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Resumen

La tuberculosis es una enfermedad altamente infecciosa y de acuerdo con la Orga-
nizacién Mundial de la Salud (OMS) estd entre las primeras diez causas de muerte;
aproximadamente una de cada tres personas en el mundo la presentan en su for-
ma latente. Uno de los principales problemas para controlar la propagacién de esta
enfermedad es la falta de un sistema de diagnéstico oportuno.

Los biosensores son sistemas desarrollados para detectar la presencia de sustan-
cias orgdnicas a través de un sistema de transduccién. Una de las mejores opciones
para transducir senales es por medio métodos electroquimicos, debido a su bajo
costo y buena sensibilidad. Pueden ser usados para capturar y medir biomoléculas
caracteristicas de determinadas enfermedades para realizar un diagnéstico.

Los polimeros conductores son compuestos organicos que presentan alta conducti-
vidad eléctrica, son faciles de sintetizar, son asequibles y tienen afinidad por diferentes
biomoléculas, por estas caracteristicas son materiales ideales para la construccion de
biosensores.

En el presente trabajo se presenta el desarrollo de una plataforma para inmoviliza-
cién de antigenos. El sistema construido fue un biosensor del tipo electroquimico para
la deteccién de anticuerpos contra 2,3-Di-O-acil-trealosa (2,3-DAT). La plataforma
para la inmovilizacion del 2,3-DAT, un antigeno altamente asociado a infecciones por
M. tuberculosis fue utilizada para capturar satisfactoriamente los anticuerpos en sue-
ro y las mediciones se realizaron electroquimicamente. El sistema se construyé usando
los polimeros conductores polianilina y polipirrol como sustratos; las técnicas de es-
pectroscopia de impedancia electroquimica y voltametria ciclica se utilizaron para la

caracterizacion del soporte y la deteccion de anticuerpos.






Abstract

Tuberculosis is a highly infectious disease. According to the World Health Orga-
nization (WHO), it is one of the top ten causes of death in the world; approximately
one third of the world population has been infected with the causative agent of
the disease, Mycobacterium tuberculosis. One of the main problems to control the
propagation of this disease is the absence of an appropriate diagnostic system.

Biosensors are systems developed to detect organic substances by means of a
transduction system. One of the most practical system for transducing signals in
biosensors is through electrochemical measurement due to low cost and good sen-
sibility. This can be used for capture and measurement of biomolecules that are
characteristic of certain disease for a diagnostic.

Conducting polymers are organic compounds that present high electric conducti-
vity, are easy to synthesize, are affordable and have high affinity for biomolecules, for
all of this characteristics these are ideal materials for the construction of biosensors.

In this work, the develop of a platform for antigen immovilization is presented.
The system was constructed for its use as an electrochemical biosensor for the detec-
tion of antibodies against 2,3-Di-O-acyl-trehalose (2,3-DAT).The platform for the
inmovilization of 2,3-DAT, a highly specific antigen associated to M. tuberculosis
infections, was successfully used to capture antibodies in serum and it was measu-
red by means of electrochemical measurements. The system was constructed using
the conducting polymers polyaniline and polypyrrole as substrates; the techniques
of electrochemical impedance spectroscopy and cyclic voltametry were used for the

characterization of the support and the detection of antibodies.






Capitulo 1

Introduccion

1.1. Sobre la tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad altamente infecciosa provocada por la
bacteria Mycobacterium tuberculosis. Este bacilo se aloja principalmente en los pul-
mones aunque también puede afectar otros érganos. En pacientes con un sistema
inmune normal la bacteria puede ser controlada y en algunos casos permanece en
estado latente; en el caso de pacientes con una deficiencia en su sistema inmune, por
ejemplo personas que padecen diabetes o infectadas con el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), el bacilo puede proliferar y causar enfermedad, lo cual se le conoce
como estado activo de la infeccién. Algunos sintomas caracteristicos de la enferme-
dad son fiebre, cansancio excesivo, tos persistente y pérdida de peso. Dos terceras
partes de las personas infectadas con tuberculosis que no se diagnostican a tiempo y

que no son atendidas fallecen por las complicaciones de la enfermedad.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [1], M. tuberculosis
es el agente bacteriano que més personas mata en el mundo. La mayoria de los casos
de TB ocurren en paises en vias de desarrollo. Aproximadamente un tercio de la
poblacién total del mundo estd infectada con la forma latente de esta enfermedad,

es decir que poseen la bacteria pero no presentan sintomas ni pueden transmitirla.

9



10 1.1. Sobre la tuberculosis

Figura 1.1: Mapa de casos estimados de TB en el mundo por cada 100,000 habitan-
tes.(Organizacién mundial de la salud (OMS), 2012 [1])

Existe una relacién importante entre personas infectadas con VIH en fase de SIDA
y el desarrollo de TB activa, ya que esta tltima es favorecida ante el debilitamiento
del sistema inmune; el tabaquismo en adultos y la desnutricién en ninos son otros
factores importantes que afectan el sistema inmune y permiten que la enfermedad se
desarrolle. En México, de acuerdo con los registros sanitarios, en el 2010 se reporta-
ron 15,384 nuevos casos de TB pulmonar y 1,827 defunciones, lo cual corresponde
a un promedio de 42 nuevos casos y 5 muertes cada dia. En la figura [1.1] se pueden

observar los casos estimados de TB por cada 100,000 habitantes en distintos paises.

En la figura [I.2] se puede observar el ciclo de infeccién de la bacteria que causa
la tuberculosis. La transmision de la enfermedad se da principalmente por via aérea.
Cuando una persona infectada con TB activa expulsa pequenas particulas cuando
habla, estornuda o tose, estas pueden permanecer mucho tiempo en el aire, donde

otra persona puede absorberlas al respirar y la bacteria llegara de esta forma a sus
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pulmones; este método de contagio es lo que hace a la tuberculosis tan infecciosa.
Cuando el bacilo se encuentra dentro del huésped, existe una primer respuesta inmu-
ne del organismo que detecta el patégeno; los macréfagos acuden al sitio de infeccién
para combatir a la bacteria y encapsularla en su interior para destruirla; la mayoria
de las veces el bacilo puede sobrevivir al interior del macréfago y permanecer ahi de
forma latente hasta que el sistema inmune se debilite y pase al estado de TB activa.
El estado de latencia es uno de los principales problemas para controlar esta enfer-
medad, ya que el paciente durante esta fase no presenta sintomas. Cuando pasa a la
fase activa se puede confundir con otra enfermedad, como una simple tos o resfriado.
En este caso la persona generalmente no toma los cuidados adecuados, lo que la
convierte en importante foco de infeccién. Se calcula que mientras no es tratada, una

persona con TB activa puede infectar entre 10 y 15 personas al ano.

Actualmente uno de los métodos mas usados para el control de la epidemia de
tuberculosis es la aplicacién de la vacuna Bacillus de Calmette y Guérin (BCG), la
cual corresponde a una cepa atenuada de Mycobacterium bovis. La vacuna es eficien-
te en variedades graves de tuberculosis en ninos, como la meningitis tuberculosa y
miliar. Sin embargo, para tuberculosis pulmonar en ninos y adultos tiene un rango
de eficacia muy variable que va del 0 al 80 % [2]; aunque esta vacuna ha permitido
controlar el contagio a niveles masivos, no garantiza la protecciéon contra la enferme-

dad y ano con ano hay nuevos brotes de TB.

En la mayoria de los casos la tuberculosis tratada oportunamente es curable; sin
embargo se han descubierto algunas cepas que tienen resistencia a los medicamentos
mas usados en el mundo, como son la isoniacida y la rifampicina, que actualmente
representan el tratamiento mas efectivo contra la TB; a la variante resistente de M.
tuberculosis se le clasifica como TB con multiresistencia a drogas (MDR-TB). Existe
otra variante llamada tuberculosis con resistencia extendida a drogas (XDR-TB), la
cual ademads de ser resistente a los medicamentas mencionados anteriormente, tiene
resistencia a quinolonas y a antibidticos inyectados como amikacina, capreomicina y

kanamicina; utilizados para tratar la MDR-TB. En el 2006 se reportaron 4 casos en
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Infeccion

Macréfagos atacan
al batcilo en pulmones

Maocrofagos eliminan
todos los bacilos

TB Activa

©

-Diabetes
-Desnutricion
-VIH

-Ete

| El bacilo se aloja
| en los macrofagos

. TB Latente Sano

@
Figura 1.2: Ciclo de infeccién de M. tuberculosis. 1. Un individuo con tuberculosis
activa estornuda o tose y expulsa particulas que contienen al bacilo. 2. Una persona
sana, al respirar puede absorber la bacteria la cual se aloja en los pulmones. 3. El
sistema inmune identifica al agente patégeno y acuden macréfagos para eliminar el
bacilo, si logran eliminarlo correctamente el paciente estara sano; sin embargo el
bacilo en ocasiones puede permanece inactivo dentro del macrofago. 4. El individuo

tiene tuberculosis latente; puede volverse activa la funcién del sistema inmune se
torna deficiente.
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Irdn de una nueva variante de TB denominada tuberculosis totalmente resistente a
drogas (TDR-TB). Como su nombre lo indica esta cepa no responde ante ninguno
de los medicamentos mencionados anteriormente para el tratamiento; en enero de
2012, en India se reportaron 12 casos de personas que presentaban esta cepa [3,
la presencia de esta variante en India es alarmante ya que es el pais con mayor
niumero de casos MDR-TB sin controlar, aproximadamente 100,000 infectados; las
autoridades sanitarias de ese pais admiten no tener la infraestructura necesaria para
diagnosticar y tratar a estos pacientes. Cabe destacar que estas variantes aumentan
exponencialmente la mortalidad y el costo de los tratamientos. En el caso de una
epidemia, no solo en India sino en el resto de paises en desarrollo, donde se repor-
ta el mayor nimero de casos de TB, los sistemas de salud podrian colapsar por el
potencial crecimiento de la enfermedad. Ante este panorama, un punto critico para

lograr controlar esta epidemia es el diagndstico oportuno de personas con TB activa.

1.2. Meétodos actuales para el diagnéstico de tu-

berculosis

En el cuadro[1.1] se pueden observar las diferencias en tiempo, precio y precision
de los principales métodos de detecciéon usados en la actualidad. La variacién del
precio es debido a las regiones donde se realiza el andlisis, por el costo de personal
y reactivos; la variaciéon en el caso del cultivo es por el tiempo que puede durar el
ensayo, si aparecen bacilos en el cultivo, la muestra se considera sospechosa y se
continua el cultivo hasta por 4 semanas para confirmar la presencia de M. tubercu-
losis. Es notable que casi todos los métodos requieren varias visitas del paciente al
consultorio, lo cual es una gran limitante, sobre todo en zonas rurales o con pocas

vias de comunicacion.
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Cuadro 1.1: Principales métodos utilizados en la actualidad para el diagnoéstico de

TB, 2010 [1].
Método Imagen Costo(Dls) Precisién Tiempo
/Visitas
A ;
‘1 A
- . \{ by
o o
Microscopia M b { 0.2-5 Media 1 Dia
de esputo 2-5
Cultivo 18-2700 Muy Alta 1-4 Semanas
2-3
Secuenciacién 40-67 Alta 1-2 Dias
de ADN _ 2
Radiografia 20-100 Dls Baja 1 Dias

1-2
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Uno de los principales métodos para el diagnéstico rapido de la TB es por medio
de la microscopia del esputo del paciente [4]. Esta se realiza tomando una muestra
del fluido que es expulsado cuando el paciente tiene una tos profunda, la muestra
es tratada para tenir a la bacteria y es examinada al microscopio para buscar a la
bacteria que aparece como un bastén alargado de aproximadamente 5 x 0.5 um; cabe
destacar que es necesario un estricto control de calidad del procedimiento para preve-
nir la contaminacion cruzada y resultados falsos; aunque es un método relativamente
rapido y con una buena precision, hay factores que influyen en la reproducibilidad
de los resultados como son: la experiencia de la persona que examina la muestra, el
agente que se usa para tenir a la bacteria, el tipo de microscopio, el tipo de cepa
examinada y la edad del paciente; aproximadamente el 30 % de los pacientes, prin-

cipalmente en ninos no pueden producir el esputo requerido para este analisis.

El cultivo de Mycobacterium es el procedimiento estandar a nivel mundial para
obtener mayor precision en la deteccion de la TB. Este suele usarse una vez que se
sospecha de la infeccién después de una toma de esputo. El proceso consiste en tomar
una muestra del fluido del paciente (de origen respiratorio: esputo, lavado bronquial
o broncoalveolar; de origen no respiratorio: sangre, orina, médula osea, etc.) que pos-
teriormente se cultiva en una placa con medio (Lowenstein Jensen). La sensibilidad
de este método es tan alta que puede detectar hasta 10 bacilos/mL (limite de detec-
cién). El problema es que se requiere entre 1 y 4 semanas para verificar la presencia
del microorganismo en el cultivo; ademas se requiere un laboratorio de bioseguridad
tipo 3. Adicionalmente, el personal debe estar entrenado en el manejo de agentes
infecciosos por el peligro que representa trabajar con M.tuberculosis. Este tipo de
laboratorio requiere de equipamiento especializado de alto costo, lo que limita su

acceso en paises en vias de desarrollo, que son los que tienen mayores indices de

morbilidad.

El proceso estandar para la identificacion de diferentes cepas de M.tuberculosis es
por medio de la secuenciacién de acidos nucleicos [5], principalmente con la secuen-

ciacién de la regiéon 16S rDNA. Se han creado kits para automatizar y estandarizar
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el proceso de analisis por este medio, lo que ha permitido identificar multiples cepas.
Uno de los principales problemas del método de diagndstico es que algunas especies
de micobacteria no son identificables con la secuencia 16S, ademds tiene un costo

relativamente elevado para ser un sistema generalizado de anélisis.

Otro método de diagndstico es la prueba con derivado proteico purificado (PPD)
tuberculina. El examen consiste en inyectar en la piel del paciente un derivado de
antigeno de Mycobacterium tuberculosis; durante la prueba se genera una papula por
la reaccién inmune del cuerpo que se mide durante las primeras 24, 48 y 72 horas
(dependiendo del contacto que el paciente haya tenido con la bacteria serd el tamano
de la pdpula). La prueba es muy inespecifica, ya que tiende a dar falsos positivos en
personas que han recibido la vacuna BCG incluso muchos anos después de la vacu-
nacién [6], ademas los resultados solo indican que el paciente ha tenido contacto con

la bacteria y no que esté enfermo.

El uso de rayos X, para obtener una radiografia de los pulmones, es otro de los
métodos méas usados en el diagndstico; algunas personas infectadas presentan lesiones
pulmonares en forma de cavidades, estas se pueden observar como manchas oscuras
en la radiograffa [7]. El examen también es inespecifico, ya que solo permite detectar
TB pulmonar y puede confundirse con otras enfermedades pulmonares, otra desven-

taja es que requiere el uso de una maquina de rayos X, la cual es poco asequible.

La OMS estipula que para obtener un control exitoso de enfermedades infecciosas
en paises pobres y en vias de desarrollo, se deben desarrollar sistemas y dispositivos
"ASSURED’, el acrénimo que por sus siglas en inglés es: asequibles, sensible, especifi-
cos, amigables al usuario, rapidos/robustos, libres de la necesidad de equipamiento y
con facil disponibilidad. Se estima que de obtenerse un sistema con una sensibilidad
del 85 %, se podrian salvar aproximadamente 400,000 vidas cada ano. Idealmente el
sistema de diagnodstico no debe requerir instalaciones eléctricas, refrigeracion, acceso
a agua limpia, ni personal entrenado y se deben obtener los resultados en alrededor

de una hora [g].
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1.3. Biosensores

Los biosensores son dispositivos analiticos que permiten principalmente la detec-
cién y cuantificacion de elementos de origen bioldgico como enzimas, acidos nucleicos,
anticuerpos, lipidos, proteinas, etc. La figura muestra el funcionamiento general
de un biosensor, la muestra de interés se hace pasar sobre un bioreceptor, este puede
ser, por ejemplo, un sustrato que contenga un ligando o un elemento que reaccione
con la sustancia de interés. Usando uno o varios elementos de transduccion se obtie-
ne una senal eléctrica que es amplificada y acondicionada a través de componentes
electréonicos. Finalmente la cuantificacion del analito se muestra al usuario a través
de un elemento de interfase como puede ser una pantalla. Quizas el ejemplo més
popular de un biosensor son los sistemas caseros para la cuantificacion de glucosa en

sangre y las pruebas de embarazo caseras.

