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1.- RESUMEN

El estudio se ha centrado en la revisidn bibliografica de los diferentes tipos de biosensores
electroquimicos que se han desarrollado basados en sondas de acidos peptidonucleicos
(APN) para la deteccion de 4acidos nucleicos (ADN, ARN) mediante una reaccion de
hibridacién. Todo ello se ha traducido en nuevos métodos de andlisis quimico y clinico para
multitud de aplicaciones, tanto de la deteccién de dianas terapéuticas de aplicacion
farmacéutica, como de identificacion en otros campos de interés, todo basado desde el
punto de vista analitico y molecular.

Se ha hecho un recorrido por los diferentes métodos de deteccion, fijandose sobretodo en el
limite de deteccion obtenido con los dispositivos desarrollados y que éste fuese lo mas bajo
posible para la deteccion de muy bajas concentraciones de analito y que la medida
cuantitativa fuese reproducible bajo diferentes condiciones.

Los biosensores electroquimicos basados en APN hasta ahora desarrollados han sido idoneos
desde el punto de vista analitico (alta especificidad y bajo limite de deteccién) y también
econémico y de mayor simplicidad, si los comparamos con otros dispositivos de deteccion
de acidos nucleicos tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)..

A lo largo de estos ultimos anos, se han implementado nuevos biosensores de materiales
cada vez mas idoneos desde el punto de vista analitico y fisico-quimico para permitir una
deteccién cada vez mas precisa y exacta, y que no se saliese de los estandares econdmicos
para que fuese altamente reproducible.

Palabras clave: biosensor electroquimico, biosensor de ADN, acidos peptidonucleicos, APN.



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

2.- INTRODUCCION

En términos generales, un biosensor se puede definir como un dispositivo analitico capaz de
traducir la reaccién de reconocimiento molecular del analito de interés, comunmente
llamado ligando, con su propio receptor especifico en una sefal que pueda ser medida y
cuantificada. Este proceso, denominado transduccién, implica que el mecanismo de
deteccién se lleva a cabo por parte de un receptor que debe estar inmovilizado en la zona
sensora del dispositivo que se encuentra intimamente ligada al sistema transductor. Cuando
en un biosensor tiene lugar el reconocimiento biolégico entre el receptor y el ligando, se
producen ciertos cambios en diferentes parametros fisico-quimicos, tales como cambios de
masa, de potencial, de intensidad luminosa, etc, que pueden ser registrados por el sistema
transductor, de forma que se genere una sefial apropiada o asociada a dicha magnitud, y
gue es proporcional a la concentracion de la sustancia a analizar o analito.

Por tanto, un biosensor permite medir, cuantificar y analizar en tiempo real un proceso de
interaccion entre biomoléculas. Los dos constituyentes del biosensor, receptor (elemento de
reconocimiento de naturaleza bioldgica que interacciona de manera selectiva con el analito)
y transductor, forman una unidad funcional, cuya selectividad viene dada por la parte
bioldgicamente activa (1). La sensibilidad adecuada se va a poder conseguir mediante un
mecanismo de transduccién adecuado. (Figura 1)
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Figura 1. Esquema de un biosensor.
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2.1. Tipos de biosensores

Los biosensores pueden ser clasificados segun diversos criterios. La clasificaciéon puede
establecerse en funcién del tipo de receptor inmovilizado, permitiendo diferenciar los
distintos tipos de biosensores segun tengan inmovilizado moléculas de ADN, proteinas
(enzimas, anticuerpos, péptidos...), o bien una molécula artificial, como polinucleétidos
basados en enlace peptidico (APN) (2-4), ribozimas (5), polimeros de huella molecular (6, 7)
o incluso, un sistema biolégico complejo, como una célula o un tejido (8, 9).

Segun el tipo de componente bioldgico inmovilizado, va a condicionar el tipo de aplicacién
para la cual el biosensor va a estar dirigido. De igual forma, condicionara el tipo de reaccién
gue puede tener lugar entre el receptor y el analito y, a su vez, el formato o forma mediante
la cual se va a llevar a cabo su deteccion: basada en la afinidad entre ambos, o en una
deteccion en la que el analito ademas puede sufrir otras reacciones quimicas/bioquimicas.
Esto permite introducir otra clasificacion entre los biosensores segun éstos sean cataliticos o
de afinidad.

