado con una minima interferencia de caida
6hmica, que se controla agregando un electrolito soporte inerte a la solucién de
trabajo. En esta configuracion la corriente que fluye a través del electrodo de referencia
también puede ser minimizada evitando la polarizacién del electrodo de referencia,
posibilitando que se mantenga estable el potencial aplicado entre el electrodo de
trabajo y el electrodo de referencia [66].

El electrodo cuyos procesos son el objeto de estudio, es el electrodo de trabajo. El
electrodo de referencia tiene un potencial practicamente constante y es utilizado para
comparar potenciales de electrodos, por ejemplo para definir el valor del potencial del
electrodo en la escala basada en el electrodo normal de hidrégeno (ENH). El electrodo
auxiliar mantiene la corriente en el circuito formado con el electrodo de trabajo en
experimentos de voltamperometria con celdas de tres electrodos. Su area debe ser
mayor a la del electrodo de trabajo [65].

El posicionamiento del electrodo de referencia cercano al electrodo de trabajo ayuda a
minimizar la cada dhmica entre los electrodos de referencia y de trabajo debido a la
resistencia de la solucion.

También puede incorporar a la celda un termdédmetro para monitorear la temperatura y
una entrada de gas argon o nitrégeno para desplazar el oxigeno disuelto en solucién.

El funcionamiento del potenciostato se fundamenta en el hecho de que la diferencia de
potencial entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia es comparada con
un voltaje prefijado. Esta diferencia se amplifica y permite modificar la diferencia de
potencial entre el contraelectrodo y electrodo de trabajo ajustando la corriente que
circula entre ambos.

Los elementos esenciales para las medidas son, los electrodos, el solvente, el cual
usualmente tiene una constante dieléctrica alta (como agua o el acetonitrilo), capaz de
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disolver a la especie electroactiva y ayudar al pasaje de corriente, un electrolito soporte
que debe ser una sal electroquimicamente inerte, como el perclorato de sodio
(NaClQy,), cloruro de sodio (NaCl), tetrabutilamonio, que usualmente es agregado en
alta concentracién (0,1 M) y permite el pasaje de corriente en la solucién, y por ultimo
la especie de estudio que tipicamente se utiliza en baja concentracién, en el orden de
10> M [66].

Electrodo

En voltamperometria los electrodos son usualmente de metales inertes o de carbono.
La superficie del conductor puede ser cubierta con una capa de un conductor
secundario como mercurio, éxidos o polimeros, o con una monocapa de moléculas
como tioles, e incluso biomoléculas como 4acidos nucleicos y proteinas. Estos
conductores se llaman electrodos modificados [66].

La preparacién quimica del electrodo puede ser realizada previamente a la medida, en
un procedimiento independiente, o in situ, como parte integral del protocolo
experimental [66].

Salvo algunas excepciones, se requiere que el electrodo no reaccione con el solvente o
con el electrolito soporte. Esta cualidad estd presente en los metales nobles, el carbono
vitreo y el carbono grafito [66].

IL.2- Espectroscopia infrarroja

La radiacion electromagnética puede describirse en funcion de la frecuencia v o de la
longitud de onda A. Ambos parametros se relacionan entre si a través de la velocidad de
la luz segun la ecuacién:

c=Av (I.2.1)
La relacion frecuencia-longitud de onda conduce al espectro electromagnético.

El espectro se divide en regiones segln sus aplicaciones en espectroscopia. De la
expresion:

E=hv=h(¢/;) @1.22)

se puede ver que la energia de una radiacién aumenta al incrementar la frecuencia y
disminuye al aumentar la longitud de onda.
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La luz visible es la pequefia fraccidn del espectro electromagnético con longitudes de
onda entre 400 y 800 nm. Por debajo de la region de longitud de onda visible se
encuentra la radiacién ultravioleta (UV) de mayor energia. La radiacién infrarroja (IR)
esta situada en regiones de longitud de onda mayor (menor energia) que la luz visible.

La absorcidn de energia electromagnética de diferentes longitudes de onda produce
diferentes estados excitados en las moléculas. La radiacién infrarroja corresponde a
energias relacionadas con las vibraciones moleculares. Una muestra introducida en un
espectrofotémetro infrarrojo y expuesta a longitudes de onda de radiacién infrarroja
continuamente cambiantes absorbera luz cuando la radiacidn incidente corresponda a
la energia de una vibracion molecular concreta.

Los espectrofotometros de infrarrojo tipicos cubren las regiones de tensién y de
deformaciéon molecular. La absorcién de radiaciéon se registra y se obtiene un espectro
infrarrojo. Los instrumentos modernos registran la absorcidon de energia en funcién de
las frecuencias decrecientes (energia decreciente) de izquierda a derecha. Una unidad
relacionada con la frecuencia y denominada numero de onda se utiliza habitualmente y
se expresa en cm [68].

Principios de la espectroscopia infrarroja

Los atomos de una molécula vibran de forma diversa pero siempre segun niveles de
energia cuantizados y especificos. Existen 3n — 6 modos de vibracion, los de interés
para la espectroscopia infrarroja son las vibraciones de tensién (simétrica y anti
simétrica), la flexion en el plano, la oscilacion en el plano, el balanceo fuera del plano y
la torsién fuera del plano.

Las energias de las vibraciones de tensidn de las moléculas organicas corresponden a
una radiacién infrarroja con nimeros de onda comprendidos entre 1200 y 4000 em™.
Esta parte del espectro infrarrojo es de particular utilidad para detectar la presencia de
grupos funcionales en los compuestos orgdnicos. De hecho a menudo se la denomina la
region de los grupos funcionales ya que la mayoria de los grupos funcionales de interés
presentan absorciones caracteristicas y relativamente invariantes a dichas longitudes
de onda [68].

La presencia de una seiial de absorcidn en la regién de los grupos funcionales de un
espectro infrarrojo es casi siempre una indicacién definida de que algun grupo
funcional determinado se halla presente en la muestra. La ausencia de sefial en la zona
especifica determinada de la regién de grupos funcionales significa en general que el
grupo que absorbe en dicha regién no se halla presente.

-
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La regién del espectro infrarrojo de frecuencias inferiores a 1600 cm™ muestra en
general un numero abundante de bandas. Ademas de algunas vibraciones de tensidon
caracteristicas de algunos enlaces sencillos, existen numerosas bandas
correspondientes a deformaciones moleculares asi como algunos sobretonos vy
combinaciones. Existen demasiadas bandas presentes como para una interpretacién
completa pero sin embargo, el conjunto de sefiales es de gran utilidad para el analisis
final de la muestra ya que las bandas son caracteristicas de cada compuesto por lo que
parte del espectro es denominada frecuentemente la regién de la huella dactilar.

Los espectros infrarrojos pueden ser obtenidos de muestras sodlidas, liquidas o
gaseosas. Una caracteristica interesante del método es que el vidrio no es transparente
a la radiacién infrarroja por lo que las muestras se introducen en pastillas generalmente
fabricadas con cristales salinos [68].