Muestra

Mecanico
Térmico
Optico
Electroquimico

1 Bioreceptor 3 Transductor 3 Amplificador 4 Acondicionamiento
eléctrico y analisis de sefial

5 Lectura

Figura 1.3: Esquema de funcionamiento de un biosensor. La muestra con el analito de
interés se pasa por un bioreceptor, el cual lo captura y por medio de un transductor
lo convierte en senal eléctrica que es amplificada y acondicionada para poder ser
leida por el usuario.
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Las ventajas de los biosensores sobre otros sistemas de andlisis se basan en su
facilidad de uso (no requerir equipamiento especializado ni personal capacitado); ge-
neralmente son econémicos; tienen una alta sensibilidad y son miniaturizables, por lo
que es mas facil transportarlos. Todas estas caracteristicas hacen que estos disposi-
tivos sean los candidatos ideales para suplir la necesidad de sistemas de diagndstico,

especialmente para enfermedades infecciosas en paises pobres y en vias de desarrollo.

Dependiendo del método de transduccion que se use para detectar el analito de
interés, los biosensores se pueden clasificar en Opticos, mecanicos, piezoeléctricos,
magnéticos y electroquimicos (figura . Se han construido una gran variedad de
biosensores para diferentes sustancias usando distintos métodos de transduccion; por
ejemplo se han disenado biosensores épticos usando puntos cuanticos como marcado-
res para detectar la presencia de virus [9]. Los transductores mecénicos son principal-
mente basados en sistemas microelectromecanicos (MEMS, por sus siglas en inglés);
un ejemplo de estos transductores el microcantilever (microbarra anclada a una su-
perficie en un solo extremo) sobre el cual se pueden fijas sustancias especificas para
detectar otros elementos de una muestra a través de un cambio mecanico generado
por la unién de ambas sustancias; por ejemplo, sobre microcantiliver inmovilizaron
concavalina A y fibronectina para detectar esporas del hongo Aspergillus niger [10].
Los sensores piezoeléctricos usan la propiedad de ciertos materiales de generar un po-
tencial eléctrico cuando se les aplica una fuerza mecénica; por ejemplo, un polimero
a base de nanotubos de carbono con grupos funcionales carboxilo se ha desarrollado
para la deteccién de residuos de pesticidas [11]. Tal vez los menos comunes son los
biosensores magnéticos, un ejemplo de estos es el desarrollo de sensores para detectar
la presencia de bacterias como Legionella pneumophila y Salmonella [12], estos sen-
sores funcionan conjugando un anticuerpo a nanoparticulas magnéticas, éstas ante la
presencia de las bacterias se aglutinan generando un campo magnético, la intensidad
del campo es proporcional a la concentracion.

El sistema de transduccion mas utilizado en biosensores es el electroquimico, que
consiste en una serie de electrodos que detectan cambios en las propiedades eléctricas

o reacciones quimicas (a través de dispositivos electrénicos); un ejemplo representa-
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Figura 1.4: Diagramas de algunos ejemplos de los diferentes métodos de transduc-
cién en biosensores. a) Se puede observar la flexién de un cantilever la cual puede ser
registrada por resistividad o capacitancia. b) El material piezoeléctrico, al deformar-
se, genera una corriente eléctrica la cual puede medirse electrénicamente. ¢) Algunas
sustancias pueden tener propiedades especificas de absorbancia, difraccién, refraccién
o fluorescencia, los cambios pueden ser medidos con un fotodetector. d) Los sistemas
magnéticos se basan en conjugar particulas magnéticas a sondas biologicas para po-
der detectar el cambio en el campo magnético. e) El sensor electroquimico registra
los cambios en resistividad, capacitancia o las corrientes generadas por reacciones de
oxidacion y reduccion.
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tivo de transduccion electroquimica se encuentra en los sensores para medir glucosa.
Sin embargo, existen otros sistemas de transduccién ampliamente utilizados, como
la cromoamperometria, ruido electroquimico y espectroscopia de impedancia elec-
troquimica. Las ventajas de los biosensores electroquimicos sobre los anteriores son
las siguientes: pueden construirse en sistemas miniaturizados, de facil transporte; el
equipo y materiales para su elaboracién son asequibles en comparacion con otros

sistemas de transduccion.

Debido a las ventajas que presentan, se han creado una gran variedad de bio-
sensores con este sistema de transduccion; algunos ejemplos son: un biosensor para
detectar problemas hepaticos basado en la deteccién de niveles de colesterol, bili-
rrubina y aminotransferasa [13], el sensor funciona inmovilizando enzimas sobre un
arreglo de electrodos y mide la corriente generada por la reduccion quimica de la en-
zima; otro biosensor electroquimico que se ha desarrollado es para detectar Listeria
monocytogenes, en éste se mide la reduccién de grafeno con particulas de plata que
se usan como marcador [14]. El desarrollo de sensores basados en espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS, por sus siglas en inglés) ha crecido en los tltimos
anos. Esta técnica, a diferencia de los métodos antes mencionados, no requiere de
marcadores secundarios, por ejemplo se ha desarrollado un biosensor para monitorear

el crecimiento de neuroblastocitos en gel por medio del cambio de impedancia [15].

En algunos casos el biosensor como tal no es suficiente para obtener un sistema
de diagnéstico que sea portatil y facil de usar, ya que el manejo y preparacién de
la muestra se debe hacer por personas calificadas y usando un estricto protocolo de
calidad, lo cual es necesario para obtener resultados reproducibles. Para solucionar
estas dificultades, se han desarrollado dispositivos que integran los sistemas de ma-
nejo y preparacién de la muestra, y los automatizan junto con el biosensor, a este
concepto se le conoce como “Lab-on-a-chip”. En estos sistemas se pueden integrar
microcanales, microbombas, sensores y todo lo necesario para realizar la prueba sin
necesidad de algun otro equipamiento o personal capacitado. Algunos MEMS fabri-

cados en sustratos de silicio, han sido usados como plataforma para fabricar estos
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dispositivos, por ejemplo se han creado sistemas en MEMS con microcanales que son
capaces de medir y separar liquidos con una precisiéon de nanolitros [16], también se
han fabricado sistemas para la preparacién y administracion controlada de medica-

mento con microbombas [17].

Ademas de los MEMS, también se han utilizado sistemas de microfluidos ba-
sados en polimeros, entre los cuales destacan los de polidimetilsiloxano (PDMS) y
polimetilmetacrilato (PMMA), si bien estos no tienen las propiedades mecénicas ni
eléctricas del silicio, su fabricacion es mucho mas sencilla, lo cual permite realizar pro-
totipos mas rapido, a un menor costo e incluso desarrollar dispositivos desechables.
Por ejemplo, se han desarrollado sistemas compuestos por microbombas peristélticas,
en los que se logra separar el plasma de la muestra de sangre [18], también se han
desarrollado sistemas pasivos que son capaces de separar el plasma sin necesidad de
una bomba [19]. La combinacién de estos dispositivos y los biosensores permitiran, en
un futuro cercano, desarrollar sistemas de andlisis que cubran todas las necesidades
para el manejo de muestras en clinica. En la figura[1.5se puede observar un ejemplo

de un sistema microfluidico para el estudio de crecimiento de bacterias [20].

Un recurso bien explotado en el campo de los biosensores es la inmovilizacion de
sustancias activas afines a algin patogeno o series de estos. El proceso de inmovi-
lizacién tiene su propia area de desarrollo y pruebas. La inmovilizacion de enzimas
se basa en la confinacién de este tipo de biomoléculas sobre una matriz o soporte
distinto al que normalmente se encuentran ligadas; polimeros inertes y otros mate-
riales inorgdnicos son usados como soporte para la inmovilizacién de enzimas y otras
sustancias de origen biologico. La matriz o soporte ideal para la inmovilizacién debe
ser fisicamente resistente, inerte (que no reaccione quimicamente con la biomolécula),
estabilidad, capacidad para aumentar la especificidad o actividad de la enzima, redu-
cir la adhesion de moléculas no deseadas y la contaminaciéon microbiana. Diferentes
métodos son utilizados para la inmovilzacién y el rendimiento de esta se ve afecta-
do por muchos factores; el primero es por adsorcién, donde la inmoviliazcion se da

por agregacion, protedlisis e interacciones hidréfobas entre el soporte y las enzimas,
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Figura 1.5: Ejemplo en el que se muestra el tamano y complejidad de los dispositivos
microfluidicos (George M. Whitesides,2006]20])

generalmente es absorcién fisica y el soporte o matrix se introduce en un bano con
solucion que contenga las biomoléculas y al secarse estas queden sobre la superficie
de los electrodos; el segundo método es por unién de enlaces covalentes, donde los
aminoacidos de la cadena lateral de la enzima forman enlaces covalentes con los ele-
mentos de los que esté hecha la matriz o soporte, aminodcidos como arginina, acido
aspartico, histidina, etc., también influyen los grupos funcionales imidazol, indolilo,
hidroxido fendlico, etc.; y el tercer método general se basa en la inmovilizacién por
afinidad donde se utilizan materiales soporte o matriz que sean especificos para la
enzima y cambian sus condiciones fisioldgicas para la adhesiéon de un grupo especifico
de estas. Existe otro método utilizado para la inmovilizacién, el método de captura,
donde las enzimas se capturan por fuerzas covalentes y no covalentes, utilizando geles

o fibras para fijar las enzimas a la matriz o soporte; este tipo de encapsulacion es
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bastante usado [21].

1.3.1. Principales biosensores desarrollados para el diagndsti-
co de TB

Los biosensores pueden ser comparados de acuerdo a una infinidad de parametros,
inicialmente, podriamos hablar de su linealidad, sensibilidad, selectividad y tiempo de
respuesta. La linealidad ideal de un biosensor se determina en funcion de la relacién
existente entre la senal medida y la concentracién del analito de interés; esta debe
ser constante independientemente de la concentracion. La sensibilidad se mide en
funcién del valor de la respuesta del electrodo por la concentracién del sustrato. Su
selectividad debe ser favorecida disminuyendo interferencias quimicas que dificulten
la medicién. El tiempo de respuesta que tarde en obtener el 95% de la medicion
determinard si es un biosensor adecuado o no (dependiendo de lo que se quiera
medir).

Hay técnicas utilizadas con una baja y mediana efectividad de deteccion: pruebas
que requieren 24 h o mas para producir resultados y requieren instrumentacion es-
pecial con personal calificado. Con respecto al uso de biosensores para el diagndstico
de TB existen biosensores basados en la deteccion de antigenos, anticuerpos o la bac-
teria completa a través de sistemas piezoeléctricos; los cristales de cuarzo utilizados
tienen una alta sensibilidad a los cambios en masa y superficie, por lo que alcan-
zan un limite de deteccién 10 CFU/mL. A pesar de que se considera un excelente
limite de deteccién, factores como la densidad, viscosidad, constante dieléctrica y
conductividad de la muestra pueden afectar la medicion. La linealidad para este tipo
de biosensores se ha observado en concentraciones que van de 102 a 107 CFU/mL
con un punto de corte de 100 Hz. Los biosensores 6pticos basados en espectroscopia
raman poseen una sensibilidad del 95.2% comparado con los métodos de secuen-
ciacién de TRNA de diferentes especies de Micobacterium. Requiere que se tengan
previamente identificadas la especie de Micobacterium TB para realizar la deteccién
e identificacion; un laboratorio de bioseguridad 3 y los antigenos fluorescentes, que

incrementan el costo [22].
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Es dificil realizar una versién portatil para la deteccién de muchas enfermedades;
otros sensores para el diagnéstico de TB se basan en espectroscopia de interferometria
[23], éste es capaz de detectar si hay anticuerpos para tuberculosis en el paciente; el
sistema tiene una sensibilidad del 75 % comparado con un inmunoensayo estandar, y
puede trabajar con la muestra de sangre directamente sin diluir, la desventaja es que
requiere de equipamiento optico especializado, por lo que no es facil hacer una versién
asequible ni portatil. Otro tipo de sensores son lo que detectan ADN de la bacteria
de tuberculosis [24], los cuales contienen nanoparticulas de oro unidas a una sonda
de ADN con una afinidad a la secuencia de un gen especifico de la micobacteria y la
respuesta de la senal se amplifica separando las sondas unidas al ADN por medios
magnéticos; posteriormente se realiza la cuantificacion de forma electroquimica. Para
este sensor se reporta una muy buena sensibilidad de hasta 10 ng/ul, pero requiere
reactivos poco estables a temperatura ambiente y el uso de la sonda y nanoparticulas

de oro elevan el precio del biosensor.

A continuacién se muestra una tabla[l.2|con lo principales sensores para diagnésti-
co de TB desarrollados.
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1.4. Técnicas electroquimicas

La electroquimica brinda herramientas tutiles para determinar sus propiedades
como potenciales de oxidacion, reducciéon, comportamiento eléctrico, fenémenos de
difusion, etc., de diferentes materiales y superficies. Esta técnica permite estudiar la
transferencia de cargas (electrones o huecos) entre una fase sélida (material, electro-
do o superficie de estudio) y una fase liquida (electrolito). El electrodo al entrar en
contacto con el electrolito libera cargas hacia la soluciéon hasta llegar al equilibrio
energético, esto provoca un desbalance de cargas en la superficie del electrodo ge-
nerando, a su vez, potencial eléctrico. Este desvalance de cargas es conocido como
efecto de doble capa, que consiste en un arreglo de dos capas monomoleculares de
carga positiva y negativa producidas por la transferencia de cargas entre el electrodo
y electrolito. El espesor de estas capas es del orden de Angtroms por lo que el campo

eléctrico producido llega a ser del orden de KeV [25].

En la figura se presenta un esquema basico de una celda electroquimica de
dos electrodos (dnodo y cdtodo) que estédn unidos entre si mediante un voltimetro;
en el 4nodo ocurre un proceso de oxidacién (pérdida de electrones) liberando iones
con carga positiva hacia la solucion, mientras que en el catodo ocurre un proceso de
reduccién (ganancia de electrones) liberando iones negativos. Estos iones se difunden
a través de una membrana porosa la cual evita la saturacion de cargas en la superficie
de los electrodos. Esta diferencia de carga entre los dos electrodos genera un potencial

que es registrado en el voltimetro.

En la mayoria de los experimentos electroquimicos, sélo es de interés conocer las
reacciones que suceden en uno de los dos electrodos, por lo que se usa un tercer
electrodo como referencia (celda independiente contiene una solucién saturada de
sales). El electrodo cominmente utilizado para el estudio de sistemas biolégicos es
el de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl) y recubierto de una solucién electrolitica de
KCl saturada.

En los sensores electroquimicos generalmente se usa una configuracion de 3 elec-

trodos, el electrodo de trabajo es el que se desea analizar, el electrodo de referencia
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Figura 1.6: Diagrama de una celda electroquimica de dos electrodos.

y un electrodo auxiliar o contraelectrodo; este ultimo, genera la carga necesaria para
regular el potencial entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia mediante
un potenciostato con el que se mide el voltaje generado en el electrodo de trabajo. En
la figura se observa el diagrama eléctrico basico de un potenciostato conectado
a una celda electroquimica de tres electrodos; el electrodo de referencia se conecta a
un amplificador operacional, en el cual se coloca un potencial de referencia que es el
que se quiere mantener entre el electrodo de referencia (RE) y el de trabajo (WE),
la diferencia del voltaje deseado pasa por el contraelectrodo (CE) para proveer la

corriente suficiente.