Los biosensores también se pueden clasificar segun el tipo de sistema transductor empleado,
y por lo tanto, en el principio fisico del fenémeno de la transduccién. Este dltimo se
encuentra intimamente ligado al sistema detector que es el que permite monitorizar los
cambios que el transductor registra como consecuencia de los procesos de reconocimiento
molecular y/o cataliticos que tienen lugar en la superficie biosensora. En definitiva es el
propio transductor, el que va a determinar la eficacia en el procesado de la sefial del
biosensor.

En cuanto a los diversos tipos de sistemas transductores que se pueden utilizar en los
biosensores se pueden diferenciar: Opticos, Termométricos, Mecano-acuUsticos Y
Electroquimicos.

Este trabajo se centra en el uso de biosensores electroquimicos, los cuales vana registrar el
cambio electroquimico que se produce como consecuencia de la reaccién de reconocimiento
molecular, que es proporcional a su vez a la concentracion del analito que se desea detectar
(10, 11). Se diferencian varios tipos:
a) Amperométricos: Determinan corrientes eléctricas asociadas con los electrones
involucrados en los procesos de éxido-reduccidn. (12, 13).
b) Potenciométricos: Emplean electrodos selectivos a ciertos iones para determinar
cambios en la concentracién de los iones escogidos (ej. electrodo selectivo a H*) (14).
c¢) Conductimétricos: Miden cambios en la conductancia asociados con cambios en el
ambiente idnico de las soluciones.

Todos los criterios de clasificacion anteriormente citados se resumen en la tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de los biosensores en funcidn del tipo de receptor bioldgico, tipo de
reaccion receptor-analito, y tipo de sistema transductor.

Proteinas Enzimas, Anticuerpos, Péptidos
Ribozimas

ADN

Moléculas artificiales Acidos peptidonucleicos (APNs)
Sistema biolégico complejo Células, Tejidos

Cataliticos

Afinidad

Opticos Absorcién

Fluorescencia
Onda evanescente (Refractométricos)
Termométricos

Mecano-acusticos Piezoeléctricos
Nanomecanicos
Electroquimicos Amperométricos

Potenciométricos
Conductimétricos

Para el desarrollo de un dispositivo que funcione correctamente resulta crucial, ademas de
la eleccidn de un material bioldgico y de un método de inmovilizacién adecuados, escoger
un sistema de transduccidn éptimo. Son multiples los factores que influyen en la eleccién del
transductor destacando la facilidad de fabricacién, posibilidad de miniaturizacién,
estabilidad y resistencia. De todos los sistemas transductores anteriormente detallados,
puede decirse que son los dispositivos electroquimicos los mas utilizados como
transductores en biosensores. Los biosensores electroquimicos implican la medida de
cambios de las propiedades eléctricas de una disolucién al producirse o consumirse
electrones o iones por medio de reacciones quimicas.

Algunas de las ventajas de los biosensores electroquimicos se destacan a continuacion:

a) Las medidas electroquimicas pueden ser realizadas en volimenes pequefios,
incluso del orden de nanolitros, con relativa facilidad debido a la naturaleza
interfacial de la medida electroquimica. Esto hace que tales dispositivos sean
especialmente apropiados para la monitorizacién “in vivo”.

b) La sefial obtenida es eléctrica, y permite la transduccion directa de la reaccién en
la sefial de lectura.

c) Los limites de deteccidn que se obtienen, (normalmente entre 10° y 10°® mol x L),
son suficientes y adecuados para la deteccidn de numerosos analitos de interés.

d) La relativa simplicidad y el bajo coste de la instrumentacion electroquimica
permiten una facil disponibilidad de estos dispositivos.
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En un biosensor electroquimico de ADN, también llamado genosensor, se lleva a cabo la
conversion del evento biolégico (hibridacién) en una sefial medible, usando como elemento
de reconocimiento una secuencia de oligonucleétidos complementaria a la secuencia de
ADN que pretendemos determinar y que, en nuestro caso, es el analito (Figura 2).