Absorciones caracteristicas en el infrarrojo

Los espectros infrarrojos de los compuestos orgdnicos son por lo general demasiado
complejos para utilizarlos de una forma tan completa como puede hacerse con un
espectro RMN. Sin embargo se puede obtener una informacidn util examinando las
frecuencias caracteristicas de los grupos, es decir las bandas de absorcion tipicas de
grupos funcionales especificos. La relaciéon de frecuencias caracteristicas de los grupos
se ha elaborado a partir de espectros infrarrojos de un gran nimero de compuestos.
Por ejemplo, se ha encontrado que existen frecuencias de tensién caracteristicas para
los siguientes enlaces [69]:

2800 a 3300 cm™ para enlaces C—H.

- Bandas de absorcién anchas entre 3200 a 3600 cm™ para enlaces O—H. Un
grupo hidroxilo libre da lugar a una banda aguda a unos 3600 cm™ y la sefal
ancha normalmente observada es consecuencia de interacciones por enlaces de
hidrégeno entre los grupos hidroxilo.

- Cuando el hidroxilo forma parte de un grupo carboxilo se observa una banda
muy ancha entre 2500 y 3600 cm™. Este hecho combinado con la absorcién de
tensién carbonilica hacia 1710 cm™ es caracteristico de los acidos carboxilicos.

- La regidn entre 1900 y 2500 cm™ suele estar relativamente libre de bandas de
absorcidén. Las frecuencias de tension de los triples enlaces de los alquinos y de
los nitrilos a 2100-2200 cm™ son las absorciones mas comunes que aparecen en
dicha region.
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- La region de 1670-1620 cm™ corresponde al grupo funcional SH, la regién 1670-
1620 corresponde a los grupos carboxilato y la que va de 3650-3250 a los
grupos funcionales nitrogenados.

I1.3- Espectroscopia UV-visible

Cuando las moléculas interaccionan con la energia radiante en la region visible y
ultravioleta del espectro electromagnético, la absorcién de energia implica un
desplazamiento de un electréon externo en la molécula. Los modos rotacionales vy
vibracionales se encuentran combinados con las transiciones electrénicas. Se podria
decir que el espectro brinda informacidn sobre la estructura total de la sustancia, mas
gue sobre la presencia de enlaces especificos. Debido a que no se encuentra un
espectro electronico Unico; esta regién es pobre para identificar productos con el
método de “huella digital”, por lo que la informacion obtenida de esta regién del
espectro debe ser combinada con otras evidencias para saber de qué compuesto se
trata — por ejemplo, los antecedentes del compuesto, su sintesis, pruebas quimicas
auxiliares y otros métodos espectroscopicos.

En los compuestos covalentes saturados que contienen heteroatomos, como nitrégeno,
oxigeno, azufre y haldgenos, se encuentran presentes electrones p no enlazantes,
ademas de los electrones o. La energia absorbida se utiliza para la excitacidon de un
electrén que se desplaza de un orbital p a un orbital antienlazante ¢*, es decir una
transicién del tipo p — ¢, como ocurre en éteres, aminas, sulfuros y halogenuros de
alquilo. En compuestos insaturados la absorcién resulta del desplazamiento de
electrones m. Las moléculas que contienen solo un tipo de grupos de absorcién, son
Ilamados cromodforos [70].

Moléculas con dos o mas croméforos aislados absorben radiacion de aproximadamente
la misma longitud de onda que una molécula que contiene un solo cromdforo de un
tipo particular, pero la intensidad de la absorcion es proporcional al nimero de ese tipo
de croméforos en la molécula. Los cromdéforos no interaccionan a menos que estén
ligados directamente; la interposicion de solo un grupo metileno o de un orientador
meta sobre un anillo aromatico es suficiente para aislar casi completamente a los
cromoéforos de los demas. Sin embargo, ciertas combinaciones de grupos funcionales
dan lugar a bandas de absorcion caracteristicas.

Una gran cantidad de informacion “negativa” puede deducirse observando las
estructuras moleculares. Si un compuesto es altamente transparente en la regién de
200 a 800 nm, no posee sistemas bencénicos, ni insaturados, ni grupos ceto, ni
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aldehido, ni grupos nitro, ni bromo ni yodo. Si la informacién conocida sobre el
compuesto indica la presencia de cromdforos, se obtienen las longitudes de onda de los
maximos de absorcion y se busca identificarlas con los cromdéforos conocidos que se
encuentran en tablas. Informacién adicional puede deducirse de la forma, la intensidad
y la localizacién detallada de las bandas [70].
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Capitulo III. Sistema de estudio

En este trabajo se propone la creacién de un biosensor basado en el uso de cobre como
soporte, material elegido por ser de bajo costo y por sus excelentes cualidades
conductoras [71]. El cobre fue modificado con un tiol, el acido 2-tiobarbiturico (TBA),
para posteriormente inmovilizar un anticuerpo (antiPr). Se obtuvo asi un electrodo
modificado Cu/TBA/antiPr, que contiene el anticuerpo capaz de captar selectivamente
a la progesterona (hormona), para que luego el biosensor Cu/TBA/antiPr/Pr sea capaz
de de dar una respuesta positiva o negativa, a la presencia de receptores tumorales
hormono dependientes de progesterona en una solucidn que contiene extracto de
tejidos de utero (animal).

Una de las etapas cruciales es la inmovilizacién de la biomoléculas de interés, antiPr y
Pr sobre la superficie del dispositivo metdlico. En este estudio se utilizé el método de
formacién de monocapas de tioles autoensamblados (SAMs). Como se explicara
anteriormente, la formacion de la SAMs es inducida por la fuerte quimisorcion entre el
cobre metdlico y el grupo S terminal del tiol. En este trabajo el metal se modificé
mediante inmersién del Cu en una solucion diluida del tiol a temperatura ambiente,
con la finalidad de obtener una superficie organizada y bien definida del tiol sobre el
metal.

Las SAMs pueden caracterizarse por una serie de métodos que incluyen medidas fisicas
como angulo de contacto, medidas electroquimicas como voltamperometria ciclica (VC)
y espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), métodos espectroscépicos como
infrarrojo y XPS y microbalanza de cristal de cuarzo (QCM), entre otros. De todos ellos,
VC y EIS son especialmente rapidos y utiles para el monitoreo de la calidad de la
pelicula formada en un biosensor.

A continuacion se describirdn con mayor detalle los componentes del sistema de
estudio de este trabajo.

e Tiol: Acido 2-tiobarbiturico (TBA)

El primer paso de ensamblado del inmunosensor construido en este trabajo es la
incubacion del electrodo desnudo de cobre en una solucién acuosa de TBA de forma de
crear una monocapa de moléculas del mismo sobre la superficie del cobre. De esta
forma la monocapa de tioles puede luego interactuar con el anticuerpo a través de
fuerzas de van der Waals y/o establecimiento de interacciones electroestaticas en el
segundo paso de bioensamblado.
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La eleccién del TBA en particular se debe a su composicién, ya que una vez unido al
metal posee grupos funcionales que puede utilizar para establecer interacciones con la
biomolécula, y también por su tamafio, ya que una vez formada, la monocapa permite
acortar el camino de los electrones permitiendo que se produzca la transferencia de
carga a través de ella [72].