El uso de celdas y potenciostatos permite realizar algunas técnicas usadas pa-
ra biosensores como son: cronoamperometria [26], voltametria ciclica o voltampero-
metria [27] y espectroscopia de impedancia electroquimica [28]. A continuacién se

explican los fundamentos de cada una de estas técnicas.
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Figura 1.7: Diagrama eléctrico de un potenciostato con una celda electroquimica de
tres electrodos.
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1.4.1. Cronoamperometria

En la técnica de cronoamperometria, la celda se mantiene a un potencial cons-
tante o con un pulso cuadrado, y se registra el cambio en la corriente a través del
tiempo [29]. Las alteraciones de corriente en el tiempo se deben principalmente a la
expansion o disminucion de las capas de difusion del electrodo de trabajo. La ventaja
de la cronoamperometria, es que usualmente no requiere de marcadores o reactivos
secundarios, ademas que es extremadamente sensible. Sin embargo, la técnica requie-
re que haya especies de concentracion variable durante el ensayo, que se reduzcan u
oxiden, o que produzcan corriente eléctrica. La técnica se ha utilizado para diversos
tipos de sensores desde los clésicos sistemas para medir glucosa o colesterol [30], y pa-

ra el estudio de la respuesta electroquimica de neurotransmisores en tiempo real [31].

La figura muestra un diagrama de la respuesta cronoamperométrica obtenida
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a partir de un sensor electroquimico para la deteccién de ADN [32]. El sensor usa la
enzima peroxidasa de Armoracia rusticana (HRP), que se conjuga a una sonda de
ADN uniéndose a la muestra de interés; al agregar peroxido de hidrégeno se genera
una corriente eléctrica debido a la reducciéon de éste tltimo; la corriente es registrada

a través del tiempo y se puede observar como el pico que aparece en la gréfica.
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Figura 1.8: Ejemplo de cronoamperometria para un biosensor de ADN basado en
HRP [32].

1.4.2. Voltametria ciclica

Una de las técnicas més usadas en electroquimica es la voltametria ciclica (CV,
por sus siglas en inglés), a diferencia de la cronoamperometria en la CV se hace un
barrido de voltaje con una senal rampa a través del tiempo, cuando se alcanza el
potencial maximo la rampa se invierte, generando asi una senal triangular, durante
el experimento se genera una senal de corriente que es graficada contra el potencial
para obtener el voltamograma ciclico.

La CV es ttil para realizar la caracterizacion de especies quimicas que tienen la

capacidad de oxidarse y reducirse usando determinados potenciales eléctricos, otro
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uso es para electrodepositar sustancias sobre electrodos, como metales o polimeros
conductores. Dos parametros importantes a tomar en cuenta durante el experimento
son la taza de barrido y el potencial maximo y minimo. La taza de barrido determina
la frecuencia de la senial rampa, usualmente se expresa en mV/s; para electrodepdsi-
tos, la taza tiene una fuerte influencia en la estructuracién de la pelicula, ya que
determina la velocidad a la cual se depositan las capas. El potencial maximo y mini-
mo son los que determinan la amplitud de la senal y los potenciales de oxidacién
contribuyendo en el grosor de la pelicula, debido a que el potencial sera proporcional

a la cantidad de masa que se deposita en cada ciclo.

La figura|l.9[muestra en (a) la sefial triangular que se introduce al sistema. En (b)
la respuesta obtenida en corriente contra potencial. En el voltamograma, los puntos
ipc e ipa representa los picos de corriente catédica y anddica, respectivamente, y los
potenciales maximos son representados por Epc e Epa. En los electrodepdsitos, estos
potenciales representan el voltaje al cual se realiza la maxima transferencia de masa,
los picos de corriente también pueden indicar el proceso de oxidacién o reduccion de
una especie quimica, si aparecen ambos picos significa que la reaccion con la especie
quimica es reversible. Uno de los problemas de esta técnica es que durante cada ciclo
cierta cantidad de material se puede depositar en los electrodos de referencia o con-
traelectrodo, provocando un cambio en la resistividad y por lo tanto en la intensidad

de corriente y el potencial de salida.

Algunos biosensores que han usado CV son, por ejemplo, un biosensor para la
determinacion de nitratos [33], que se basa en la inmobilizacién de la enzima nitrato
reductasa que se reduce al haber mayor cantidad de nitratos, por lo que los picos
catodicos presentan mayor intensidad de corriente. Otro sensor amperométrico que
se ha desarrollado, es para determinacién de cromatos en el agual34], el cual usa
una enzima que al entrar en contacto con cromatos se reduce liberando electrones,
lo que genera una intensidad de corriente proporcional a la cantidad de cromato. Un
novedoso biosensor para detectar células tumorales [35] se basa en la inmovilizacién

sobre un electrodo de oro de Anti-EpCAM, un anticuerpo que va dirigido contra una
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Figura 1.9: a) Senal triangular a un potencial determinado con respecto al electrodo

de referencia. b) Voltamograma Ciclico dode se muestra el voltaje contra la corriente
durante los ciclos.

proteina de adhesién epitelial (EpCAM) expresada por algunos tumores. A la muestra
se le agrega una sonda de anticuerpos anti-EpCAM marcados con nanoparticulas
magnéticas; los anticuerpos al unirse a las células y éstas al sustrato, generan un

cambio en la conductividad eléctrica del sistema.

Una desventaja de los biosensores que usan CV, es que para medir cambios de
corriente o conductividad, se requiere que haya especies que tengan una actividad

electroquimica, usualmente estas no estan presentes en los inmunoenayos; por lo que
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se requiere agregar una enzima u otro marcador que genere la senal, este proceso
implica mas tiempo y material en la preparacién del sistema lo que eleva el costo del

biosensor.

1.4.3. Espectroscopia de impedancia electroquimica

La espectroscopia de impedancia electroquimica, por sus siglas en inglés 'EIS’,
es una de las técnicas de mayor interés en el campo de los biosensores debido a que
no requiere marcadores secundarios y puede dar una gran cantidad de informacién
del sistema que se analiza. La EIS, a diferencia de la CV, genera una senal senoidal
con una amplitud de voltaje determinada a diferentes frecuencias para establecer el

comportamiento de los diferentes elementos del sistema.

La EIS se basa en la modelacién de cualquier sistema electroquimico como un
circuito eléctrico, por ejemplo, una célula, un metal con corrosiéon o una celda electro-
quimica; éstos sistemas se pueden considerar como un arreglo de los tres elementos
pasivos basicos que existen en los circuitos eléctricos: resistores, capacitores e induc-
tores. En la figura|l.10]se muestran los tres elementos pasivos, el primero es el resistor
que es un material que se interpone al flujo de la corriente eléctrica que se disipa en
forma de calor. El segundo elemento es el capacitor; estd compuesto por dos placas
paralelas de un material conductor, al generar un potencial entre ambos extremos de
las placas éste se almacena en el capacitor en forma de un campo eléctrico. El ultimo
elemento es un inductor, generalmente compuesto por un conductor enrollado en
forma de espiral (bobina), al generar una diferencia de potencial y pasar la corriente,

este elemento almacena la carga en forma de campo magnético.

En general con las técnicas electroquimicas mencionadas anteriormente (CV y
cronoamperometria), solo se toma en cuenta la resistividad o su inverso la conducti-
vidad, las cuales se rigen por la ley de Ohm (ecuacién [I.1]), donde la resistencia (R)
del sistema es directamente proporcional al voltaje (V) e inversamente proporcional

a la corriente (I); sin embargo esta ley solo aplica para elementos resistivos lineales.
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Figura 1.10: Elementos béasicos pasivos eléctricos. a) Resistor, disipa la carga en forma
de calor. b) Capacitor, almacena la carga en forma de campo eléctrico ¢) Inductor,
almacena la carga en forma de un campo magnético.

v

R= T (1.1)
La impedancia (Z) se puede definir como la oposicién que presenta un circuito al
flujo de corriente, tomando en cuenta la contribucién de los elementos capacitivos e
inductivos del sistema, a diferencia de la ley de Ohm. La intensidad de la impedancia
se puede calcular sumando sus elementos y tratandolos como resistores, pero susti-
tuyendo el valor por las ecuaciones indicadas en el cuadro es notable que éstas
ecuaciones son dependientes del voltaje a través del tiempo; es decir, que la frecuen-
cia (w) en los inductores y capacitores afecta la senal de salida, es por esta razén que
en la EIS se realiza un barrido de frecuencias, asi se pueden obtener los valores de los
diferentes elementos que pueden representar el circuito circuito eléctrico del sistema.
El modelado del sistema usualmente se puede reducir a un conjunto de resistores y
capacitores, ya que se puede suponer que en los electrodos usados en biosensores no

existen elementos inductivos o tienen valores muy bajos que pueden ser despreciados.

De acuerdo a las ecuaciones de impedancia (ver cuadro [1.3]), se puede observar
la respuesta ante una senal senoidal producida por una fuente de voltaje, cuando se

agrega un resistor al circuito se obtendra la misma senal senoidal de voltaje pero
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Cuadro 1.3: Ecuaciones de impedancia de los elementos eléctricos pasivos.

Elemento  Ecuacién Impedancia Ecucacién Voltaje-Corriente
Resistor (R)

Z =R V=IR

Capacitor (C)
Z =1/iwC [ =C4%

Inductor (L)
Z = iwL V=L4

Donde w = 27 f es la frecuencia radial del voltaje de entrada.

con una amplitud reducida, ya que el valor del resistor es generalmente mayor a uno.
En el caso del capacitor se puede obtener una senal en la que también cambia la
amplitud; pero como la carga y descarga del elemento capacitivo esta en funcién del

tiempo, se puede observar un corrimiento de la senal llamado desplazamiento de fase

(), Figura

El barrido de frecuencias usualmente va de 10,000 Hz a 0.1 Hz; se usa este rango
de frecuencias ya que no se conocen los valores aproximados de las capacitancias del
sistema, el limite superior de 10 KHz se usa ya que a mayores frecuencias es poco
probable encontrar efectos capacitivos del sistema electroquimico, ademas se pueden
detectar inductancias y capacitancia provenientes de los puntos de conexién ajenas al
sistema de estudio. Los parametros ¢ y Z son dependientes de esta frecuencia angular
y la representacion de estos valores (Z y ¢) vs w es llamada grafico de Bode, el cual
consta de dos graficas una donde se muestras la magnitudde la senal y la fase, este
diagrama es 1til ya que permite registrar un amplio rango de frecuencias y observar
la respuesta del sistema ante diferentes frecuencias. Otra forma de representar los
datos obtenidos es usando la ecuacién de Euler (ecuacién [1.2)), al ser la entrada de
voltaje una senal senoidal, se puede representar con la ecuacién [I.3] con este plantea-
miento se puede generar una ecuacion de la impedancia dependiente de la frecuencia
angular (ecuacién . Se puede observar que esta ecuacién incluye una componente

real y una compleja, que al graficar la impedancia real (ReZ) en funcién de la par-



1. Introduccién 35

,\ Viar I ~
Voltaje [ \ f.’f I JI.-' \
\ [ oskf | / I|'.
I', [ | I \ III \
1 |
- I" R \ [ t
Ll I i I I I
T [ =5 | ] EN hio
\ I \ / \ / |
|IIII I,'I III . él i |III | ||II
Fuente de voltaje \ f.l'l \ ;}' I"\/'
% Mo | |
i 1o
Corriente @  ————— L g e e i
-. 7\ x /] ' ;/‘\\
— - /N \ [\ Cambio
Ly Pt 3 L | -t de
~1 u-\ [ -5\ / \.\ 5 \[1 amplitud
. / ' /
Resistor _\¥/-_ _____ AN l\__/_| _______
-10
i
.'ff\ -',ﬂ\‘ J1
Corriente {0\ [ [
[ fos |y [ 1
/ \ | \ Il| \
I | \ f | | |
| | | !l I| |
| I o] s 7 | ST T ot
| _‘ll' |'I | [ - \
. | \ \ { \
Capacitor ."I ll'. I-'I —osf .'II I'ul\ |
I|' \ ,ll '\ / |
| / \/
J \/ ok \J \/
Desplazamiento
de fase

Figura 1.11: Respuesta de un Resistor y un Capacitor al proccesar una senal senoidal
producida por una Fuente de voltaje.

te compleja de la impedancia (ImZ) se obtiene la gréfica de Nyquist. Con los dos

tipos de gréficos (Bode y Nyquist) se puede obtener diferente informacién del sistema.

e(i¢) = coso + ising (1.2)

V, = Vet (1.3)
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Z(w) = V/I = Zye'® = Zy(cosg + ising) (1.4)

En la figura[1.12] se observan las gréficas de impedancia de Nyquist y Bode para

un circuito compuesto por un capacitor y un resistor en un arreglo en paralelo.

Figura 1.12: a) Graficas de Nyquist y Bode para la impedancia de un circuito
compuesto por un capacitor y un resistor conectados en paralelo.

La ecuacién [1.5] muestra como se calcula la impedancia en un circuito en paralelo,
siendo Zr y Zc las impedancias del resistor y capacitor, respectivamente. Al sustituir
los valores de la impedancia de cada uno de los elementos presentados en el cuadro
[1.3] se obtiene una ecuacién compleja que es dependiente de la frecuencia angular
y al separar las partes real e imaginaria, se obtienen las ecuaciones y|1.8 en
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la parte real mientras que el valor de ReZ aumenta conforme la frecuencia disminuye
hasta llegar a un limite en R. Por otro lado, en la parte imaginaria el valor de ImZ
tiende a cero a frecuencias muy altas o muy bajas; el valor maximo alcanzado es
cuando la frecuencia toma un valor igual a la raiz cuadrada del inverso del capacitor.
Al graficar ambos valores de impedancia se obtiene el grafico de Nyquist (ﬁgura
el cual muestra un semicirculo, cada punto de éste puede ser representado también
por el médulo (distancia del orgien al punto) y el argumento (dngulo formado entre
el eje y el médulo) de la impedancia, el cual es el desplazamiento de fase y se puede

obtener con la ecuacion [L.Ol

7Z = W (1.5)
20) = (1.6
ImZ(w) = H“’:’;gzm (1.7)
ReZ (w) = WRC?R” (1.8)
argZ = ¢ = arct(m(m) (1.9)

Para el mismo circuito [1.12] el grafico de Bode primero muestra como cambia
la impedancia en relacién con la frecuencia angular. La ecuacién [I.6] muestra que
conforme la frecuencia aumenta la impedancia tiende a R, debido a que el capaci-
tor a altas frecuencias no alcanza a recargarse, por lo que se comporta como una
apertura en el circuito; la otra parte de la grafica de Bode muestra la dependencia
del dngulo de fase con la frecuencia angular, como se observa en la ecuaciéon [1.9]
el desplazamiento depende de la frecuencia angular y es una funcién del arctan, es

decir, conforme la frecuencia aumenta el desplazamiento se incrementa.
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Con la informacion obtenida de la EIS se puede realizar un modelado del circuito
eléctrico, el cual representa el sistema de estudio a partir de elementos pasivos, los
cuales pueden formar una gran variedad de circuitos. En la figura se puede ob-
servar como una celda electroquimica se puede modelar como un circuito eléctrico;
en general los cables y conexion se comportan como resistencias de alta conducti-
vidad, el electrolito de la celda también se comporta como una resistencia de mas
baja conductividad, pero algunos otros elementos como las bicapas formadas por
las uniones de los electrodos, o la capa delgada formada por la interfase entre la
solucién y el electrodo (doble capa), se comportan como capacitores. Las capas que
se forman durante la incubacion de biomoléculas, como antigenos y anticuerpos que
se adhieren al soporte, pueden afectar los valores de resistencia y capacitancia del
sistema; tomando en cuenta estos cambios, seria posible determinar la presencia de
estas moléculas en una muestra usando la técnica EIS.