Mediante esta reaccion se da lugar a un hibrido de doble hebra gracias a la
complementariedad de las bases, la cual hace posible la deteccidn de genes especificos de
una especie. La hibridacion se produce de forma eficaz y selectiva, aunque existan otros
acidos nucleicos no complementarios con el analito, ya que la unién tiene lugar gracias al
reconocimiento de la secuencia de bases.

Gracias a los avances en la sintesis de ADN, que han permitido el disefio de sondas
complementarias a las secuencias de bases que queremos analizar, ademas de las ventajas
anteriormente citadas, esta técnica analitica ha adquirido un gran protagonismo respecto a
las ya existentes.
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Figura 2. Esquema general de un genosensor de ADN

2.2. Acidos peptidonucleicos (APN)

En esencia, los APN son acidos peptidonucleicos en los que se sustituyen los enlaces
fosfodiéster del azucar-fosfato, que forman el esqueleto del ADN, por enlaces peptidicos
entre unidades de N-(2-aminoetil) glicina repetidas (Figura 3). La distancia entre las bases no
cambia y la hibridacién entre APN y su secuencia de ADN complementaria sigue las reglas de
Watson-Crick. Los hibridos APN/ADN tienen mayor estabilidad térmica que los ADN/ADN
como consecuencia del esqueleto neutro de los APN. En definitiva, las secuencias de APN de
hebra simple presentan mejores propiedades de hibridaciéon y estabilidad quimica vy
enzimatica que los acidos nucleicos.

En el APN el espacio entre bases semejante a las secuencias de ADN y carga neutra. Esto
supone:
* Mayor afinidad por la secuencia de ADN complementaria

* Mejor discriminacion

* Uso de sondas cortas (10-15 mer)

* Mayor estabilidad

* Bioldgica

* Estructura no propensa a la degradacion por nucleasas
-7 -
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*  Térmica

* Hibridacidn mas rapida a temperatura ambiente y superior
*  Quimica

* Dependencia minima de la fuerza idnica
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Figura 3. Estructura quimica del ADN vs. el APN y su método de hibridacion.

El APN es un “imitador” de ADN compuesto de nucleobases naturales y esqueleto
pseudopeptidico. Siendo una molécula basada en poliamida, el APN exhibe una elevada
estabilidad térmica/quimica al igual que una resistencia a la degradacién mediada por
nucleasas. Ademas, el esqueleto eléctricamente neutro permite al APN hibridar con ADN o
ARN complementario con gran afinidad y especificidad. Por lo tanto, el APN puede
emplearse no sélo como una potente herramienta para la biologia molecular y los
diagnodsticos genéticos, sino que también un poderoso candidato destinado a la deteccidn de
farmacos (15). Hay trabajos que demuestran la eficacia y estabilidad de los APN en el disefio
de genosensores voltamperométricos. Aunque existen algunos trabajos que muestran las
ventajas de los APN-biosensores, es éste un campo aun por explorar.

Recientemente, muchos investigadores han demostrado varios biosensores basados en
nanomateriales en combinacién con APN (16). Por ejemplo, un sistema detector basado en
el oxido de grafeno (OG) usando sondas de APN fue desarrollado para deteccién de dianas
bio-especificas (17, 18), ensayos de actividad enzimatica (19), deteccién de acido nucleico de
doble hebra (20), al igual que imagenes de biomoléculas de células vivas (16).

3.- MATERIAL Y METODOS

En el presente trabajo, se ha realizado una revision bibliografica de los diversos tipos de
biosensores electroquimicos basados en acidos peptidonucleicos, APN, bien sea la deteccidn
de diversos patégenos o el diagndstico de patologias relacionadas con el ser humano
principalmente.