Se han reportado 10 posibles formas tautoméricas del TBA (figura lll.1), lo cual permite
observar la variedad de posibilidades de unién al metal y a una biomolécula, debido a la
presencia de atomos electronegativos como el S, Ny el O.

O OH OH 0 0O
H H H
L B B /J\)LN/ ﬁj\
= o
0 r;l/gs 0 N’/'I\SH HO \N/&S HO N/J%s 07 N sH
H
N1 N2 N3 N4 N5
OH OH OH 0 O
H H ~H
_ lN /‘%\NXH X /ELN/ E:L
- o
HO N/LSH HO™ NS 0 N'?LSH HO N)\SH HO" N° S
H
N6 N7 N8 N9 N10

Figura lll.1. Posibles formas tautoméricas del acido 2-tiobarbiturico [72].

e Progesterona

La progesterona, también conocida como P4 (pregn-4-en-3,20-diona), es una hormona
esteroide C-21 involucrada en el ciclo menstrual femenino y embriogénesis de los
humanos y otras especies (figura Ill.2). Pertenece a una clase de hormonas llamadas
progestagenos, y es el principal progestageno humano de origen natural. Su fuente
principal es el ovario (cuerpo luteo) y la placenta, si bien también puede sintetizarse en
las glandulas adrenales y en el higado.

La progesterona es una de las hormonas sexuales que se desarrollan en la pubertad y
en la adolescencia en el sexo femenino, actua principalmente durante la segunda parte
del ciclo menstrual, deteniendo los cambios endometriales que inducen los estréogenos
y estimulando los cambios madurativos, preparando asi al endometrio para la
implantacion del embrion. Estos efectos también ocurren en las mamas. La

-
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progesterona también se encarga de engrosar y mantener sujeto al endometrio en el
Utero: al bajar sus niveles, el endometrio se cae, produciendo la menstruacién. Es la
hormona responsable del desarrollo de caracteres sexuales secundarios en una mujer,
y sirve para mantener el embarazo [73].

it H

@

Figura Ill.2. Estructura de la hormona progesterona.

e Receptores tumorales

Los receptores de hormonas son proteinas, que entre otras funciones tienen la de
recibir las sefales hormonales que ordenan a las células multiplicarse. Se encuentran
en el interior y sobre la superficie de ciertas células del cuerpo. Estas proteinas
receptoras funcionan como si fueran los ojos y oidos de las células, ya que reciben
mensajes de sustancias que circulan por el torrente sanguineo y les indican qué hacer.
En otras palabras, los receptores actian como un interruptor que activa o desactiva
una funcidn particular en la célula. Si la sustancia adecuada se acopla al receptor, como
una llave que encaja en una cerradura, el interruptor se activa e inicia una funcién
especifica de la célula.

En el caso de tumores mamarios o uterinos si poseen receptores de progesterona, se
denomina receptor de progesterona positivo (RP+). Esto quiere decir que las células
cancerigenas pueden recibir sefiales de la progesterona que estimulan su crecimiento.

El analisis para la deteccion de receptores de hormonas es importante ya que los
resultados permiten determinar si es probable que el cédncer responda a la
hormonoterapia. Si es asi, para interrumpir la influencia de las hormonas en el
crecimiento y el funcionamiento general de las células, se elimina o se bloquea la
hormona, tal como lo hacen estos medicamentos de forma que las células cancerigenas
tienen menos probabilidades de sobrevivir.
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Si el cancer es de tipo receptor de hormonas negativo (no hay receptores presentes), es
probable que la hormonoterapia no funcione [74,75].

Se ha evidenciado en varios estudios la presencia de receptores de hormona
progesterona y también estrégeno en glandulas mamarias y endometrio (Utero), por lo
gue es de suma importancia su deteccidon ya que como se menciono anteriormente, las
células cancerigenas pueden recibir sefiales de la progesterona que estimulan su
crecimiento por lo tanto se tendria que diagnosticar hormonoterapia para poder
combatirlas [76-78].

II1.1- Materiales y métodos

I11.1.1. Reactivos utilizados

- Acido 2-tiobartiturico (Sigma-Aldrich, > 98 %)

- Anti-Progesterona (Sigma-Aldrich N° de catdlogo P5289), antisuero monoclonal
producido en conejo utilizando como inmundgeno progesterona-11a-BSA.

- Cupla redox cloruro de hexaaminorutenio (1) ([Ru(NHz)e¢]Cls, Sigma, 2 98.0 %)

- Electrolito soporte perclorato de sodio (NaClQOg4, Sigma Aldrich, 2 98.0 %)

- Progesterona Sigma (= 99 %)
- Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma, fraccion V, > 98.0 %,) PM: 66500 Da

- Sulfato de cobre (ll) pentahidratado (CuSO4-5H,0, Merck, > 99 %)
- Muestra de tejido animal uterino con receptores para progesterona.

Las soluciones se prepararon usando agua Milli-Q (18.2 MQ.cm).

111.1.2 Metodologia de estudio: ensamblado del biosensor

Los electrodos de cobre policristalino (Cu-pc) utilizados fueron construidos en nuestro
laboratorio a partir de trozos cortados de una varilla del mencionado material
(Goodfellow, pureza 99.99 %, diametro 4.8 mm) y montados dentro de un tip de
plastico, verificando la obtencién de una superficie uniforme y espejada, con un area
similar para los diferentes electrodos usados. Luego de comprobar la correcta
construccion, los electrodos atravesaron una serie de etapas de modificacién, cada una
de ellas monitoreadas por medidas de voltamperometria ciclica [71].

Estas medidas fueron realizadas en presencia de una cupla redox, [Ru(NH3)6]3+/
[Ru(NHs)s]**, en un rango de potenciales aplicados fijo (Ei= -0,4 a E; = -0,03 V) a
diferentes velocidades de barrido en el rango 0.002 a 0.050 V/s). Para obtener el
electrodo modificado con tiol, el procedimiento consistié en sumergir el Cu recién

Natalia Gesto Giannattasio Pagina 50



Tesina de Grado Licenciatura en Bioquimica 2015

Evaluacidon de Receptores de Progesterona mediante Inmunosensores Electroquimicos

pulido en una solucién acuosa 2 mM de acido 2-tiobarbitturico (TBA). El tiempo de
incubacién fue aproximadamente 30 minutos [79].

Luego el electrodo de Cu/TBA se enjuaga con abundante agua y se sumerge en una
soluciéon de anti-progesterona (antiPr) en buffer tris con NaCl 0.15 M a pH 8.0 por
aproximadamente 13 diasa 5 °C.