La técnica de EIS se ha usado en varios tipos de biosensores, sobre todo en aquellos
en los que se quiere eliminar la necesidad de un marcador secundario para realizar la
cuantificacion del analito de interés; también donde se tienen estructuras que generan
grandes cambios en la impedancia. Por ejemplo, un biosensor que detecta glicopro-
teinas midiendo el cambio en la resistencia de carga [36]. Otro ejemplo es un biosensor
para la deteccién de endotoxinas en vacunas [37], en este sensor se usa un aptdmero
para atrapar los lipopolisacaridos de origen bacteriano, se inmoviliza sobre un micro-
electrodo de oro y se miden las propiedades eléctricas tras incubarlo. La EIS se ha
incorporado incluso en sistemas mas complejos de biochips, por ejemplo en uno para
la cuantificacién de células a través de la medicién de la capacitancia [3§], la cual es

directamente proporcional el nimero de células sobre el area del electrodo de trabajo.
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Figura 1.13: a) Circuito eléctrico que se puede modelar a partir de la celda electro-
quimica b) Representacion del circuito dentro de la celda

1.5. Polimeros conductores como soporte para bio-

sensores

Uno de los obstaculos en del desarrollo de biosensores, es la obtencion de un
sustrato adecuado para la inmovilizacién del ligando (antigeno u otro elemento) que
servird para capturar el analito de interés, ademas el sustrato debe ser compatible
con el método de transduccion de la senal. Como se ha mencionado anteriormente, la
mayoria de los sustratos usados en sensores electronicos son a partir de semiconduc-
tores como el silicio, y en algunos casos polimeros sintéticos; sin embargo, el problema

al utilizar estos materiales, es que la mayoria de las veces las biomoléculas usadas
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en los ensayos no tienen afinidad por estos, incluso algunos no son biocompatibles y
afectan el comportamiento de los reactivos. Una alternativa para lograr un sustrato
adecuado es el uso de los polimeros conductores, que son compuestos organicos con
la capacidad de conducir corriente eléctrica; su estructura les brinda afinidad hacia
ciertas biomoléculas y gracias a su buena conductividad se pueden realizar pruebas
electroquimicas sobre éstos.

Desde mediados del siglo XIX, se comenzaron a realizar modelos tedricos de com-
puestos orgdnicos que podian presentar un estado de conductividad, al principio se
hicieron algunos experimentos con polianilina que ademas de ser conductora en su
estado oxidado, presentaba propiedades electrocromicas; pero fue hasta la década
de 1970 cuando se descubrieron y desarrollaron por primera vez polimeros con una
alta conductividad eléctrica, esto se presentaba principalmente en su estado oxidado
aunque en pocos casos se presenta en su estado reducido. En el ano 2000 Alan J.
Hegeer, Alan G MacDiarmid y Hidki Shirakawa recibieron el premio nobel por el

descubrimiento y desarrollo de estos polimeros [39].

Los polimeros conductores pueden ser clasificados de acuerdo a la forma en que las
cargas se propagan a través de ellos; este fendmeno esta relacionado con su estructura
molecular, los polimeros redox contienen centros por los cuales los electrones van
brincando, estos centros redox son principalmente organicos u organometalicos y
pueden estar directamente sobre la cadena del polimero o en la cadena lateral. En
algunos polimeros las moléculas redox pueden retenerse en la cadena temporalmente
por medios electrostaticos cuando se encuentran en forma de electrolito. El otro tipo
de polimeros conductores son los conductores intrinsecos (ICP), donde la conduccién
de electrones se da principalmente por el mecanismo de salto, cada enlace de la
cadena recibe y libera electrones.

A la fecha se han descubierto muchos polimeros que pueden actuar como ICP, en-
tre los que més se utilizan estan poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT), que presente
una buena conductividad y estabilidad; el polipirrol (PPy), que estd formado por
cadenas de anillos de pirrol, tiene una alta conductividad y es muy estable al medio

ambiente. Otro de los polimeros més usados es la polianilina (PAni), esta se forma a
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partir del mondémero anilina, también tiene una alta conductividad y es un material
electrocréomico, es decir que al ser oxidada o reducida por una corriente eléctrica esta
puede cambiar de color y cambiar sus propiedades eléctricas. En la figura se
pueden observar las estructuras de los polimeros mencionados asi como los diferentes

estados de oxidacién de la PAni.

ve 4N a0\ =<>=_<}=<>={>_=
\/ " [
DT
It
OO

d) Polianilina (sal de emeraldina)

i
sl L L OO

b) Poly(3,4--etilendioxitiofeno) -"a"“l“a G eraldina)

(=]
(=]
(o]
o

Figura 1.14: Estructura quimica de Polipirrol (PPy), poli(3,4—etilendioxitiofeno)
(PEDOT) y estados de oxidacién de la polianilina (PAni)

El descubrimiento de los polimeros conductores ha tenido una gran repercusion en
la industria electrénica, ya que es posible remplazar algunos componentes electrénicos
hechos de elementos como silicio y germanio cuyo costo es mas elevado y los procesos
de fabricaciéon son complejos. Por ejemplo, se ha usado polipirrol y poliacetileno
para la fabricacién de pantallas electrénicas, en la construccion de capacitores, en
el desarrollo de recubrimientos anticorrosivos, en dispositivos electrocréomicos, en
sistemas de baterias, en la construcciéon de celdas solares organicas, asi como en
sensores y actuadores. Las principales ventajas que tienen los electronicos organicos,
es que su costo de fabricacién es muy inferior a los fabricados de silicio cristalino,
ademas que el dispositivo final adopta las propiedades plasticas del polimero haciendo
posible crear pantallas y celdas solares que se adapten a superficies variadas. Un
ejemplo de la versatilidad de los ICP, es la creaciéon de un micro brazo robdtico de
solo 670 pym de PPy capaz de levantar una cuenta de vidrio de 100 pm, utilizado

para la manipulacién de cultivos celulares [40]. En un futuro estos sistemas podrian
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ser usados para crear un laboratorio en un chip que sea fabricado en un solo paso
con polimeros conductores.

Otra de las ventajas que presentan estos polimeros, es que pueden ser depésitados
por medios quimicos y electroquimicos [41], [42]. Al realizar el depdsito a través de
campos eléctricos, se pueden producir peliculas de area y espesor controlado; en el
caso de la PAni se puede controlar su estado de oxidaciéon simplemente cambiando
el potencial de la celda electroquimica sin necesidad de agregar agentes dopantes
y se pueden depositar en areas selectivas para formar patrones. Una ventaja par-
ticularmente en biosensores, es que pueden transferir eficientemente los electrones
producidos por reacciones bioquimicas, por lo que pueden ser usados como sitios
de inmovilizacién para las biomoléculas y como sistema de transduccién. Ademas
son insolubles en medios acuosos y también en algunos casos en medios organicos,
y presentan una buena estabilidad térmica de aproximadamente 150 °C. Por estas

caracteristicas son ideales para la construccion de biosensores a nivel industrial.

1.5.1. Polianilina

La polianilina (PAni) es un polimero conductor que bajo ciertas condiciones de
oxidacién o reduccion puede conducir corriente eléctrica, es decir su resistencia o
capacidad de conducir puede ser cambiada por medios quimicos y electroquimicos.
Dependiendo de su estructura, la PAni puede presentarse en diferentes estados; como
pernigranilina en el cual obtiene un color azul/violeta y conduce muy poca corriente
eléctrica; en leucoemeraldina donde tiene un color verde claro casi transparente e
igualmente tiene baja conductividad; y el estado medio oxidado emeraldina, que es
el estado mas 1til. En su estado desdopado se le conoce como emeraldina base, tiene
un color azul intenso y baja conductividad, en su estado dopado se le conoce como
sal de emeraldina, es color verde intenso y presenta una alta conductividad en el
orden de decenas de ohms.

Los mecanismos de polimerizaciéon quimica y electroquimica de la PAni son si-
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milares durante los primeros pasos. El paso inicial es la oxidacion de la anilina para
formar un radical catiénico, el cual puede presentarse en tres formas como se obser-
va en la figura [1.15] En el segundo paso, los radicales se unen formando un dimero
dicationico, este pasa por un proceso de re-aromatizacion para alcanzar un estado es-
table y durante este proceso se pierden dos protones.El tercer paso es la propagaciéon
de la cadena de PAni, durante el proceso electroquimico (figura ), los dimeros
se oxidan en la superficie del electrodo, estos radicales se unen a otros cationes de
anilina para formar la cadena, la pelicula obtenida mediante este proceso continua
oxidandose, lo que la deja en el estado base emeraldina que actiia como aislante, por
lo tanto solo puede alcanzar un determinado tamano (dependiente de la estructura)
antes de que se sature el electrodo; si se quiere continuar creciendo la pelicula se debe
reducir colocando un voltaje negativo para pasarla a sal de emeraldina; la necesidad
de realizar este cambio ocasiona que la sintesis electroquimica de la PAni se tarde

tiempos mas largos que para otros polimeros como el PPy.

HA A
NH ——— N +
-e A SH

Paso 2 - Unién de radicales

/H A + +
N+ . NH, NH,
A-\H A A

Paso 1- Oxidacion del monémero +
NH,
/ .

Figura 1.15: Mecanismo inicial de polimerizaciéon de la polianilina.
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En el proceso quimico (ﬁgura b), se forma directamente la cadena oxidada de
emeraldina que puede contener algunas partes de leucoemeraldina y pernigranilina,
cuando el agente oxidante se termina durante la reaccién, el polimero se reduce para
formar la base emeraldina, después de sintetizada se puede dopar utilizando un acido

para formar la sal emeraldina.

Paso 3 - Crecimiento de la cadena
a) Electroquimica

HA +.
NH NH, — NH A_NHZ
L]

NH,
i
NH NH NH,
b) Quimica
+ +.
NH NH,
A A
+
-HA NH,
R
+. +. +
NH NH -NH,
'y A A

Figura 1.16: Crecimiento de la cadena de PAni durante la polimerizacién a) electro-
quimica y b) quimica.

La PAni ha sido usada en algunos biosensores, por ejemplo en uno capaz de
detectar fenoles[43], sobre la PAni se inmoviliz6 por adsorcién la enzima polifenol

oxidasa, la deteccion se hizo por amperometria. Otro sensor similar puede detectar



1. Introduccién 45

colesterol[44], en este se usa la enzima colesterol oxidasa. Un ejemplo mas novedoso
es un biosensor libre de marcadores para la deteccién de Escherichia coli[45], sobre
la pelicula de PAni se inmovilizaron anticuerpos anti- E. coli, el electrodo se incubo
en una solucién con diferentes concentraciones de la bacteria, la deteccion se hizo

por medio de EIS.

1.5.2. Polipirrol

El polipirrol se forma por la oxidacion del mondémero pirrol, esta puede ser ge-
nerada por electropolimerizacion o por polimerizacién quimica con un oxidante. La
sintesis por bano quimico se utiliza usualmente para obtener grandes cantidades de
polimero, mientras que la electroquimica se usa para obtener peliculas de un tamano
y geometria controlada. Usualmente el proceso quimico produce polvos y particulas
de PPy, mientras que la eletroquimica genera peliculas depositadas en los electrodos.
Debido a que el PPy tiene una conductividad muy buena en el orden de decenas
de ohms, el crecimiento electroquimico es virtualmente ilimitado, en contraste con la
PAni cuyo crecimiento es autolimitante; sin embargo el obtener una superficie unifor-
me depende en gran medida del electrodo de trabajo que se utilice, se ha observado
que se obtiene una mejor nucleacion en electrodos de platino y carbon vitreo, pero
tienen la desventaja de ser muy costosos, por el contrario se ha observado que es
dificil de sintetizar en electrodos de grafito y de acero inoxidable los cuales son mas
accesibles. Tal vez la mejor opcién son los electrodos de ITO (6xido de indio-estano),
este compuesto se puede depositar sobre diferentes sustratos como vidrio y polimeros,
las peliculas de PPy crecidas en ITO tienen una nucleacion aceptable y es asequible.

El mecanismo de electropolimerizacién del PPy se muestra en la figura [[.17] las
unidades de mondémero son absorbidas en el electrodo oxidandolas y generando ca-
tiones radicales de pirrol. Los cationes se pueden unir con otro catién radical igual
o con unidades de mondémero neutral en la solucién. Esto forma un dimero el cual
tiene una doble desprotonacion para formar una molécula neutra, estos dimeros ra-

dicales tienen un potencial de oxidacién menor a los monémeros libres en la solucion,
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por lo cual comienza a crecer la cadena de polimero uniéndose con otros dimeros o
monomeros. Usualmente el potencial de crecimiento se encuentra arriba de los +600
mV (vs Ag/AgCl) y la morfologia de las peliculas obtenidas depende en gran medida

del potencial al cual se deposita, del electrodo de trabajo y del electrolito usado.

%
H

Figura 1.17: Mecanismo de electropolimerizacién del polipirrol.

El PPy ha sido tal vez el mas estudiado entre los ICP para aplicaciones electroni-
cas, debido a su buena conductividad y estabilidad quimica, ademas de que es facil
de sintetizar. En el area biomédica ya se han realizado varios biosensores usando este
polimero conductor, por ejemplo se ha desarrollado un inmunosensor electroquimico
para detectar el virus de la leucemia bovina, utilizando como ligando la proteina gp51
que puede capturar anticuerpos producidos durante la enfermedad [43]; la cuantifi-
cacién se realiza por EIS y se logrd diferenciar claramente un sistema con el virus
incubado con respecto a uno sin el virus. Otro ejemplo en un sensor de glucosa que

utiliza nanoparticulas de PPy recubiertas con la enzima glucosa oxidasa [46], la de-



1. Introduccién 47

teccion se llevé a cabo por amperometia y se observo que el sensor genera hasta 10
veces mas corriente que las tiras convencionales, ya que al estar la enzima alrededor

de las nanoparticulas se obtiene un electrodo con mayor area superficial.



Capitulo 2
Justificacion

Como se mencioné en el capitulo 1, el bacilo emphM.tuberculosis es el agente
bacteriano que causa mayor mortalidad en el mundo. Ademas que un tercio de la
poblacién mundial esté infectada con la forma latente de la enfermedad, por lo que
una de las estrategias mas efectivas para detener la propagacion de esta enfermedad

es el diagnostico oportuno.

Por estas razones, es necesario desarrollar nuevo métodos de diagndstico que
permitan una deteccién oportuna del patogeno, que sea facil de utilizar, sencillo de
transportar, con una alta sensibilidad y un precio asequible. Los biosensores, son
sistemas que cumplen con estas caracteristicas, en particular los basados en sistemas
electroquimicos. Por lo cual en el presente trabajo se propone la construccion de un
soporte de deteccién de anticuerpos asociados a TB por medios electroquimicos, que

pueda servir en un futuro como plataforma de diagndstico.
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Capitulo 3
Hipotesis

Es posible desarrollar un soporte basado en polimeros conductores, que sea ca-
paz de detectar anticuerpos asociados a tuberculosis activa, en suero sanguineo de

humanos, a través de técnicas electroquimicas.
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Capitulo 4

Objetivos

4.1. Objetivo general

= Desarrollar un soporte basado en polimeros conductores, que sea capaz de
captar y medir la presencia de anticuerpos asociados a tuberculosis activa en

suero sanguineo.

4.2. Objetivos especificos

» Purificar el antigeno di-o-aciltrealosa (DAT), el cual es un antigeno con alta

especifidad para la deteccién de tuberculosis.

= Sintetizar peliculas de polimeros conductores por medios quimicos y electro-
quimicos.

= Inmovilizar el antigeno DAT sobre las peliculas de polimeros conductores.

= Medir la capacidad del soporte para captar anticuerpos anti-DAT a través de

inmunoensayos convencionales.

= Caracterizar el soporte por técnicas electroquimicas, para detectar la presencia

de anticuerpos anti-DAT en suero sanguineo.
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Capitulo 5

Estrategia experimental

5.1. Sistema a desarrollar

El sistema que se desea desarrollar en este trabajo se ilustra en la figura [5.1}
este es una plataforma de inmovilizacién que puede ser usada como un biosensor
electroquimico para la deteccion de anticuerpos asociados a tuberculosis; consiste en
un sustrato (1) sobre el cual se sintetiza una pelicula delgada de polimero conductor
(2), sobre ella se inmoviliza un antigeno 2,3-Di-O-acil-trealosa (DAT) (3) que se
expresa en las paredes de la bacteria que produce tuberculosis, por lo que personas
que padecen esta enfermedad producen anticuerpos contra DAT. Sobre la plataforma
se puede incubar suero sanguineo que contenga anticuerpos anti-DAT (4), estos se

adheriran al DAT y se puede medir su presencia por métodos electroquimicos (5).