Las bases de datos utilizadas para la busqueda de articulos cientificos fueron PubMed y
Elsevier principalmente. Palabras clave utilizadas: biosensor electroquimico, biosensor de
ADN, acidos peptidonucleicos, APN.
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4.- DISCUSION Y RESULTADOS

A continuacidn se muestra una tabla comparativa de los diferentes biosensores de tipo
electroquimico que se consideran mas relevantes, por el tipo de analito detectado y/o las
propiedades analiticas obtenidas:

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

Biosensor Diana Limite de deteccion = Rango lineal \ Ref.
Electroquimico | oligdmeros de ADN | 1,8 x 10 mol L* 1 x 101 -1 x 108 | (21)
de doble hebra mol L?

(Virus Hepatitis C)

Electroquimico | ADN (oligémero) y | 10* mol L? 1 x 10%2-1 x 101° | (23)
ARN (ADNoligo), 107 g mol L?
(ARN total)

Electroquimico

Electroquimico

miARN let-7a, let-

7b, let-7c

mutaciones en el
ADN que afectan al
gen BRAF vy la
proteina KRAS

0,50 x 10> mol L

1fgmL?

(25)

(27)

Electroquimico | pVHC3a 5,7 x 10 mol L'? - (29

Electroquimico | hibridacion del ADN | 5,6 x 10*®mol L 5,0 x 10°- 2,5 x 107 | (31)
mol LT (R=0,9940)

Electroquimico

Electroquimico

M. Tuberculosis

pequenas
secuencias de Ia
proteina p53

0.1x 10 mol L?
(APN/Fe304), 0.1 x
1022 mol L' (APN-
electrodo)

6,82 x 1010x 1010

(33)

(35)
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De todos los biosensores electroquimicos anteriormente descritos y referenciados, el
estudio se ha centrado en aquellos que presentaban mayor enfoque en el campo de interés
de nuestro estudio; es decir, en el campo de Ciencias de la Salud en cuanto a patologias del
ser humano.

Articulo 1)

En el siguiente articulo se desarrollé una plataforma electroquimica de modo dual altamente
sensible para la deteccidon de microARN (24):

Los microARN juegan un papel crucial en la regulacion de genes que afectan a varias
enfermedades humanas; entre las que se encuentra el cancer, convirtiéndolos en unos
prometedores biomarcadores. Sin embargo, como los niveles bajos niveles de miARN
presentes en sangre son bajos, su uso como biomarcadores del cancer requiere del
desarrollo de métodos analiticos simples y eficaces.

Muchos estudios recientes muestran como el miR-145 es un miARN supresor de tumores,
gue esta bajamente regulado en varios tipos de cancer, incluido cancer de vejiga, cancer de
colon, cancer de mama, cancer de ovario y cancer de prostata (PCa).

Entre las tecnologias convencionales usadas para el estudio de miARN se incluyen el
northern blott, la hibridacién in situ, la PCR cuantitativa y los microarrays de miARN. Estas
técnicas, aunque poderosas, son laboriosas y por tanto restringidas para los laboratorios.
Para suplir dicho reto, los biosensores electroquimicos se consideran una alternativa
adecuada, gracias a las diversas ventajas que presentan tales como alta especificidad,
portabilidad y bajo coste. Aunque hay multitud de estudios centrados en la deteccion de
microARN mediante métodos electroquimicos, obteniendose niveles de hasta fentomolar en
la cuantificacién de la hibridacién de miARN con impedancia electroquimica, en general
estos dispositivos mostraron falta de simplicidad en su proceso de fabricacién.

En este sentido, en este trabajo se desarrolld una plataforma electroquimica de modo dual
altamente sensible para la deteccidon de microARNs utilizando acidos peptidonucleicos como
sondas en superficies de electrodos de oro para su hibridacién especifica con la molécula
diana que en este caso es microARN (miR-145). Se empled una estrategia de amplificacion
usando nanoparticulas de oro cargadas positivamente (AuNPs). Para la medida de la
reaccion de hibridacion se utilizé la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS),
técnica no destructiva ampliamente utilizada para la deteccidon de secuencias especificas de
ADN libre de marcaje. Con esta técnica se permite monitorizar los cambios producidos en
las propiedades interfaciales entre el electrodo y el electrolito, antes y después de la
reaccion de hibridacién sonda-analito.