En el tercer paso se ensamblé la progesterona (Pr), incubando el electrodo
Cu/TBA/antiPr en una solucién 0.1 mM de progesterona en buffer Tris a pH 7.5 y etanol
absoluto en proporcidon 20/1, por aproximadamente 4 dias a 5 °C. Finalmente el
electrodo Cu/TBA/antiPr/Pr fue incubado por 7 dias a 5 2C en una muestra de extracto
de utero animal conteniendo receptores para progesterona [80,81]. Paralelamente se
realizd un blanco del biosensor en el cual el electrodo Cu/TBA/antiPr/Pr fue incubado
en una solucién 0.5 mg/ml de albimina sérica bovina (BSA).

Las figuras 11l.3 y 1ll.4, que se muestran a continuacidn, esquematizan los pasos de
modificacion del electrodo de cobre y el biosensor obtenido luego del ensamblado de
sus componentes.

Electrodo Electrodo
—_— Electrodo Cu/TBA Cu/TBA/antiPRr Cu/TBA/antiPr/Pr

/_‘
P

anti Pr buffer Tris/NaCl Pr0.1 mM buffer Tris pH Extractode ttero animal
0,15M 7.5 /alcohol absoluto en con receptores de Pr
pH=8 T= 52C proporcién 20/1 T= 52C 7 dias
13 dias T=52C 4 dias

TBA 2mM
30 min

Figura lll.3. Esquema de los pasos seguidos para el ensamblado del inmunosensor de estudio.
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Ak KN K 2
| iisliar [O.Q.aﬁx&ﬁj lﬁ»&-ﬁ.ﬂﬁ]
Electrodo Cu Electrodo Electrodo Electrodo Electrodo
desnudo Cu/TBA Cu/TBA/antiPr Cu/TBA/antiPr/Pr Cu/TBA/antiPr/Pr/

Receptor Pr

Figura Ill.4. Esquema ilustrativo de las etapas de ensamblado del inmunosensor electroquimico del
presente trabajo visualizando la metodologia layer by layer.

I11.1.3 Evaluacion por voltamperometria ciclica del ensamblado del
biosensor

Las condiciones en las cuales se realizaron los perfiles voltamperométricos de los
electrodos de trabajo fueron:

- Solucién 1 mM de [Ru(NHs)¢]** en electrolito soporte NaClO, 0,1 M
- Contraelectrodo de platino (Pt)

- Electrodo de Referencia Hg/Hg,Cl, (SCE) (E0 =0,248 V vs. ENH)

- Rango de velocidades de barrido 0.05 V/s a 0.002 V/s

- Limites de barrido (Ei=-0,4 a Es=-0,03 V)

111.1.4. Complejo Cu-TBA

Como estudio complementario, se realizé la sintesis y caracterizacion por
espectroscopia visible y FTIR del complejo Cu-TBA, ya que es una de las especies que
podria formarse sobre el electrodo y por ello presentar una contribucién en el perfil
voltamperométrico del sistema [79,82,83].

El complejo metalico fue preparado a partir del agregado gota a gota de una disolucién
saturada en el ligando TBA (8.01 x 10 mol en 10 ml de agua) a una disolucion de
CuS04-5H,0 (8.01 x 10™ mol en 10 ml) en el mismo solvente (relacién molar 1:1). En
todo momento se monitoreé el valor del pH de la mezcla. El pH inicial de la disolucién
de CuS04-5H,0 fue de 4.14, disminuyendo con el agregado del ligando, hasta el punto
en que la mezcla comenzaba a tornarse turbia. Alcanzado este punto se pasé aumentar
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el pH por agregado de una disolucién diluida de NaOH, observando cambio de color de
la solucidn, la cual pasé de celeste a azul marino muy oscuro. El pH final fue 5.23. La
mezcla de reaccion se centrifugd durante 10 min a 5000 rev/min. El precipitado
resultante fue lavado con agua y centrifugado por otros 10 min a 5000 rev/min. Luego
se realizaron 3 lavados con etanol y un ultimo lavado con éter, siguiendo el mismo
procedimiento. El precipitado obtenido, correspondiente al complejo Cu-TBA, es de
color marron.

La caracterizacién del complejo fue realizada por espectroscopia visible y por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Los espectros infrarrojos en el estado sdlido de todos los compuestos fueron obtenidos
en un espectrofotometro FTIR Prestige Shimadzu 21 en pastillas de KBr al 1%. Todas las
medidas se realizaron a temperatura ambiente. Los espectros muestran la zona del
infrarrojo medio: 400-4000 cm'l, 60 escaneos con resolucién 4 cm™ para el CuSO,4-5H,0
y 2 cm™ para el complejo Cu-TBA. La funcién de apodizacién en todos los casos fue
Happ-Genzel.

Ademas del espectro FTIR se registrd el espectro visible del complejo (regiéon 550 a 800
nm). Debido al que el complejo es muy poco soluble se realizo una solucion en etanol y
luego de unos minutos se midid el espectro del sobrenadante. El espectrofotdmetro
utilizado fue UV-visible-NIR Shimadztu UV-1603, paso éptico de la celda 1.00 cm.
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Capitulo IV. Resultados y discusion

IV.1- Voltamperometria Ciclica

En cada etapa de ensamblado del biosensor se observaron cambios en los perfiles de
los voltamperogramas obtenidos en presencia de la cupla redox. A continuacion se
muestran dichos perfiles voltamperométricos en sus diferentes etapas de ensamblado
de forma de poder discutir estos cambios.

40

20 |

I (uA)

10 |

-20 +

B0 \ Cu desnudo E2]

40 |

.50 TP R N T R R R R
-040 -03 -03 -025 -020 -015 -0,70 -0,05 0,00

E (V) vs. SCE

Figura IV.1.1. Perfil voltamperométrico del electrodo de trabajo de Cu-pc en solucién 1 mM de
[Ru(NHs)e]*" en electrolito soporte NaClO, 0.1 M. Velocidad de barrido 0.05 V/s.

En la figura IV.1.1 se observa un pico anddico en E,; =-0.175 V y un pico catédico en E.
=-0.225V, los cuales se atribuyen a la oxidacién y reduccién del Ru de la cupla redox.

La etapa de formacién de la SAMs se muestra en la Figura 1V.1.2, donde se pueden ver
los cambios en el perfil voltamperométrico luego de incubar el electrodo de trabajo de
Cu en una solucién 2 mM de TBA durante 30 minutos.
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Figura IV.1.2. Perfil voltamperométrico del electrodo de trabajo de Cu-pc (negro) y su perfil luego de ser
incubado con TBA (2 mM) durante 30 minutos (rojo), en solucién 1 mM de [Ru(NHs)¢]*" en electrolito
soporte NaClO, 0.1 M. Velocidad de barrido 0.05 V/s

En esta primera etapa del ensamblado se observa cémo el perfil voltamperométrico
cambia al formarse el electrodo de Cu/TBA, donde la intensidad de corriente de los
picos de la cupla redox bajé levemente, obteniéndose un perfil voltamperométrico
repetitivo.