Una segunda opcién para evaluar la capacidad del sistema como biosensor se
muestra en la imagen 5.2 en esta variacion, después de inmovilizar los anticuer-
pos anti-DAT sobre el sustrato, se anade un anticuerpo secundario anti-IgG, el cual
estd conjugado a la enzima peroxidasa de Armoracia rusticana en inglés HRP (hor-
seradish peroxidase), una especie de rdbano, posteriormente al agregar perdéxido de
hidrégeno, la enzima lo reduce generando un agente oxidante, esta variacion del agen-
te oxidante puede medirse a través de un mediador, el cual capta los electrones de

la reaccién y los conduce al electrodo, con lo que se puede registrar una corriente
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Figura 5.1: Esquema del sistema polimero conductor con DAT para desarrollar una
plataforma para un biosensor.
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Figura 5.2: Esquema de medicién electroquimica usando anticuerpos conjugador a
HRP

5.2. Diagrama experimental

La figura es el diagrama experimental que se desarroll6. La primera etapa fue
sintetizar las peliculas de polimeros conductores; polipirrol y polianilina. La PAni se

sintetizé elecroquimicamente debido a que el proceso de crecimiento requiere mucho
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tiempo, ademas se probd también con peliculas sintetizadas quimicamente; el PPy

solo se sintetizé electroquimicamente.

El antigeno DAT se purificé a partir de un cultivo de la cepa de Mycobacterium
fortuitum ATCC 6841. Los lipidos se obtuvieron por extraccién orgénica, el glicolipi-
do se purificé por cromatografia en una columna de silice [47]. Para obtener un suero
sanguineo control e hiperinmune (suero con antigeno) se inmunizaron dos conejos
Nueva Zelanda y su bioactividad se comprobd con una prueba colorimétrica ELISA

sobre placas de microtitulacién comerciales.

Una vez verificada la bioactividad, se determiné la cantidad 6ptima a colocar
en el polimero semiconductor mediante inmunoensayos usando diferentes concentra-
ciones de DAT. También se realizaron inmunoensayos con el suero hiperinmune de
conejo sobre PAni y PPy para confirmar su funcionalidad como soportes. Para la
primera serie de experimentos se decidié usar PAni, ya que se pensaba que se podia
observar una diferencia directa en su conductividad debido a los efectos de la reac-
ciéon antigeno—anticuerpo, por otro lado se eligié PPy, ya que presenta una mayor
estabilidad electroquimica, lo que haria mas facil medir una corriente al usar un me-
diador. Después se realizaron inmunoensayos usando sueros humanos infectados con
TB, sobre peliculas de PAni y PPy. Como primer acercamiento para registrar los
cambios en las propiedades electroquimicas del sistema, se hicieron ensayos de EIS
sobre las peliculas usando suero hiperinmune de conejo, esto con el fin de observar si
es posible detectar directamente anticuerpos en los soportes. Finalmente se hizo un
ensayo electroquimico por cronoamperometria, usando el anticuerpo secundario con-
jugado a HRP sobre PPy con suero de conejo hiperinmune y con suero de humanos

infectados.
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5.2.

Diagrama experimental
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Figura 5.3: Diagrama experimental



Capitulo 6

Materiales y métodos

6.1. Sintesis de polimeros conductores

Para los diferentes ensayos se sintetizaron peliculas de PAni por medio quimico;

y peliculas de PAni y PPy por medio electroquimico.

6.1.1. Sintesis quimica de polianilina

Debido a que el método de bano quimico permite sintetizar un gran nimero de
peliculas de PAni en poco tiempo, fue el primer método que se usé para sintetizar
las peliculas para los ensayos preliminares, principalmente debido a que se necesita-
ron muchas peliculas durante las primeras fases de prueba de inmunoensayos sobre
polimeros conductores.

Para sinetizar las peliculas de PAni, se cortaron rectangulos de hojas de PET
(Aldrich Prod. No. 639303) de 25 mm x 75 mm, se lavaron (agua desionizada) y co-
locaron en sonicacién por 10 minutos en una solucién de isopropanol. Los rectangulos
se soportaron sobre portaobjetos. Se vertieron 1.1 L de HC1 0.1 M (J.T. Baker Prod.
No. 5367, 36.5-38.0 %) y 5.46 mL de anilina (Aldrich Prod. No. 242284; previamente
destilada, 99 %) en un cristalizador y se enfrié el sistema hasta alcanzar una tempe-
ratura de 2 °C. Posteriormente se prepard una solucién de 10.67 g de APS (Aldrich
Prod. No. 248614, > 98 %) en 91 mL de agua destilada y se agregé lentamente por
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Figura 6.1: Cristalizador en el bano de hielo durante el proceso de polimerizacion de
PAni por bano quimico. Se puede observar como la solucién adquiere un color azul.

bureta. Cuando la solucién comenzé a cambiar a un color azul claro, se colocaron
los portaobjetos verticalmente en la solucién y se dejaron sumergidos por una hora.
En la figura se observa como los soportes de vidrio con el PET se sujetan por
medio de sujetadocumentos en la orilla del cristalizador. Al terminar el proceso las
peliculas se enjuagan con abundante agua destilada y se colocan en sonicaciéon por 5

minutos para retirar el exceso de polimero en la superficie de la pelicula.

6.1.2. Sintesis electroquimica de polianilina

Como se mencioné en el capitulo 1, el crecimiento electroquimico de la PAni es
auto limitante, por lo tanto el tiempo de sintesis se incrementa. Sin embargo es mas
controlado, reproducible y se obtiene una superficie mas homogénea. Es notable que
en este método no se usa un oxidante ya que el proceso de oxidacién se produce
electroquimicamente. En este caso se uso la técnica de CV para crecer las peliculas.

Para realizar la sintesis se utilizaron sustratos de vidrio y PET recubiertos con
ITO de 2.5 cm x 1 cm. Se preparé una solucién de anilina (0.1 mL) en 20 mL de
Hy,SO,4 0.1M (J.T. Baker Prod. No.9681, 95.0 - 98.0 %), se dejé en agitacién por 10
minutos. La celda utilizada se observa en la figura [6.2) el PET recubierto de ITO
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Figura 6.2: Esquema de la celda electroquimica usada para el depésito electroquimico
de PAni y PPy. El sustrato se coloca como electrodo de trabajo, el electrodo de
referencia es una malla de platino y se uso un electrodo de referencia de Ag/AgCl.

actué como electrodo de trabajo, como contraelectrodo se uso una malla de platino
y se utilizé un electrodo de referencia de Ag/AgCl con solucién KC1 4M saturada de
AgCl (Aldrich Prod. No. Z113085). El potenciostato (A Gill AC) se ajusté para la
CV en ’cyclic sweep’ con pardmetro de barrido de: -200 mV a +1600 mV, 50 mV /s,
7 Ciclos. Al terminar el depdsito se enjuagaron las peliculas con abundante agua

destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente.

6.1.3. Sintesis electroquimica de polipirrol

La sintesis electroquimica de polipirrol tiene la ventaja de que no se pierde con-
ductividad durante el electrodepdsito, es por eso que el crecimiento de peliculas es
virtualmente ilimitado. Ademas el crecimiento es mucho mas rapido comparado con
el de PAni. En general el PPy presenta problemas de adherencia sobre vidrio, es decir
que las peliculas tienden a despegarse muy facilmente del sustrato de vidrio, por lo
cual se eligié trabajar solo con peliculas sintetizadas sobre PET recubierto de ITO

para los inmunoensayos. El electrodepdsito se realizd en una solucion electrolitica de
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acetonitrilo con perclorato de litio, ya que permite una mejor difusién del monémero
lo que genera peliculas mas uniformes, con mejor conductividad y mayor adherencia.

También se utilizaron sustratos de PET recubierto de ITO de 2.5 cm x 1 cm.
La solucién electrolitica se preparé agregando 0.45 g de LiClO4 (Aldrich Prod. No.
431567, > 99.99 %) en 100 mL de acetonitrilo (Aldrich Prod. No. 271004, > 99.8 %) y
se agitd por 5 minutos. Se colocaron 17 mL de la solucién en la celda electroquimica,
se agreg6 el mondémero pirrol 0.1mL (Aldrich Prod. No. 131709, 98 %) y se dejé en
agitacion por 5 minutos mas. El potenciostato se ajustéo para CV con valores de
barrido de: 0 mV a +1600 mV, 100 mV /s, 3 Ciclos. Al finalizar la sintesis las peliculas

se dejaron secar boca arriba a temperatura ambiente por 24 hrs.

6.2. Obtenciéon de DAT y suero hiperinmune de

conejo

6.2.1. Purificacién del antigeno DAT

La figura [6.3] muestra la estructura del DAT, este es una molécula anfipitica
que contiene dos cadenas de acidos grasos y dos unidades de glucosa. La molécula
esta presente en la pared exterior del bacilo Mycobacterium tuberculosis, por lo que

muchos pacientes afectados por tuberculosis pueden presentar anticuerpos contra
DAT.

Figura 6.3: Estructura quimica del antigeno 2,3-Di-O-acil-trealosa (DAT).

La purificaciéon del DAT se hizo a partir de extractos de lipidos de la bacteria My-

cobacterium fortuitum ATCC 6841. Se usé esta bacteria ya que su manipulacién es de
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menor riesgo comparada con Mycobacterium tuberculosis. Existe una clara respuesta
antigénica cruzada entre Mycobacterium fortuitum y otras especies de Mycobacterium
debido a la presencia del glicolipido DAT, ensayos ELISA realizados sobre diferen-
tes especies la corroboran, Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium tuberculosis
pueden detectarse usando un anticuerpo contra la molécula de di-o-aciltrealosa [48].
La extraccion se realizé por cromatografia en columna de silice a la cual se fueron
agregando sucesivamente soluciones mas polares de solvente para eluir el lipido de in-
terés. Durante la purificacién se hicieron pruebas de cromatografia en capa fina para
monitorear la salida y pureza del DAT de las fracciones obtenidas. De la purificacion
en columna se obtuvieron dos fracciones ricas en DAT aproximadamente un total
de 0.4 g, sin embargo estas contenian algunas impurezas. Para obtener fracciones
més limpias se realizé una purificacién por cromatografia en capa fina (CCF) en pla-

cas de recuperacién y purificacion en micro columnas pre-empacadas con gel de silice.

» Purificacién por columna de cromatografia

El primer paso es montar la columna de silice (ﬁgura, se coloco un algodén en
la punta para controlar el flujo. Luego se pesaron 160 g de Florisil®(Supelco Prod.
No0.20281) y se suspendieron usando cloroformo (J.T. Baker Prod. No.9138, > 99.8

Las fracciones se coletaron con la siguiente proporcién de solventes (CHCl3:CH30OH,
vol:vol): 100:0, 95:5, 92.5:7.5, 90:10, 87.5: 12.5, 85:15 y 80:20. Cada fraccién obtenida
se evapor6 mediante un rotavapor, el lipido que quedo en el matraz se solubilizé con
una mezcla del solvente (CHCl3:CH3OH, 80:20) aproximadamente con 5 mL, y se ver-
ti6 en un tubo de ensayo, se evaporo el solvente restante bajo corriente de nitrégeno
y calentando a 50 °C. El tubo se conservo en congelacion en atmoésfera de nitrégeno

para evitar la oxidacion de los lipidos.

Una vez colectadas las fracciones completas se realizé una cromatografia en capa
fina (CCF) para observar el contenido de DAT de cada una. Se usaron placas de
silica gel 60 F954, 10 x 20 cm (EMD Prod. No.5729-6), la fase mévil consistié en una
mezcla de CHCl3 60 mL, CH3OH 12 mL, H,O 1 mL. El revelado se llevé a cabo con
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Figura 6.4: Esquema del montaje de la columna de cromatografia.

antrona al 2% en HySO, calentando la placa a 110°C.

De las fracciones que se obtuvieron la de 92.5:7.5 fue en la que se obtuvo mayor
cantidad de DAT, con esta fraccién se hizo una segunda columna mas pequena con
15 g de Florisil®). Se hizo con la mezcla de (CHCl;:CH3O0H, V:V): 100:0, 95:5, 93:7,
91:9, 89: 11, 87:13 y 85:15.

» Purificacién de DAT en placas de recuperacién (CCF)

La purificacion por CCF se hizo usando placas de gel silica 60 F, 20 x 20 cm
(MERCK Prod. No.113894), como fase mévil se utilizé la mezcla CHCl3 60 mL,
CH30H 12 mL, H,O 1 mL. Se agregaron 60 ug para cada placa. Las placas se
revelaron usando antrona al 2% en HySO, y calentando a 110 °C. El DAT se extrajo
del silice usando la mezcla CHCl3:CH3OH, 80:20.
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6.2.2. Inmunoensayo de bioactividad del suero hiperinmune-
DAT

Se realizé un ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), para cuan-
tificar la cantidad de anticuerpos presentes en el suero inmune y confirmar que el
DAT obtenido de las purificaciones mantiene su actividad como antigeno.

Se utilizaron los sueros de dos conejos Nueva Zelanda (JC y MA) inmunizados
con el antigeno DAT [49]. En el cuadro se muestra el esquema de inmunizacién

de ambos conejos.

Dias DAT Solucién Sangrado

0 - - TO
10  5mg SSIy CFA T1
40  3mg SSIyIFA T2
60 3mg SSIyIFA T3
80 - - T4

Cuadro 6.1: Esquema de inmunizacion de conejos Nueva Zelanda.

El ensayo se llevo a cabo depositando 2 pug de DAT en cada pozo, el DAT fue
disuelto en 100 ul de una mezcla de hexano-etanol (1:1, vol/vol) (J.T. Baker Prod.
No. 9310, > 99% / J.T. Baker Prod. No. 8006, > 99% ), se usaron placas de mi-
crotitulacién de 96 pozos (Polysorp, NUNC 47509). Posteriormente los sitios activos
se bloquearon colocando 200 ul de una solucién de BSA (Fisher BioReagents 102
M-9501) en PBS al 3% (w/v) y se dejé incubar la placa 2 hrs a 37°C. Al terminar
la incubacion se realizaron 3 lavados con PBS. Se colocaron 50 pul en cada pozos del
suero de conejo en BSA 0.3 %, se usaron los suero de los tiempos T0, T2 y T4 de los
dos conejos inmunizados, cada muestrade suero se hizo por triplicado. De cada suero
se hicieron las diluciones en proporciones 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 y
1:3200. Los sueros se dejaron incubar durante 2 hrs a 37°C. Al terminar la incubacién
se lavaron los pozos 5 veces con PBS.

Se anadieron 100 pl de anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (Aldrich
Prod. No. A3687), éste en una dilucién de 1:10000 en BSA 0.3 %. Se dejé incubar
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durante 2 hrs a 37°C. Al finalizar se lavé 5 veces con BSA 0.3%. Se agregaron a
cada pozo 100 ul PNPP (Aldrich Prod. No. F71768) al 0.1 % en un tampén de DEA.
Se incub6 por 15 min a 37°C. Al terminar se midi6 la absorbancia a 450 nm, en el
lector de microplacas (iMark Microplate Reader, Biorad).

La figura [6.5], muestra el esquema de los diferentes pasos del ensayo ELISA. La
cantidad de producto de color que se obtiene al final, es proporcional a la cantidad

de anticuerpos anti-DAT en el suero sanguineo.

DK,
¢e ¢ ¢o O
[LAA AT = [EAADAN = H_IAAI_!AH - FI_AAWAH -}ru:M:léﬂ
Depésito de antigeno DAT Bloqueo con BSA de Incubacién anticuerpo Incubacién anticuerpo Incubacién PNPP
sitios activos primario anti-DAT anti-lgG conjugado a produce un producto
(suero de conejo) fosfatasa alcalina color amarillo

Figura 6.5: Esquema de los pasos para el ensayo ELISA.

6.3. Inmunoensayos sobre peliculas de polimeros

conductores

6.3.1. Determinacion de la cantidad 6ptima de DAT

Para determinar la cantidad éptima de DAT a depositar sobre los soportes de
polimeros conductores, se realizé6 un ELISA cambiando la cantidad de DAT que se
colocé en cada sustrato de polimero conductor. Para este ensayo se utilizé PAni y el
suero del conejo JC en tiempos TO y T4.

Para el ensayo los sustratos de PAni se cortaron en cuadros con una medida
de 1 ecm? y se usaron placas de microtitulacién de 24 pozos (NUNC 42475). Sobre
cada cuadro de sustrato se deposité DAT, para el ensayo se usaron las siguientes
cantidades: 0.25 pg, 0.5 pg, 1 pug, 2 ug, 4 ug, 8 pug, 16 pug, 32 pg, 64 pugy 128 ug. Los

sitios activos en los pozos se bloquearon colocando 600 pl de una solucién de BSA
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en PBS al 3% (w/v). Se dejé incubar la placa 2 hrs a 37°C. Transcurrido el tiempo
se sumergieron los cuadritos de PAni en los pozos y se dejo incubar dos horas mas a
la misma temperatura. Al terminar se realizaron 3 lavados con PBS.