De esta forma podriamos afirmar que el TBA se adsorbid sobre la superficie de cobre
produciendo un pequefio cambio en la intensidad de corriente de pico pero
permitiendo la transferencia de carga hacia el soporte metdlico de cobre, ya que en el
perfil se siguen observando los picos de potencial caracteristicos de la cupla redox. El
otro cambio observado, atribuible en principio a la formacidén sobre la superficie del
cobre de un complejo usando al TBA como ligando, se relaciona con el aumento de la
intensidad de corriente en el rango -0.1/-0.05 V. Este incremento podria deberse a un
proceso de oxidacidn relacionado con el centro metalico del mencionado complejo. Al
alcanzar el valor de E = -0.1 V, se estaria alcanzando el potencial de disolucion del
metal. Al disolverse, el Cu?* se encontraria con moléculas de TBA presentes en la
solucidén, formando de esta manera el complejo mencionado.

A continuacion, el electrodo Cu/TBA fue incubado en solucién de antiPr en buffer tris
con NaCl 0.15 M a pH 8.0 por aproximadamente 13 dias a 5 °C. El resultado obtenido se
muestra en la figura IV.1.3.
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Figura IV.1.3. Perfil voltamperométrico del electrodo de trabajo de Cu-pc (negro), su perfil luego de ser
incubado con TBA (2 mM) durante 30 minutos (rojo) y su perfil luego de ser incubado en solucién de
antiPR en buffer Tris con NaCl 0.15 M a pH 8.0 por aproximadamente 13 dias a 5 °C (azul), en solucién 1
mM de [Ru(NH;,)G]3+ en electrolito soporte NaClO, 0.1 M. Velocidad de barrido 0.05 V/s.

En este caso se observa que el perfil voltamperométrico cambia drasticamente con la
adsorcion del antiPr. Nuevamente se detecta una disminucion en la intensidad de
corriente lo que también indicaria que el antiPr se adsorbe a la superficie. Los picos
correspondientes a la cupla redox de rutenio dejan de ser detectables cuando se
produce el ensamblado sobre el electrodo del anticuerpo. Esto muestra dos hechos: (a)
que el complejo de rutenio no es capaz de llegar a la superficie del electrodo para
transferir la carga porque el anticuerpo adsorbido a la superficie se lo impide, y (b) que
la pelicula de anticuerpo formada es aislante, impidiendo la transferencia electrénica a
través de ella. Esto ultimo es confirmado ademas por la gran caida 6hmica observable
en el perfil voltamperométrico.

En la figura IV.1.4 se muestran los cambios observados luego del ultimo paso de
ensamblado, en el cual el electrodo Cu/TBA/antiPr es incubado en una solucion 0.1 mM
de progesterona en una mezcla de buffer Tris a pH 7.5 y etanol absoluto en proporcion
20/1, por aproximadamente 4 diasa 5 °C.

-
Natalia Gesto Giannattasio Pagina 56



Tesina de Grado Licenciatura en Bioquimica 2015

Evaluacidon de Receptores de Progesterona mediante Inmunosensores Electroquimicos

40

30 -

10

I (uA)

10 |

20

cu desnudo

—— Cu-TBA

—— Cu-TBA-antiPr
—— Cu-TBA-antiPr-Pr|
1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1

-040 -0,35 -0,30 -0,25 -0,20 -0,15 -0,70 -0,05 0,00
E (V) vs. SCE

-30

40 |

Figura IV.1.4. Perfil voltamperométrico del electrodo de trabajo de Cu-pc (negro), su perfil luego de ser
incubado con TBA (2 mM) durante 30 minutos (rojo), su perfil luego de ser incubado en solucién de
antiPR en buffer Tris con NaCl 0.15 M a pH 8.0 por aproximadamente 13 dias a 5 °C (azul) y su perfil luego
de ser incubado en una solucién 0.1 mM de progesterona en buffer Tris a pH 7.5 y etanol absoluto en
proporcion 20/1, por aproximadamente 4 dias a 5 °C (verde), en soluciéon 1 mM de [Ru(NH3)6]3+ en
electrolito soporte NaClO, 0.1 M. Velocidad de barrido 0.05 V/s.

Nuevamente, se observa un notorio cambio en la intensidad de los picos para el perfil
voltamperométrico del electrodo Cu/TBA/antiPr/Pr con respecto a las etapas de
modificacidon anteriores, indicando que la progesterona se adsorbié a la superficie. La
progesterona formaria una capa mas conductora, razén por la cual disminuye
notoriamente la doble capa del voltamperograma.

Por ultimo, la figura IV.1.5 muestra los resultados registrados luego de incubar al
electrodo Cu/TBA/antiPr/Pr durante 7 dias a 5 °C en un extracto de utero (animal) que
contenia receptores para progesterona.

-
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Figura IV.1.5. Perfil voltamperométrico del electrodo de trabajo de Cu-pc (negro), su perfil luego de ser
incubado con TBA (2 mM) durante 30 minutos (rojo), su perfil luego de ser incubado en solucién de
antiPR en buffer Tris con NaCl 0.15 M a pH 8.0 por aproximadamente 13 dias a 5 °C (verde), su perfil

luego de ser incubado en una solucién 0.1 mM de progesterona en buffer Tris a pH 7.5 y etanol absoluto

en proporcién 20/1, por aproximadamente 4 dias a 5 °C (azul) y por dltimo su perfil luego de ser
incubado por 7 dias a 5 °C en un extracto de Utero (animal) que contenia receptores para progesterona
(celeste), en solucién 1 mM de [Ru(NHg)(,-]3+ en electrolito soporte NaClO, 0.1 M. Velocidad de barrido
0.05 V/s.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que el electrodo modificado
Cu/TBA/antiPr/Pr podria llegar a detectar presencia de receptores de progesterona en
extracto de utero animal ya que la intensidad de corriente (y los valores de caida
Ohmica) en el voltamperograma vuelven a cambiar drasticamente luego de la
incubacién en el extracto de tejido de utero (animal). De esta forma, el sensor podria
funcionar como un marcador positivo o negativo para presencia de receptores de Pr en
tejidos.

-
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Figura IV.1.6. Perfil voltamperométrico del electrodo de trabajo de Cu-pc (negro), su perfil luego de ser
incubado con TBA (2 mM) durante 30 minutos (rojo), su perfil luego de ser incubado en solucién de
antiPR en buffer Tris con NaCl 0.15 M a pH 8.0 por aproximadamente 13 dias a 5 °C (rosado), su perfil
luego de ser incubado en una solucién 0.1 mM de progesterona en buffer Tris a pH 7.5 y etanol absoluto
en proporcién 20/1, por aproximadamente 4 dias a 5 °C (azul) y por dltimo su perfil luego de ser
incubado por 7 dias a 5 °C en albimina sérica bovina (BSA) 0.5 mg/ml (verde), en solucién 1 mM de
[Ru(NH3)6]3+ en electrolito soporte NaClO, 0.1 M. Velocidad de Barrido 0.05 V/s.
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Figura IV.1.7.a) Perfil voltamperométrico del electrodo de trabajo de Cu-pc luego de ser incubado con
TBA (2 mM) durante 30 minutos y en solucidn de antiPR en buffer Tris con NaCl 0.15 M a pH 8.0 por
aproximadamente 13 dias a 5 °C (negro), su perfil luego de ser incubado en una solucién 0.1 mM de

progesterona en buffer Tris a pH 7.5 y etanol absoluto en proporcién 20/1, por aproximadamente 4 dias

a 5 °C (rojo) y por ultimo su perfil luego de ser incubado por 7 dias a 52C en albumina sérica bovina (BSA)
0.5 mg/ml (azul), en solucién 1 mM de [Ru(NH;)¢]*" en electrolito soporte NaClO, 0.1 M. Velocidad de

barrido 0.05 V/s. b) Perfil voltamperométrico del electrodo de trabajo de Cu-pc (negro), su perfil luego de
ser incubado con TBA (2mM) durante 30 minutos (rojo), su perfil luego de ser incubado en solucién de

antiPR en buffer tris con NaCl 0.15 M a pH 8.0 por aproximadamente 13 dias a 5 °C (verde), su perfil
luego de ser incubado en una solucién 0.1 mM de progesterona en buffer Tris a pH 7.5 y etanol absoluto
en proporcidn 20/1, por aproximadamente 4 dias a 5 2C (azul) y por ultimo su perfil luego de ser

incubado por 7 dias a 5 °C en un extracto de Utero (animal) que contenia receptores para progesterona

(celeste), en solucién 1 mM de [Ru (NH3)6]3+ en electrolito soporte NaClO, 0,1 M. Velocidad de barrido

0.05 V/s.
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Finalmente, se llevaron adelante experimentos en presencia de una proteina, la BSA,
para realizar medidas blanco y verificar si el electrodo que contiene Pr detecta en
forma selectiva la presencia de receptores.

En las figuras IV.1.6 y IV.1.7 se observa el perfil obtenido para el electrodo modificado
Cu/TBA/antiPr/Pr luego de ser incubado en presencia de BSA 0.5 mg/ml. Después de
incubar, no se observd un descenso en la intensidad de los picos de la cupla de Ru,
demostrando que el biosensor construido es especifico para receptores de PR y no
captaria otros integrantes del extracto evaluado. Mdas aun, el perfil obtenido es muy
similar al del electrodo Cu/TBA, lo cual afirmar que la incubacién en solucién de BSA,
tuvo como unico efecto desorber la anti-Pr adsorbida sobre el electrodo. Si bien la
proteina elegida no es el mejor blanco para el caso en estudio, permite igual
pronosticar la especificidad del electrodo de Cu/TBA/antiPr/Pr para receptores de Pr.

IV.1.1- Andlisis de la cupla redox [Ru (NH3)6]3*/ [Ru (NH3)e]?*

Como se explicara, el proceso de ensamblado del electrodo desde el sustrato metdlico
de cobre hasta el biosensor que contiene la Anti-Pr y la Pr, se basa exclusivamente en el
analisis de los cambios observados en el comportamiento de la cupla redox utilizada. Si
bien se prepara la solucién a partir del reactivo [Ru(NHs)e]Cl3, el complejo de Ru(ll) se
genera sobre el electrodo al ciclar entre los potenciales seleccionados.

A partir de la altura de los picos de intensidad de corriente observados en el registro
voltamperométrico es posible obtener informacidon acerca del nimero de electrones
intercambiados, del area real del electrodo, del coeficiente de difusion de los
componentes de la cupla y de la concentracién de especie electroactiva en el seno de la
solucién. Ademas a partir de los valores de la relacion entre la intensidad de pico
anddica y catddica, y del comportamiento del potencial de pico a distintas velocidades
de barrido de potencial se obtiene informacién sobre la reversibilidad del sistema.
Ademas brindan informacion sobre el mecanismo de reaccién, ya que a menudo, los
voltamperogramas ciclicos revelan la presencia de intermediarios en las reacciones de
oxido/reduccion.
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Figura IV.1.1.1. Gréfico de la intensidad de pico (1) vs. raiz cuadrada de la velocidad de barrido. Se

grafican los valores medidos en el proceso anddico y en el catédico. Electrodo de trabajo de Cu-pc en
solucién 1 mM de [Ru [(NH3)¢]* en soporte NaClO, 0.1 M.

y (I,) = 77,055x + 0,6546 R? = 10,9936
y (I.) = 67,732 + 19368 R? =10,991

Si un sistema es reversible e involucra un proceso de difusién, se cumple que:

I
-1 (1L11)
Lo

La ecuacidén 11.1.1 se cumple para todas las velocidades de barrido. Ademas, el valor del
potencial de pico debe ser el mismo para toda velocidad.
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Por otra parte, en condiciones de difusion reversible se verifica la ecuacién de Randles-
Sevcik, la cual establece que:

I= (269.109 n*24c D2 v (1.1.2)

siendo n el numero de electrones intercambiado en la reaccién, A el area del electrodo
(cm?), C la concentracién de reactivo en el seno de la disolucién (mol cm™), y D el
coeficiente de difusion (cm? s™) de las especies oxidada y reducida (dependiendo de
cual sea la / de corriente estudiada, la anddica o la catddica).

De acuerdo en lo mostrado en la figura IV.1.1.1, los datos experimentales de intensidad
de pico (tanto anddica como catddica) ajustaron a un comportamiento lineal al ser
graficados vs. la raiz cuadrada de la velocidad de barrido, lo que indica que los
integrantes de la cupla no se adsorben a la superficie del electrodo. A partir de los
valores de las pendientes, y aplicando la ecuacién de Randles-Sevcik, se obtienen los
siguientes valores de coeficientes de difusidon D de la especie oxidada (rama anddica) y
de la especie reducida (rama catédica):

Doy = 1,44 x 107 cm?s™1
Dyeq = 5,5x107% cm?s~1

Los valores reportados para el coeficiente de difusidon en electrolito soporte KCl 0.1 M
son 8.43 x 10° cm?/s para el complejo de hexa amino Ru (l1l) y 1.19 x 10~ cm?/s para Ru

(11).

En el caso de utilizar electrolito soporte KNO3; 0.1 M los valores de coeficientes de
difusion reportados son 8.00 x 10° cm?/s para el complejo de hexa amino Ru (lll) y
1.11x10° cm?/s para el Ru (11).

Se observa que los coeficientes de difusidn de la especie reducida son mayores que los
coeficientes de difusidn de la especie oxidada, igualmente no son exactamente iguales
gue en el sistema de estudio utilizado ya que se utilizé como electrolito soporte NaClO4
0.1 My también se empled en los calculos el drea geométrica del electrodo que no es la
misma que la real.