Se colocaron 200 ul en cada pozo de los sueros de conejo disuelto en BSA 0.3 %, se
usaron los sueros de los tiempos T0 y T4 del conejo JC. Cada muestra se evalué por
duplicado y se us6 una dilucién 1:100. Los sueros se dejaron incubar durante 2 hrs a
37°C. Al terminar la incubacién se lavaron los pozos 5 veces con PBS.

Posteriormente se anadieron 400 ul de anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa
alcalina (dilucién de 1:15000 en BSA 0.3%). Se dej6 incubar durante 2 hrs a 37°C.
Al finalizar se lavd 5 veces con BSA 0.3 %. Se agregaron a cada pozo 400 ul de PNPP
al 0.1 % en un tampén de DEA. Se incub6 por 15 min a 37°C. Las muestras fueron
transferidas a una placa de 96 pozos para poder leer la absorbancia. Las lecturas

fueron realizadas a 450 nm en un lector de microplacas.

6.3.2. Inmunoensayo con sueros de conejos

Se realizé un ELISA con el suero de conejo para confirmar que el DAT conserva
su actividad sobre las peliculas de polimeros conductores y saber si esta actividad es
dosis-dependiente. Se hizo un ensayo sobre peliculas de PAni y otro sobre PPy, ambas
sintetizadas electroquimicamente, los dos ensayos se hicieron de forma idéntica. Se
utilizé el suero del conejo JC en tiempos TO como control y T4 hiperinmune. El
primer paso fue el depdsito de DAT sobre los sutratos, usando 20 ul de una mezcla
de hexano-etanol (1:1, vol/vol), se colocaron 2 pug de antigeno en cada cuadro de
sustrato. Posteriormente cada cuadro se pegd a la placa de microtitulacion usando
pegamento instantaneo. Los sitios activos en los pozos se bloquearon colocando 700
pl de una solucién de BSA en PBS al 3% (w/v). Se dej6 incubar la placa 2 hrs a 37

°C, al terminar se lavaron 3 veces con con PBS.

El siguiente paso fue colocar 500 ul en cada pozo de los suero de conejo disuelto en
BSA 0.3%, se usaron los suero de los tiempos T0, y T4 del conejo JC. De cada suero
se usaron diluciones 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 y 1:1600, las muestras se hicieron

por triplicado. Los sueros se dejaron incubar durante la noche en refrigeracion a 5
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°C. Al terminar la incubacion se lavaron los pozos 5 veces con PBS.

Se anadieron 500 ul de anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina, éste
en una dilucién de 1:15000 en BSA 0.3 %. Se dejo incubar durante 2 hrs a 37°C.
Al transcurrir el tiempo se lavé 5 veces con BSA 0.3 %.Luego se agregaron 500 ul
PNPP al 0.1 % en un tampén de DEA a cada pozo . Se incubd por 15 min a 37°C.
Las muestras se transfirieron a placas de 96 pozos para leer la absorbanica a 450 nm
en el lector de microplacas.

La imagen [6.6] se muestra el ensayo ELISA modificado sobre las peliculas de
polimeros conductores, la principal diferencia con el ensayo convencional es que el
antigeno se deposita sobre la pelicula y posteriormente esta se pega sobre el pozo de

titulacidn.

Lot o,
Gsito de antigeno

en pelicula de polimero

P cuiuct?:lr Xk x D
LA A o EAAEAT o EAATA, & i AATA, o

Pegado de la pelicula sobre Blogueo con BSA de Incubacién anticuerpo Incubacién anticuerpo Incubacién PNPP
el pozo de titulacion sitios activos primario anti-DAT anti-lgG conjugado a produce un producto
(suerc de conejo) fosfatasa alcalina color amarillo

Figura 6.6: Esquemade los pasos para el ensayo ELISA modificado sobre polimeros
conductores.

6.3.3. Inmunoensayos con sueros humanos

Se realizé un ELISA con los sueros de humanos infectados con TB para confirmar
que el DAT sobre los polimeros conductores es capaz de detectar una diferencia
entre los sueros sanos e infectados. Se hizo un ensayo sobre peliculas de PAni y otro
sobre PPy, ambas sintetizadas electroquimicamente, los dos ensayos se hicieron de
forma idéntica. Se utilizé el suero del conejo JC en tiempos TO como control y T4

hiperinmune.
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De forma similar que en los ensayos anteriores, se colocaron 2 ug de DAT sobre
cada cuadro de sustrato y cada cuadro se adhiri6 a los pozos usando pegamento. Se
bloquearon los sitios activos con 700 ul de una solucién de BSA al 3% (w/v). Se
incubo 2 hrs a 37°C, al terminar la incubacién se realizaron 3 lavados con PBS.

Se colocaron 500 ul en cada pozo de los sueros de humanos en solucion de BSA
0.3% a una dilucién de 1:100, se usaron 5 sueros de humanos infectados con TB y
5 sueros de humanos sanos como control, cada muestra se hizo por triplicado. Los
sueros se dejaron incubar durante la noche en refrigeracion a 5°C, después de la
incubacién se lavaron los pozos 5 veces con PBS.

Posteriormente se anadieron 500 ul de anti-IgG de humano conjugado a fosfatasa
alcalina (Aldrich Prod. No. A542) en dilucién de 1:20000 en BSA 0.3 %. Se dejé in-
cubar durante 2 hrs a 37°C. Al finalizar se lavé 5 veces con BSA 0.3Para revelar la
placa se agregaron a cada pozo 500 ul PNPP (para nitrofenil fosfato) al 0.1% en
tampén de DEA (dietanolamina). Se incubd por 15 min a 37°C. Las muestras se

pasaron a placas de 96 pozos para su lectura a 450 nm.

6.4. Inmunoensayo con espectroscopia de impe-

dancia electroquimica

Los ensayos por espectroscopia de impedancia electroquimica se realizaron sobre
los soportes de PPy y PAni. Se usaron los sueros del conejo JC en los tiempos TO
como control y T4 como hiperinmune. Se realizaron mediciones de EIS entre cada
paso de incubaciéon de los soportes.

Se prepararon los soportes de PAni y PPy, cortando los sustratos en rectangulos
con un tamano de 1 cm x 2.5 cm. En cada soporte se depositarén 4 pg de DAT. Los
sitios activos de los soportes se bloqueron colocando 1.5 mL de la soluciéon de BSA
en PBS al 3% (w/v) para cada pozo en una placa de 24 pozos. Se dejé incubar la
placa 2 hrs a 37°C. Al terminar la incubacién se realizaron 3 lavados con PBS. Se
colocaron 1.3 mL en cada pozo de los suero de conejo en dilucién 1:100 en solucion de

BSA 0.3%, para cada muestra se usaron 6 peliculas. Los sueros se dejaron incubar
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durante la noche en refrigeracion a 5°C. Al terminar la incubacién se lavaron los
pozos 5 veces con PBS.

Para las lecturas de EIS la celda se uso como se observa en la figura , como
electrolito se uso PBS 1X. Las lecturas se hicieron a una frecuencia de 30 000 Hz a
0.3 Hz (potenciostato A Gill AC) para la PAni y el PP. para el PPy ademés de ésta
se hizo una lectura més en el rango de 100 000 Hz a 0.1 Hz (potenciostato Gamry
Reference 3000), la amplitud de rango en ambos casos es la maxima que ofrecia cada
potenciostato, y se decidié medirlas de esta forma ya que no se conocia el rango
especifico de frecuencias para las impedancias de interés. Para todas las lecturas, se
uso un valor de 32 mV RMS y se le dio 30 segundos de reposo a la celda entre cada
lectura . Con los datos obtenidos se hizo un modelo de circuito basado en los modelos
reportados en algunas publicaciones [43], [50], [51], [52], [53]. Con los modelos que
se obtuvieron para cada soporte, se hizo un programa en MATLAB para extraer los
datos de las graficas de cada electrodo antes de la incubacion con el suero y después
de la incubacion, se compararon la impedancia, resistencia de carga, capacitancia de

superficie y la impedancia compleja.

6.5. Inmunoensayo electroquimico con anticuer-

pos secundarios conjugados a HRP

Para concluir con el proceso experimental, se realizaron inmunoensayos electro-
quimicos usando como marcadores anticuerpos conjugados a HRP. En la figura [6.7),
se observa el funcionamiento de esta plataforma; sobre el electrodo de ITO se elec-
trodeposité el polimero PPy junto con el mediador azul de metileno (MB), después
de depositar el antigeno y captar los anticuerpos de interés, se agrega el marcador
que es un anticuerpo anti-IgG unido a la enzima HRP, posteriormente se agrega
H505, la HRP reduce el peréxido y genera un agente oxidante el cual oxida al MB y
este ultimo libera electrones que son transportados hacia el electrodo directamente
o mediante la pelicula de PPy.

Este ensayo se llevd a cabo usando suero hiperinmune y control del conejo JC,
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Figura 6.7: Esquema de la reacciéon de HRP; en presencia del peréxido de hidrégeno
la enzima actia como oxidante con el mediador MB, el cual libera electrones que son
captados por el electrodo.

también se hizo el mismo ensayo para sueros de humanos infectados y se usaron

sueros de humanos sanos como control.

Los soportes se prepararon usando rectangulos de PET recubierto de ITO con un
tamano de 1 ¢cm x 1.8 cm. Se prepard una solucion con 0.1 M de pirrol y 0.1 M de
azul de metileno en acetonitrilo. El depédsito se realizé por voltametria ciclica usando
3 ciclos, con un rango de 200 a 1500 mV, a una tasa de 100 mV/s. Los soportes se
sometieron a tratamiento térmico a 50°C por 3 horas antes de realizar el depdsito de

antigeno.

A cada soporte se le agregd 4 ug de DAT, usando 60 ul de una mezcla de hexano-
etanol (1:1, vol/vol). Los ensayos se realizaron en placas de 12 pozos (NUNC 42475).
A cada pozo de la placa de titulacién se le agregé 1.5 mL de solucién de BSA en PBS
al 3% (w/v) para el bloqueo de sitios activos. Las peliculas de PPy se sumergieron en
los pozos y se incubaron durante 2 hrs a 37°C. Al terminar la incubacion se realizaron
3 lavados con PBS. Posteriormente se colocaron 1.2 mL en cada pozo de los suero
en solucion de BSA 0.3 %. En el caso de sueros humanos se usaron diluciones 1:100,
para el suero de conejo se hicieron diluciones 1:100, 1:200, 1:400 y 1:800. La placa
se dejo en incubacion durante la noche a 4°C, al terminar se hicieron 5 lavados con
PBS 1X. Se colocaron 1.2 mL del anticuerpo conjugado a HRP (humano ab97225 y
conejo ab6721) en solucién de BSA 0.3 % en una dilucién 1:10000. Se incub6 la placa
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por 2 hrs a 37°C, al terminar se hicieron 5 lavados con BSA 0.3 %, se dejaron en esa

solucion hasta el momento de realizar la lectura electroquimica.



Capitulo 7

Resultados y discusion

7.1. Obtencion del antigeno DAT y suero hiperin-

mune

7.1.1. Cromatografia en capa fina (CCF)

Para obtener el DAT se realizé una serie de procesos de purificaciéon en columnas
de silice. Después de la extraccion de lipidos, se realizaron placas de CCF para
verificar la pureza de las fracciones obtenidas.

La figura muestra la placa CCF con las fracciones obtenidas de la primera
colmuna con los lipidos totales de M. fortuitum. Los lipidos de la columna desilice
se eluyeron con solventes de polaridad creciente (metanol-cloroformo, de 0 a 20 %)
en pasos de 2.5%, las fracciones se compararon con un estdndar previamente iden-
tificado como DAT, el antigeno fue monitoreado a través de los derivados de fur-
fural para identificacién de azicares. F1 corresponde a las diluciones de proporcién
CHCl3:CH30H (87.5:12.5), estas fueron pasadas por otra columna de purificacion
con mayor resolucion.

La figura presenta el andlisis por CCF de la segunda columna, en la cual se
purificaron en eluciones de los solventes metanol-cloroformo, de 0 a 15 %, en pasos de

1.5 %, se observan que las fracciones 5 y 6 contienen una mayor cantidad de antigeno

69
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DAT, estas corresponden a diluciones de CHCl;:CH3OH (87.5:12.5 y 89:11).

Fracciones obtenidas Referencia

de la columna rica en DAT
: ¥

{ Fi W2 B Ref !

Figura 7.1: Anélisis por CCF con las fracciones de extractos lipidicos totales que

contenian glicolipidos medianamente polares. El revelado fue realizado con antrona
al 2% en Hy:SO,

3 3 Referencia
Fracciones obtenidas de DAT

de la columna

F1 F2 F3 F4 F5 Ref

Figura 7.2: Anélisis por CCF de las fracciones enriquecidas con lipidos. El revelado
fue realizado con antrona al 2% en Hy:SOy4
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La eluciones obtenidas de las columnas anteriores, fueron separadas por mini co-
lumnas Sep-Pak y por PLC (Preparative Liquid Chromatography). La figura ,
muestra las fracciones obtenidas de la mini columna en la cual se puede observar
que la fraccién correspondiente a una dilucién CHCl;:CH3O0H (94:6), contiene DAT
puro; de forma similar se observa como el lipido obtenido de la PLC es DAT puro.
Se obtuvo un mejor rendimiento de DAT de las columnas Sep-Pak,aproximadamente
2 mg de DAT por cada 10 mg de lipido, para la extraccion por PLC se obtuvie-
ron aproximadamente 0.5 mg de DAT por cada 10 mg de lipido. EI DAT obtenido
por este procedimiento, fue usado para la inmunizacién de conejos e inmunoensayos

posteriores.

Fracciones obtenidas
de la columna

\ &

Figura 7.3: Analisis por CCF de las fracciones obtenidas de las microcolumnas Sep-
Pak y de la PLC, se obtuvo DAT purificado. El revelado fue realizado con antrona
al 2% en Hy:S0,
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7.1.2. Control de calidad de los inmunoreactivos

Se llevo a cabo un inmunoensayo con DAT purificado y los sueros hiperinmunes de
conejo (que contiene anticuerpos anti-DAT'), para comprobar que ambos mantuvieron
su bioactividad y para determinar las muestras de sueros a usar, asi como para
establecer los tiempos de incubacion sobre el soporte para ensayos posteriores. De
los dos conejos inmunizados, se obtuvieron sueros sanguineos a 3 tiempos, t=0 (antes
de inmunizar el conejo), t=2 (después de 40 dias de inmunizacion) y t=4 (después de
80 dias de inmunizacién). En la figura se muestran los resultados del ensayo, se
observa como la actividad es dependiente de la concentracion del suero sanguineo, y
se muestra el suero del t = 4 tiene una mayor concentracién de anticuerpos anti-DAT.