-
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IV.2- Espectroscopia infrarroja

Se realizd el espectro FTIR de la sal CuSO45H,0 (figura 1V.2.1). Las bandas
caracteristicas del anién sulfato se encuentran en el rango de nimero de onda 1180-
1130 cm™ y en el rango 680-610 cm™ en ambos casos correspondientes a vibraciones
stretching [84,85]. Se espera observar bandas originadas por las moléculas de agua en
la red cristalina (figura 1V.2.2), en la zona 3800-3200 cm™ correspondiente a las
vibraciones stretching simétricas y asimétricas del enlace O—H y un pico en el rango
1700-1600 cm™ debido a la vibracién bending simétrico del enlace O—H (ver tabla
IV.2.1).
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Figura IV.2.1. Espectro FTIR de CuSO,-5H,0 al 1 % en KBr.

copper (II) sulfate 5-water

=
Figura IV.2.2. Estructura y celda unidad de la sal CuSO,-5H,0. Se representan en rojo los cationes cobre
(1), en amarillo los aniones sulfato y en gris las moléculas de agua que forman parte de la red cristalina.
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Tabla IV.2. 1. Asignacion de senales para el CuSO4-5H,0.

nimero de onda (cm™) Asignacion
517 Sin asignar
586
604
660
961 Bandas caracteristicas
995 del anion sulfato.
1084 Stretching
1144
1161
1200

Bending simétrico del

1612 enIace%—H del agua
3119 Stretching simétrico y
3368 asimétrico del enlace
3433 O—H del agua
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Figura IV.2.3. Espectro FTIR de TBA sélido al 1 % en KBr.

Los compuestos heterociclicos muestran bandas stretching C—H en la regiéon 3080—
3000 cm™, si el compuesto contiene un grupo N—H, se observa una banda stretching
N—H en la regién 3500-3200 cm™, y su posicién depende de la formacion de puentes
de hidrégeno [84]. Estos compuestos muestran patrones de bandas caracteristicos en la
regién 1600-1300 cm™ en la regién de stretching del anillo. La naturaleza de los
distintos sustituyentes afecta dicho patrén. Otra regidn caracteristica es la zona 800-
600 cm™, donde se observan las bandas bending fuera del plano del C—H [84].

El espectro del TBA disperso en una pastilla de KBr (figura IV.2.3) ha sido reportado por
Méndez et al. (2007) cuya asignacidon se muestra en la tabla 1V.2.2. [72]. La asignhacién
de las bandas corresponde a la numeracién que se muestra en la figura IV.2.4.

07

54N3
8 Sﬂ\g
O |}| S

Figura IV.2.4. Numeracion utilizada en la molécula de TBA para la asignacién de las bandas del espectro
infrarrojo [72].
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Tabla IV.2.2. Asignacidn de sefiales para el TBA sélido [72].

TBA . a2
niimero de onda (cm™) Asignacion

455 Bending simétrico del anillo en el plano

496 Bending asimétrico del anillo en el plano

527 Bending C;,—Cs—Cs

586 Bending N;—H fuera del plano

606 Bending del anillo fuera del plano

613 Bending N;—H fuera del plano

718 Bending N—H y C;—H fuera del plano

773 Deformacion del anillo fuera del plano

822 Bending Cs—H fuera del plano

934 Deformacién del anillo en el plano

1163 Stretching C—S, wagging N.—H en el plano, wagging
Cs—H en el plano, wagging O—H en el plano.

1240 Stretching O—H y wagging Cs—H en el plano

1273 Sin asignar

1296 Wagging en el plano de Cs—H, O—H y N—H

1350 Stretching asimétrico N;-C,-N;

1381 Deformacién asimétrica del anillo en el plano

1402 Stretching Cs-N; y wagging Ns-H

1437 Bending O-H en el plano

1568 Tioamida scissoring

1616 Stretching C=0

1651 Stretching C=0

1690 Stretching C=0

1721 Stretching C=0

2560 Stretching O-H

2598 Stretching O-H

2675 Stretching O-H

2874 Stretching NH-O

2943 Stretching N-H

3013 Stretching N-H

3096 Stretching Cs-H
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El espectro FTIR que se obtuvo para el complejo Cu-TBA se muestra en la figura IV.2.5.
En la figura 1V.2.6 se observa la superposicion de los espectros del complejo Cu-TBA y
TBA sdlido.
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Figura IV.2.5. Espectro FTIR del complejo Cu-TBA sélido. Al 1% en KBr
1 I Multipoint, _
Abs |
. ~
=3
4 =
2
08 9
. [
2
A ]
T |
] ° 9 n -
06 : :
i gz 8
. 2 | | ] 2
o S S
B 8 8 g
1
] iz {‘17 i i
o ]
04 A B |
2
i 8| g | 5
] | N H 8
g o e P AN " g
a8 Egs B 8§
b 38 SEg & 8 | ¥
89 Lg | 3 \ o
k3 N o
1 - o ©
4 g N
] I 3
o w Vs
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4

back 1l/em

Figura 1V.2.6. Espectros FTIR superpuestos del complejo Cu-TBA sélido (rojo) y TBA sélido (negro). Al 1%
en KBr
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No se observan las sefales caracteristicas del anion sulfato en el espectro Cu-TBA, lo
cual muestra la eficacia de los lavados para separar dicho anién del complejo.

A partir de las figuras IV.2.5 y IV.2.6 se realiza el siguiente andlisis, teniendo en cuenta
que el ligando presenta cambios en la densidad electrdnica de sus enlaces debido a la
coordinacidn y por lo tanto existe un corrimiento de las bandas caracteristicas. También
puede haber una pérdida de simetria (equivalencia) de los grupos sustituyentes, y por
lo tanto, pueden multiplicarse el nimero de bandas.

Cuando se superponen los espectros del complejo y del ligando se realizan las
observaciones que se detallan en la tabla IV.2.3.

-
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Tabla IV.2.3. Comparacion de bandas en los espectros FTIR de TBA'y Complejo Cu-TBA

TBA Complejo Cu-TBA

numero de onda (cm'l) numero de onda (cm'l) Asignacion
455 428 Bending simétrico del anillo en el plano
496 476 Bending asimétrico del anillo en el plano
527 553 Bending C;,—Cs—Cg
586 | - Bending N;—H fuera del plano
606 | Bending del anillo fuera del plano
613 634 Bending N;—H fuera del plano
718 | e Bending N—H y Cs—H fuera del plano
773 773 Deformacion del anillo fuera del plano
822 Bending Cs—H fuera del plano
934 Deformacién del anillo en el plano
——————— 1022 C=S streching y tioamida scissoring
Stretching C—S, wagging N—H en el plano,
1163 =1162 (muy débil) wagging Cs—H en el plano, wagging O—H en el
plano.
1240 1225 Stretching O—H y wagging Cs—H en el plano
1273 - Sin asignar
1296 1294 Wagging en el plano de Cs—H, O—H y N—H
1350 1359 Stretching asimétrico N;-C,-N3
1381 | e Deformacién asimétrica del anillo en el plano
1402 | - Stretching C¢-N; y wagging Ns-H
1437 1429 Bending O-H en el plano
1568 1550 Tioamida scissoring
1616 1620 Stretching C=0
1651 | e Stretching C=0
1690 | Stretching C=0
1721 | - Stretching C=0
2560 2128 Stretching O-H
2598 2197 Stretching O-H
2675 2320 Stretching O-H
2874 2351 Stretching NH-O
2943 2374 Stretching N-H
3013 | e Stretching N-H
3096 3176 Stretching Cs-H
------ 3335 Streching N;-H

-
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A partir de los datos resumidos en la tabla IV.2.3 se puede concluir que:

- Desaparecen las bandas del C=0 en 1651, 1690 y 1721 cm™ lo que podria indicar
gue la unién se produce a través de los oxigenos.