De los resultados obtenidos, se determiné que el suero a usar durante los ensayos
seria el t=4, era de esperarse que este tiempo tuviera mas anticuerpos; durante la
produccién de anticuerpos se tiene una fase inicial de retardo, en el que un clon
especifico de célula B productora de anticuerpos comienza a reproducirce, posterior-
mente se tiene una fase donde el niimero de células B es mayor y la produccion de

anticuerpos crece exponencialmente.
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Figura 7.4: Resultados de ELISA de la bioactividad del suero de conejo y el antigeno
DAT.
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7.2. Resultados del soporte basado en PAni

7.2.1. Voltametria ciclica para sintesis de peliculas de poli-

anilina

La figura [7.5] muestra un voltamograma de la sintesis de las peliculas de PAni,
el cudl coincide con los reportados con condiciones similares [54][55]. Los picos b y
¢, son picos de oxidacion del mondmero sobre el electrodo de trabajo que indican la
transicién del estado emeraldina a leucoemeraldina, aunque en general se considera
que ambos estados se encuentran en cierta medida en la pelicula. Los picos e y
d son de reduccién del mondémero, indican el paso de emeraldina a pernigranilina,;
conforme la pelicula crece se puede observar la aparicién de los picos a y d, que son
caracteristicos de la oxidacion y reduccion, respectivamente, de la pelicula de PAni.
Debido a que el proceso de polimerizacién termina durante la parte de oxidacién como
se menciono en el capitulo 1, las peliculas finales se obtuvieron en estado emeraldina

medio oxidada.
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Figura 7.5: Voltametria ciclica del crecimiento de peliculas de PAni. Rango de voltaje
de -200 mV a +1600 mV a una taza 50 mV/s, 7 Ciclos.
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Las peliculas se sintetizaron con un rango de -200 mV a 41600 mV a una taza
de 50 mV/s. La figura , muestra algunas de las peliculas obtenidas con diferentes
ciclos. Se observd que con 7 ciclos se obtenian peliculas con espesor, adherencia y
reproducibilidad adecuados. Durante el depdsito se obtuvieron peliculas dopadas de
un color verde esmeralda, como era de esperarse al realizar el lavado con agua éstas
se desdoparon cambiando de color verde a un azul claro. En general se observd que
las peliculas sintetizadas por el método electroquimico fueron més uniformes y re-
producible que las obtenidas por el método quimico, ya que los voltamogramas del
crecimiento de las peliculas no mostraron variaciones significativas en los gréficos de

corriente-voltaje.

Ciclos 2 Ciclos

¥

Figura 7.6: Peliculas de PAni obtenidas electroquimicamente, con diferente ntimero
de ciclos de CV (-200 mV a +1600 mV a una taza de 50 mV/s). Se observo un
crecimiento mas uniforme y reproducible en las peliculas con 7 ciclos.

7.2.2. Determinacion de la cantidad 6ptima de DAT para los

inmunoensayos sobre polimeros conductores

La cantidad 6ptima de DAT a depositar sobre las peliculas de polimeros con-
ductores, fue determinada mediante un ELISA sobre PAni, utilizando un suero de
conejo en dilucion 1:100 y variando la cantidad de DAT depositada. En la figura (7.7
se muestra el ensayo con cantidades crecientes de DAT (0, 8, 16, 32, 64 y 128 ug por
pelicula de 1 cm?).

Se observé que no hay un cambio significativo en la densidad 6ptica al aumentar la

cantidad de DAT depositado, de hecho con 4 y 8 ug se observé una menor desviacion
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estandar en los resultados. Probablemente este efecto es debido a la saturacién de la
pelicula con 4 ug de antigeno, a mayores dosis puede adherirse mas antigeno de forma
heterogénea (por ejemplo a través de enlaces de Van der Waals entre lipidos), lo cual
provoca un cambio en el area superficial de sitios donde pueden captarse anticuerpos

y posiblemente la pérdida del antigeno durante los lavados del inmunoensayo.
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Figura 7.7: ELISA para determinar la cantidad 6ptima de DAT a colocar sobre
peliculas de PAni, utilizando de 4 pg a 128 ug de DAT.

Ya que el primer ensayo indicé que la cantidad éptima de DAT para depositar
en 1 cm? es menor o igual a 1ug, se realizé otro ensayo usando cantidades de DAT
de 0.5 a 16 pug. Como se observa en la figura[7.8, un aumento en la cantidad de DAT
superior a 8 pug por pelicula, resulta en una menor variabilidad en los resultados del
ensayo. Con dosis de 2 a 8 ug de DAT se observan resultados reproducibles, por lo
que se decidié utilizar una cantidad de 2 pg por pelicula en los ensayos subsecuentes.

Los ensayos posteriores, fueron planeados para comparar la diferencia entre las

peliculas sintetizadas por el método quimico y electroquimico utilizando suero hiper-
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Figura 7.8: ELISA para determinar la cantidad optima de DAT a colocar sobre
peliculas de PAni, utilizando de 0.5 ug a 16 ug de DAT.

inmune de conejo. Asi mismo, se realizé un inmunoensayo con una pequena muestra
de sueros humanos en donde se incluyeron 5 sueros de individuos sanos y 5 de indivi-
duos con TB pulmonar que responden al antigeno DAT, para comprobar la utilidad

de la plataforma de PAni como soporte de deteccion.

7.2.3. Inmunoensayo con suero de conejo sobre PAni

Para los ensayos, los sueros de conejo fueron diluidos de manera seriada desde
una dilucion 1:50 hasta 1:1600. La respuesta obtenida en ambos ensayos fue mayor
en las muestras con suero hiperinmune que en las de suero control, y es dependiente
de la dilucién. En la figura se puede observar una absorbancia maxima con
la dilucién 1:200, probablemente debido a la saturacién de antigeno biodisponible

sobre la superficie de la pelicula. Por otro lado la respuesta inespecifica aumento
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considerablemente al utilizar diluciones < 1:100.
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Figura 7.9: Inmunoensayo con suero de conejo, utilizando 2 ug de DAT sobre peliculas
de PAni sintetizadas quimicamente.

Para el inmunoensayo sobre PAni sintetizada electroquimicamente, se observa
(figura que la curva resultante es dependiente de la dilucién y lineal, ademés
que muestra una menor tendencia a encontrar respuesta inespecifica conforme au-
menta la concentracion del suero preinmune, comparada con el ensayo sobre PAni
sintetizada quimicamente. Estas diferencias sugieren que el depdsito de antigeno en
las peliculas sintetizadas electroquimicamente, es méas heterogéneo, lo cual es de es-
perarse, ya que como se mencioné en el capitulo 1, la PAni sintetizada quimicamente
tiene mayor rugosidad debido a que tienden a formarse cadenas de oligémeros que
se adhieren a la superficie de la peliculas, si bien esto otroga una mayor superficie y
podria aumentar la sensibilidad del sistema, al no tener control sobre la rugosidad

se obtienen resultados variables. Por otro lado en la PAni sintetizada electroquimica
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el crecimiento es uniforme, queda por determinar si esta diferencia en el depdsito del
polimero es la causa de la discrepancia en la respuesta.
En base a estos resultados, se decidi6é utilizar la PAni obtenida electroquimica-

mente, para realizar un ensayo con sueros humanos.

14

Control
=8 |hmune

-
T

Absorbancia (u.a.)
e e
[=r] [==]

=
o
T

=
fa
T

| | | | | |
1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600
Diluciones de suero sanguineo

Figura 7.10: Inmunoensayo con suero de conejo, utilizando 2 ug de DAT sobre pelicu-
las de PAni sintetizadas electroquimicamente.

7.2.4. Inmunoensayo con sueros humanos sobre PAni

Para comprobar la funcionalidad del soporte para la deteccién de anticuerpos
asociados a TB, se realiz6 un inmunoensayo sobre PAni usando 5 sueros de humanos
sanos y 5 sueros de humanos afectados por TB. La figura [7.11] muestra como para
los sueros control se obtuvo una respuesta de baja densidad éptica y pero disper-

sa, esta dispersion es de esperarse en muestras humanas ya que las condiciones de
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cada paciente son diferentes, contratio a los sueros hiperinmunes que se obtuvieron
en condiciones controladas. En contraste los sueros de individuos con TB presentan
una alta reactividad con el DAT depositado sobre la PAni. Algunas de estas mues-
tras presentan una respuesta claramente superior a la encontrada con los sueros de
individuos sanos, con un efecto de tamano (ES, por sus siglas en inglés) igual 3.08
y un porcentaje de diferencia (S) > 99 % [56]. Estos resultados indican que existe
una diferencia significativa entre el uso de ambas muestras, por lo que el soporte es

adecuado para la captura de anticuerpos asociado a TB activa.

El siguiente paso fue realizar un inmunoensayo sobre PAni utilizando EIS para

realizar la cuantificaciéon de anticuerpos.
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Figura 7.11: Inmunoensayos sobre peliculas de PAni con sueros de humanos en dilu-
cién 1:100 con 2 ug DAT por soporte.
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7.2.5. Ensayo EIS sobre PAni

Los experimentos anteriores demostraron que es posible medir la diferencia entre
sueros inmunes y controles usando métodos de cuantificacion épticos, estos métodos
requieren un marcador secundario y pasos adicionales durante el ensayo. Para tratar
de eliminar la necesidad de estos reactivos, se hizo un ensayo de EIS para observar
si era posible detectar una diferencia entre los sueros de forma electroquimica.

La figura [7.12] muestra uno de los diagramas de Nyquist que se obtuvieron en
los ensayos de EIS sobre PAni. En el grafico se observa un desplazamiento de las dos
lecturas, debido a la resistencia de carga, la cual es causada por la resistencia del
electrolito donde se relizan las mediciones, por lo cual es irrelevante para nuestras lec-
turas. En base a lo mencionado en el capitulo 1 seccion y los modelos obtenidos
en publicaciones similares [43] [50], podemos deducir que cada grafica contiene dos
zonas importantes, un semicirculo que es provocado por los cambios de resistencia y
capacitancia en el soporte, y una zona lineal que es un incremento de capacitancia
causada por fenémenos difusivos adicionales a los de la doble capa. Estas lecturas
muestran que existe un cambios de las propiedades eléctricas antes y después de la
incubacién con sueros. En el diagrama de Bode (figura , se puede apreciar como
con altas y bajas frecuencias no hay una diferencia significativa entre ambas lecturas,
sin embargo se puede observa un desplazamiento de fase entre el suero inmune y el
control en el rango de frecuencias de 100 a 1000 Hz. Los resultados de las lecturas
sugieren que es posible detectar diferencias entre sueros inmunes y control, el siguien-
te paso es encontrar un modelo de circuito eléctrico para poder determinar cuales

elementos contribuyen con los cambios de las propiedades eléctricas.
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Figura 7.12: Espectro de Nyquist de las peliculas de PAni antes y después de la
incubacién con suero de conejo.
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Figura 7.13: Espectro de Bode de las peliculas de PAni antes y después de la incu-

bacién con suero de conejo.
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7.2.6. Modelo de circuito eléctrico del soporte basado en
PAni

Con los datos obtenidos de los diferentes ensayos de EIS, apartir de modelos
similares en sistemas similares[43] [50] [51] [52] [53], se fueron interclando de forma
numérica los diferentes modelos en MATLAB hasta obtener un modelo cercano que
se ajustaba a las diferentes mediciones. Finalmente, se obtuvo el modelo de circuito
para el soporte de PAni constituido de 3 partes (figura ; (1) Rs es la resistencia
de carga de la celda electroquimica; los circuitos paralelos de capacitor y resistencia
C1- R1 y C2 - R2, son elementos provocados por los puntos de conexién de la pelicula
de PAni y el cableado dentro de la celda electroquimica,; el (2) corresponde a la parte
del sistema en la solucién de electrolito; (3) Rp y Cp, son la resistencia y capacitancia
de la pelicula de PAni. CPE es un elemento de cambio de fase constante debido a
los fenémenos de difusion de la celda, algunos provocados por la doble capa y otros
indeterminados; Cf es la capacitancia de la doble capa y Rf la resistencia de difusion.

Para confirmar la validez del modelo, este se compard con los datos obtenidos,
mediante una simulacién en MATLAB. Ademas se utilizé la funcién de regresién no
lineal de MATLAB. Las gréaficas que se presentan, se muestra el ajuste para un suero
pre-inmune, sin embargo ajusta bien para todas las mediciones. Se observa que la
grafica de Nyquist (figura , ajusta casi perfectamente excepto en la parte de
inicio donde se obtienen algunos efectos provocados por las conexiones eléctricas de
la celda con una R=0.87212. Para Re (Z) < 275 €2, el modelo no ajusta bien, debido a
que no se tomaron en cuenta algunos elementos inductivos y de difusién posiblemente
causados por las conexiones y el contacto de las orillas del ITO con la solucién. Para
el diagrama de Bode (figura [7.16)), también se ajusta muy bien (R=0.7512), excepto
en la parte de altas frecuencias, sin embargo la parte de interés (en el intervalo de
1 a 1000 Hz) se encontraron cambios significativos entre las peliculas incubadas con

suero inmune y suero control.
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Figura 7.14: Modelo de circuito eléctrico obtenido a partir de la EIS en peliculas de
PAni.
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Figura 7.16: Ajuste del modelo obtenido con los datos de la EIS en PAni para la
grafica de Bode
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7.2.7. Analisis de impedancias obtenidas de la EIS para PA-

ni

La figura presenta una comparacion de los valores de impedancia obtenidos
en los sueros inmunes y controles. Los graficos muestran el promedio de la impe-
dancia real y compleja para las muestras antes y después de la incubacién del suero
sanguineo, en el grupo de peliculas control y en el grupo de peliculas inmunes; no se
observa un cambio significativo en la impedancia real (ES = 0.95, S < 82%) ni en
la imaginaria (ES = 0.58, S <73 %).
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Figura 7.17: Comparacién de los valores de impedancia entre los sueros inmunes y
control, obtenidos del ensayo de EIS sobre PAni.
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7.3. Resultados del soporte basado en PPy

7.3.1. Voltametria ciclica para sintesis de peliculas de poli-

pirrol

La serie de experimentos se realizo para PPy de forma similar a los de PAni, ya
que se esperaba que la mayor estabilidad electroquimica del PPy facilitara hiciera
mas reproducibles las mediciones, ademas que tiene una mejor conductividad, por lo
que es un mejor mediador para pruebas que involucran un marcador como la HRP.
Las peliculas de PPy fueron sintetizadas por medio de CV; la sintesis se realizé con
diferente niimero de ciclos para obtener el espesor y adherencia adecuados. La figura
[7.18] presenta voltamograma caracteristico crecimiento de PPy; los picos observados
en la grafica coinciden con los reportados en la literatura [57] [58], los picos a y b
corresponden a la parte anddica, donde el mondémero pirrol se oxida sobre el electrodo
de trabajo, mientras que los picos ¢ y d corresponden a la parte catdédica donde
se reduce el monémero. El voltamograma muestra que el crecimiento sigue siendo

uniforme independientemente del niimero de ciclos.
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045k
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Figura 7.18: Voltametria ciclica para el crecimiento de peliculas de polipirrol. 7 ciclos,
con un rango de volaje 0 mV a +1600 mV, a una taza de 100 mV /s.
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La siguiente figura, [7.19] muestra algunas de las peliculas obtenidas a diferentes
ciclos, para todas se usé un rango de 0 mV a +1600 mV a una taza de 100 mV/s.
Las peliculas que mostrarén mejor adherencia y repoducibilidad fueron las obtenidas

con 3 ciclos, por lo que éstas se eligieron para ralizar los inmunoensayos posteriores.

Figura 7.19: Peliculas de PPy obtenidas por CV a diferentes ciclos de crecimiento.

7.3.2. Inmunoensayo con suero de conejo sobre PPy

Se realizé un inmunoensayo sobre soportes de PPy usando suero de conejo diluido
de forma seriada desde 1:50 hasta 1:1600, depositando 2 pug de DAT para el soporte.
En la figura [7.20] se presenta la respuesta Gptica en funcién de las dilusiones de suero
de conejo. La tendencia de los resultados es similar a la obtenida con PAni y se
observa como la respuesta del suero hiperinmune es mayor que la del suero control.
Ademas que es dependiente de la dilucion del suero sanguineo, la maxima absorbancia
se alcanza a una dilucién de 1:100. La respuesta ligeramente exponencial en funcién
de la concentracion de suero.

Los resultados de inmunoensayos con sueros de conejo, nos indican que el soporte
obtenido en este proyecto de tesis se comporta de forma similar a las placas comer-
ciales de microtitulacién, por lo que puede ser utilizado para realizar inmunoensayos
con la ventaja de que el soporte puede ser usado también para realizar las medicio-
nes electroquimicas y realizar una cuantificaciéon de anticuerpos captados de forma
electroquimica. El siguiente experimento fue un ensayo sobre el soporte con PPy con

sueros humanos.
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Figura 7.20: Inmunoensayo con suero de conejo, utilizando 2 ug de DAT sobre pelicu-
las de PPy sintetizadas electroquimicamente.