- También se observan cambios conformacionales en la estructura del ligando
cuando se une al cobre, lo que se evidencia también con la desaparicién de las
bandas en 586, 606, 718, 822, 934, 1381, 1402, 3013 cm™. Muchos de ellos se
relacionan con cambios en los nitrégenos contiguos a los oxigenos, los que
también podria evidenciar que la union al metal ocurre a través de los oxigenos.

También se detectan cambios conformacionales ya que las bandas en 455, 496,
527, 613, 1240, 1350, 1437, 1568 y 3096 cm™ sufren corrimientos.

- Evidenciaria también la formacidon de este complejo, la aparicion de senales
nuevas en 1022 y 3335 cm™, que corresponden al C=S streching y tioamida
scissoring y streching Ny-H.

- Con respecto a las bandas de 2560 a 2943 cm™ que aparecen corridas en el
complejo también y asignadas a stretching O-H, podriamos concluir que
corresponden a humedad de ambiente en el caso del TBA y restos de solvente
en el complejo.

- Teniendo en cuenta las observaciones anteriores se propone que en el complejo
sintetizado el acido tiobarbiturico funciona como un ligando multifuncional [86],
pudiendo ademas establecer que la unién del TBA al Cu ocurre a través de los
grupos OH del ligando y con una estequiometria molar de 2 Cu por 1 TBA.

En resumen, en el complejo formado el TBA actuaria como ligando del cobre a través
de una de sus formas tautoméricas (figura IV.2.7). Esta estructura explica la
desaparicion de las sefiales que involucran al grupo Ni-H, porque al formarse el doble
enlace C=N se pierde el H. También explica la aparicidn de las sefiales relativas al C=S en
1022 cm™, y la desaparicion de las sefiales producidas por el stretching C=0.

OH

N7

Figura 1V.2.7. Una de las posibles formas tautoméricas del acido 2-tiobarbiturico [72].
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IV.3 - Espectroscopia Visible
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Figura IV.3.1. Espectro visible del complejo Cu-TBA. Solvente etanol. Temperatura ambiente. Region del
espectro visible 550 a 800 nm.

Debido a su baja solubilidad, para proceder a su analisis, el complejo debid ser disuelto
en etanol y se midié el espectro de la solucién sobrenadante. Debido a esto no es
posible obtener datos cuantitativos como el coeficiente de extincion molar, porque no
se conoce exactamente la cantidad del complejo disuelta.

La figura IV.3.1 muestra el espectro de absorcidén para el complejo Cu-TBA en la zona
550 nm a 800 nm de la regién visible del espectro. Se distingue un pico de absorcién en
760 nm. De acuerdo a la bibliografia, la mayoria de los complejos de cobre son de color
azul o verde; las excepciones se producen por la presencia de fuertes bandas en la
region ultravioleta, lo que hace que el complejo tome color rojo o marrén [87], tal
como se observéd en el precipitado obtenido como resultado de la sintesis del complejo
Cu-TBA en este trabajo. El complejo de Cu-TBA reportado por Zaki y col. también es de
color marrdn [88]. Sin embargo, durante la sintesis, luego del agregado de NaOH, se
observo el cambio de color celeste caracteristico del sulfato de cobre, a un azul marino
intenso. Este color se debe a la presencia de una banda de absorcién en la region 600-
900 nm, coincidente con el maximo de absorbancia observado en el complejo
sintetizado disuelto en etanol. Como se mencionara, esta banda es caracteristica de los
complejos de cobre (ll), y se asocia a una serie de varias transiciones electrénicas de
tipo d-d, asociadas al ion central e influenciadas por la presencia del ligando, que
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aparecen superpuestas ya que sus valores de energia son muy cercanos [87], lo cual
explica el ancho del maximo de absorbancia observado en el espectro.

A partir de los 600 nm se observa un aumento en los valores de absorbancia hacia
menores longitudes de onda, que corresponden a la presencia de bandas de
transferencia de carga entre el metal y el ligando, o transiciones electrénicas del propio
TBA en el rango UV-visible [72], estas bandas son habitualmente mucho mas intensas
que las correspondientes a las transiciones d-d [87].
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Capitulo V. Conclusion

El trabajo transcurrié con éxito de acuerdo a los objetivos iniciales.

Los electrodos de cobre (Cu) utilizados fueron construidos manualmente, incluyendo
esto el armado y acondicionamiento posterior (lijado y pulido).

Luego de verificar la correcta construccion, los electrodos atravesaron una serie de
etapas de ensamblado y modificacion controladas cada una de ellas por
voltamperometria ciclica. En este sentido, cada paso del mismo es evaluado luego de su
realizacion, mediante medidas de VC en presencia de una cupla redox
[Ru(NH3)s]*>*/[Ru(NH3)s]**, en la ventana de trabajo £=-0.4 a E=-0.03 V vs SCE.

Se desarrollaron las diferentes etapas de ensamblado con éxito, fueron verificadas y
medidas por VC, dando como resultado un electrodo modificado Cu/TBA/AntiPR/PR
capaz de detectar en forma selectiva (en principio) la presencia de receptores de PR en
tejidos.

Se concluye entonces, que un electrodo de cobre que atraviesa correctamente por las
etapas de ensamblado, podria comportarse como uno biosensor que detecta positivos
y negativos en cuanto a presencia o ausencia de receptores de Progesterona en tejidos
por lo tanto este trabajo constituye un aporte al desarrollo de los biosensores
electroquimicos y los resultados obtenidos servirdn para futuras investigaciones en el
tema.

El proyecto también incluyd la sintesis del complejo Cu-TBA, una de las especies que
podria estar involucrada en el perfil voltamperométrico del sistema. Se logré la sintesis
de un complejo de coordinacién cobre/acido 2-tiobarbiturico, caracterizandolo
mediante espectroscopia infrarroja transformada de Fourier y espectroscopia visible. El
analisis por espectroscopia infrarroja (FTIR) del complejo indicaria que la unién del TBA
al Cu involucra los grupos OH del ligando y con una estequiometria molar de 2 Cu por 1
TBA.

-
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