7.3.3. Inmunoensayo con suero de humano sobre PPy

Se realiz6é un inmunoensayo sobre PPy usando sueros de humanos, para compro-
bar que es posible detectar anticuerpos caracteristicos de TB con el soporte desarro-
llado; se usaron 5 sueros de individuos sanos como control y 5 sueros de humanos
con TB. La figura muestra que los sueros control mantienen una baja densidad
optica, por otro lado se observa que los sueros inmunes tienen una mayor densidad
Optica y mayor dispersion, lo cual es de esperarse en sueros humanos de diferentes
individuos. En contraste al ensayo realizado sobre PAni, en este se observa una di-

ferencia mucho maés clara con los 5 sueros inmunes con respecto a los control (ES =

4.63,S > 99.9%).

Los resultados muestran que es posible usar el soporte para la captacién y cuanti-
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ficacién de anticuerpos en individuos afectados por TB. En el siguiente experimento,

fue utilizar la técnica de EIS para realizar la cuantificacién de anticuerpos.
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Figura 7.21: Inmunoensayos sobre peliculas de PAni con sueros de humanos en dilu-
cién 1:100 con 2 pug DAT por soporte.

7.3.4. Ensayo EIS sobre PPy 30 KHz a 0.3 Hz

Se realizaréon dos inmunoensayos utilizando EIS, el primero se realizé en un rango
de frecuencias de 30 KHz a 0.3 Hz. El diagrama de Nyquist del primer ensayo (figura
, al igual que en el ensayo de PAni se observa un desplazamiento provocado
por la resistencia de carga, ademas de un semicirculo el cual indica un cambio en la
impedancia capacitiva y resistiva, también se observa una zona lineal, a diferencia de
la PAni, esta es una linea de casi 90 °lo que indica que no hubo fenémenos difusivos

adicionales a los de la doble capa.
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Figura 7.22: Espectro de Nyquist (30 KHz - 0.3 Hz) de las peliculas de PPy antes y
después de la incubacién con suero de conejo.

El diagrama de Bode (figura , se observan desplazamientos entre la curva
del suero inmune y la del control, en el rango de frecuencias de 1 Hz y hasta 700 Hz
aproximadamente; mientras que a altas y bajas frecuencias no se observan cambios
significativos. En los ensayos de EIS de PAni y PPy se observan desplazamientos
en rangos de frecuencias similares, lo cual puede ser un indicador de que estos son
debidos a la adherencia de anticuerpos. Se hizo un experimento adicional aumentando

el rango de frecuencias para PPy.
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Figura 7.23: Espectro de Bode (30 KHz - 0.3 Hz) de las peliculas de PPy antes y
después de la incubaciéon con suero de conejo.

7.3.5. Ensayo EIS sobre PPy 100 KHz a 0.1 Hz

El diagrama de Nyquist (figura , muestra un semicirculo el cual indica un
cambio de la resistencia y capacitancia antes y después de la incubacién. A diferencia
de las lecturas anteriores, no se muestra un desplazamiento ni fenémenos difusivos,
esto se debe a que el equipo usado elimina estos elementos automaticamente al no
ser relevantes para la lectura.

El diagrama de Bode (figura , muestra desplazamiento de fase similar a
los obtenidos en los ensayos anteriores de PAni y PPy, sin embargo se observa un
desplazamiento mucho menor del angulo de fase, probablemente debido a que el sis-

tema compensé elementos de cambio de fase constante (CPE), es decir capacitancias
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ajenas al sistema de interés y producidas por los puntos de contacto. Se observan
desplazamientos en frecuencias de 1 a 700 Hz, lo cual es consistente con la lectura
de PPy de 30 KHz - 0.3 Hz. Este desplazamiento, se debe posiblemente al cambio
de la superficie de la peliculas debido a la adherencia de anticuerpos. El siguiente
paso fue determinar el modelo de circuito del soporte basado en PPy, determinando
el valor de los diferentes elementos, seria posible determinar con precisién el cambio

de impedancia producido por los anticuerpos que se adhieren.
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Figura 7.24: Espectro de Nyquist (100 KHz - 0.1 Hz) de las peliculas de PPy antes
y después de la incubaciéon con suero de conejo.
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Figura 7.25: Espectro de Bode (100 KHz - 0.1 Hz) de las peliculas de PPy antes y
después de la incubaciéon con suero de conejo.

7.3.6. Modelo de circuito eléctrico del soporte basado en
PPy

Para los ensayos con PPy (figura [7.26)), se siguié el mismo método para obtener
un modelo de circuito, para este caso se obtuvo un modelo més complejo comparado
con el de PAni. I1 es un elemento inductivo que se present6 debido al cableado y a las
altas frecuencias. La parte 1 del circuito, probablemente fue causada por parte del
lipido que paso a la zona del electrodo donde no habia PPy, generando una interfase
de doble capa; Rfl y Cfl son elementos de la interface que entra en contacto con la
solucion de electrolito; CPE es un elemento capacitivo de difusién por doble capa
y Rpl es la resistencia del material en esa zona. En la parte 2 del circuito, C1 y

R1, es un circuito formado por el contacto de la pelicula donde traspaso lipido sin
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PPy. La tercera parte es el circuito que corresponde al sistema de la pelicula de
PPy; Rp2 y Rc son elementos resistivos de la pelicula y el electrodo; CPE2 es un
elemento capacitivo de la pelicula de PPy; Rf2 y Cf2 son la resistencia de difusion y

capacitancia de la doble capa respectivamente.
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Figura 7.26: Modelo de circuito eléctrico obtenido a partir de la EIS en peliculas de
PPy.
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La simulacién del modelo en el caso de la EIS (30 KHz - 0.3 Hz) de PPy, se
ajusté mucho mejor comparado con el de PAni. En el gréfico de Nyquist (figura
, la curva ajusta casi perfectamente (R=0.9712) excepto por la zona inicial de
300 a 320 ohms de impedancia real, lo cual es debido a impedancias generadas por el
cableado de la celda. La gréfica de Bode (figura , muestra que el modelo ajusta
bien excepto para frecuencias altas, pero en general a frecuencias de 1000 a 0.1 Hz
se obtuvo un buen ajuste (R=0.8599).
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Figura 7.27: Ajuste del modelo obtenido con los datos de la EIS (30 KHz - 0.3 Hz)
en PPy para la grafica de Nyquist

El modelo ajusté mucho mejor para las mediciones de EIS hechas de 100,000 a 0.1
Hz, probablemente debido a que el equipo en el que se realizd, elimina automatica-

mente algunas impedancias generadas por las conexiones y la solucién de electrolito.
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Figura 7.28: Ajuste del modelo obtenido con los datos de la EIS (30 KHz - 0.3 Hz)
en PAni para la grafica de Bode

Cabe destacar que a pesar de que las graficas de ambas mediciones de PPy son dife-
rentes, el modelo se ajusta bien para los dos casos. En el caso de la grafica de Nyquist
para este modelo (figura [7.29)), la grafica se ajusta muy bien (R=0.9851), excepto
entre 1200 - 1800 ohms, en donde contribuyen algunos elementos capacitivos debidos
a los fendmenos de difusién. Lo mismo ocurre para la gréfica de Bode (figura [7.30)),
también existe un buen ajuste (R=0.9789) en casi todo el espectro de frecuencias,

dondelas pequenas diferencias son debido a los efectos de difusién.
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Figura 7.29: Ajuste del modelo obtenido con los datos de la EIS (100 KHz - 0.1 Hz)
en PPy para la grafica de Nyquist
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Figura 7.30: Ajuste del modelo obtenido con los datos de la EIS (100 KHz - 0.1 Hz)

en PAni para la grafica de Bode
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7.3.7. Analisis de impedancias obtenidas de la EIS para PPy

Se analizaron los valores de impedancia real e imaginaria para los datos obtenidos
de EIS con PPy, la figura [7.31] muestra el promedio de los valores obtenidos para la
EIS de 30 KHz a 0.3 Hz, en este caso no se observa diferencia significativa entre los
datos de impedancia real (ES = 0.35, S < 66 %) o impedancia imaginaria (ES =
0.34, S < 66 %)
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Figura 7.31: Comparacién de los valores de impedancia entre los sueros inmune y
control, obtenidos del ensayo de EIS sobre PPy de 30 KHz a 0.3 Hz.

Para los datos de la EIS de 100 KHz a 0.1 Hz (figura , tampoco se ob-
servé diferencia significativa entre los datos de impedancia real (ES = 0.37, S <
66 %) o imaginaria (ES = 0.03, S < 50 %).

Aunque los gréaficos de impedancia de Bode y Nyquist, sugieren que existe una
diferencia significativa entre las muestras tratadas con suero inmune y preinmune,
los analisis de los promedios de impedancia real e imaginaria muestran que no la

hay; sin embargo, esto no descarta que pueda existir una diferencia medible entre
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Figura 7.32: Comparaciéon de los valores de impedancia entre los sueros inmune y
control, obtenidos del ensayo de EIS sobre PPy de 100 KHz a 0.1 Hz.

los elementos individuales del circuito, no obstante los circuitos modelos obtenidos
son muy complicados, ya que contienen elementos debidos a las conexiones de las
peliculas, al DAT que se depositaba sobre la superficie del sustrato sin polimero,
al cableado y a algunos fenémenos de difusién de la celda. Todos estos elementos
hacen virtualmente imposible calcular manualmente los valores de impedancia de
cada uno de estos. Es posible desarrollar un método numérico para el cdlculo de estos
elementos, sin embargo esta fuera de los objetivos del presente trabajo. El siguiente

paso fue explorar un método electroquimico alternativo para la cuantificacién.

7.4. Emnsayo electroquimico de cronoamperometria

con anticuerpos conjugados a HRP

Como alternativa a la EIS, se llev6 a cabo un inmunoensayo basado en el uso de

HRP como marcador y una cuantificacion por cronoamperometria. Los ensayos se
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100 conjugados a HRP

realizaron usando la plataforma basada en PPy, debido a que se obtuvieron mejores
respuesta en los inmunoensayos sobre esta plataforma, ademas que los tiempos de
sintesis son mucho mas cortos que los de PAni. Para los inmunoensayos se usaron
sueros de conejo y sueros humanos.

La figura[7.33] muestra los picos de corriente obtenidos de una cronoamperometria
realizada con sueros de conejo, para este ensayo se usaron diluciones 1:100 y 1:400;
se puede observar como los picos de corriente correspondientes a los sueros inmunes,
son significativamente mas elevados comparados con los obtenidos para los controles,
en éstos ultimos incluso se observa una disminucién de la corriente antes de alcanzar

su estado estacionario.
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Figura 7.33: Picos de corriente al agregar el peréxido de hidrégeno durante la crono-
amperometria para sueros inmune y control de conejo.

En base a lo datos de la cronoamerometria para suero de conejo (figura [7.33)),
se obtuvo la corriente promedio para las intensidades maximas de cada una de las

lecturas. En la figura [7.34] se observa que la corriente promedio es dependiente de
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la dilucion del suero, ademés se obtiene una corriente maxima a la dilucién 1:200,
lo cual es consistente con los resultados convencionales. Estos resultados implican
que es posible realizar ensayos de forma electroquimica, los cuales brindan algunas
ventajas importantes como la posibilidad de miniaturizar y automatizar los sistemas

para crear plataformas de diagndstico mas eficaces.
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Figura 7.34: Corriente promedio obtenida para el suero inmune y control de conejo
a diferentes diluciones.

Finalmente, se realizé un ensayo con un grupo de sueros humanos infectados con
TB y se usaron sueros de personas sanas como control. En la imagen [7.35] se observa
cémo se obtuvo una corriente promedio mayor para el grupo control comparado con
el inmune (ES = 1.6, S < 95%), los resultados son similares a los obtenidos en los

inmunoensayos convencionales con PPy y PAni.



7.4. Ensayo electroquimico de cronoamperometria con anticuerpos
102 conjugados a HRP

Estos resultados sugieren que existe una diferencia significatica, por lo cual es
posible utilizar este soporte para realizar un sistema de captacién de anticuerpos
caracteristicos de TB y realizar la cuantificacién de forma electroquimica, aun se
requiere probar el método con un numero mayor de muestras para determinar su
potencial como un sistema de diagnéstico. De ser posible, el sistema presentado
podria ser usado para desarrollar sistemas automatizados de diagnoéstico de menor

costo, que no requieran equipo especial ni personal capacitado.
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Figura 7.35: Corriente promedio obtenida para el grupo de sueros inmunes y control
de humanos.



Capitulo 8

Conclusiones

= Se sintetizaron exitosamente peliculas de PAni quimica y electroquimicamente

y de PPy electroquimicamente y se logré funcionalizarlas con el antigeno DAT.

= Se demostré mediante inmunoensayos que es posible realizar la cuantificacion
de los anticuerpos anti-DAT en suero de conejo sobre los soportes de PAni y
PPy.

= También se logré registrar una diferencia significativa sobre el soporte, de an-
ticuerpos anti-DAT en sueros de pacientes infectados con respecto a sueros de

pacientes sanos.

= Con la técnica de EIS, se obtuvo un modelo de circuito y se logré observar
algunos cambios en las propiedades eléctricas; sin embargo aun es necesario
refinar el sistema para lograr hacer una cuantificaciéon de anticuerpos por este

método.

= Por medio de cronoamperometria, se demostro que es posible registrar la pre-
sencia de anticuerpos asociados a TB en suero sanguineo por el método usando
un marcador secundario.

= En conclusion, se logré obtener un soporte basado en PPy funcionalizado con
el antigeno DAT, el cual es capaz de detectar y cuantificar de forma electro-
quimica anticuerpos que se asocian con la TB activa y se probd exitosamente

su funcionalidad como biosensor.
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= Los resultados de este trabajo, dan pie a multiples posibilidades para el desa-
rrollo de un biosensor para TB. En futuros trabajos se puede continuar carac-
terizando la respuesta del soporte en base a PPy-PB-HRP en ensayos doble
ciego para validar su funcionamiento, ademas se pueden realizar mediciones
controladas para obtener los valores del instrumento como limite de deteccion
y sensibilidad. Por otra parte, una alternativa atractiva es miniaturizar y con-
trolar mejor el sistema, para obtener modelos de EIS més simples y reproduci-
bles que permitan determinar con precision la contribucién de los anticuerpos
a los cambios de impedancia, con lo cual se podria comenzar el desarrollo de
un biosensor libre de marcadores, que involucre menos pasos experimentales y

en consecuencia sea mucho mas asequible.



Apéndices

Preparacion de soluciones

Solucién de relleno de electrodo Ag/AgCl

El electrodo se rellena con una soluciéon de KCl 4 M saturada con AgCl. Para

preparar 50 ml:

1. A 35 ml de agua desionizada se le agregan 14.91 gr de KCI.

2. Se deja en agitacion por 15 minutos. Posteriormente la solucion se afora a 50

ml.

3. Se agrega un poco de AgCl, y se coloca en agitacién por media hora hasta que

los residuos de AgCl se vuelvan grises.

4. Se filtra la soluciéon y debe almacenarce al reguardo de la luz.

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

Para preparar una 1 litro de solucién de PBS 10X (1 M):

1. A 800 ml de agua, se le agregan:

= NaCl-80 g

» KCl-2¢g

» NaoHPO, - 144 g
» KH,PO,-24¢g
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o bien:
= NaCl-80 g
n KC] -2 g

u NaQHPO4.7H20 -144 g
» KHyPO,-24¢g
2. Se ajusta el pH a 7.4 con HCI 1 M y se afora a 1 litro.

3. Se esteriliza la solucién en autoclave o por filtracion, se preparan alicuotas y

pueden conservarse a temperatura ambiente.

Solucién de albiimina de suero bovino (BSA)

Para preparar 100 ml de solucién de BSA al 3 %:
1. A 80 ml de PBS 1X se le agregan 3 g de BSA.

2. Se deja en reposo hasta que se disuelva la proteina (No debe agitarse ya que

tiende a formar burbujas).
3. Se afora a 100 ml con PBS 1X.

4. Puede conservarse 24 hrs en refrigeracion a 5 °C.

Solucién amortiguadora dietanolamina (DEA)

Para preparar 1 litro se solucién de dietanolamina al 10 % (v/v):

1. A 700 ml de agua desionizada se le agregan:

» dietanolamina - 100 ml
= MgCly.6H50 - 102 mg
= NaN,-04 g
2. Se agrega HCI concentrado hasta obtener un pH de 9.8

3. Se afora con 1000 ml de agua desionizada y se conserva a resguardo de la luz

a temperatura ambiente.
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