Ademas, se llevaron a cabo medidas voltamperométricas, utilizando como sonda redox
ferroceno tiolado, observandose un incremento en la intensidad de oxidacion del ferroceno
a medida que aumenta la concentracion de miARN. Este dispositivo dual permite la
detecciéon de miARN-145 con un limite de deteccién (LOD) de 0,37 fM y un amplio rango
dinamico de 1 fM hasta 100 nM con una clara distincion de secuencias de miARN no
enlazantes. La plataforma electroquimica desarrollada puede ser facilmente expandida a lo
largo de otras detecciones de miARN/ADN para el desarrollo de plataformas de microarrays.

-10 -
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La figura 4 muestra un esquema de la estrategia de deteccidn empleada (a-d), y los cambios
ilustrados en las propiedades eléctricas del electrodo de oro durante el proceso de
modificacion mediante EIS (e). Un valor relativamente bajo de resistencia a la trasnferencia
de carga, Re, de unos 2,9 kQ fue registrado con el electrodo modificado con APN-MCH,
debido a la barrera fisica impuesta por la presencia de la capa autoensamblable (SAM). El
valor de resistencia a la transferencia de carga practicamente no varia tras la incorporacién
de las nanoparticulas de oro al electrodo. El biosensor modificado (MCH-APN+AuNPs) fue
incubado con mIiARN-145, observandose despues de la hibridacion un incremento
significativo de R desde 2,9 kQ hasta 11,9 kQ. El incremento de R se atribuye a la
formacion del duplex APN/miARN-145, haciendo que la superficie del electrodo quede
altamente cargada negativamente y creando una barrera electrostatica hacia el marcador
redox cargado negativamente en la disolucién de medida.
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Figura 4. Esquema de la construccién del biosensor. (a) Sondas de APN inmovilizadas; (b)
captura de la diana (ADN/miARN); (c) Interaccién electrostatica final de las AuNPs cargadas
positivamente con APN/ADN o hibrido APN/miARN; (d) Unidn del ferroceno tiolado a las
AuNPs; (e) Caracterizacion EIS de los eventos de unién utilizando un biosensor basado en
APN: la curva negra representa el biosensor basado en APN, la curva roja representa la unién
no especifica de las AuNPs, la curva azul representa la hibridaciéon del miARN-145 con las
sondas de APN ,y la curva magenta representa la interaccién electrostatica de las AuNPs con
el diplex APN/miARN-145.

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizadas en el estudio se muestra en la tabla 2.
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Tabla 2. Secuencias de miARN y sondas de APN utilizadas en este trabajo. La secuencia
complementaria completa en la primera linea corresponde a la secuencia de miARN-145.
AEEA es un “linker” glicélico de nueve atomos (acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico).

Tipo de Secuencia Secuencia

Secuencia complementaria completa (miARN- 3’-UCC CUA AGG ACC CUU UUU GAC CUG-5’
145):

Secuencia no complementaria: 3’-AAA UGC CUA UAG ACC CUU GAC CUG-5’
Secuencia desajustada 1: 3’-UCC CUA UGG ACC CUU UUU GAC CUG-5’
Secuencia desajustada 2: 3’-UCC AUA AGC ACC CUU UUU GAC CUG-5’
Sonda APN 2: SH-C6-TTT AGG GATTCCTGG G
Sonda APN1: C6-AEEA-TTT AGG GATTCCTGG G

A modo de conclusién, en el presente trabajo, se disend y desarrollé un biosensor
electroquimico de modo dual altamente sensible con una simple amplificacion con AuNP
para la detecciéon de microARN-145. Mediante medidas de impedancia electroquimica se
demostré que las nanoparticulas de oro depositadas en la superficie electrédica pueden
interrumpir la biocapa dieléctrica del sensor, llevando a significantes cambios en la
capacitancia del sistema. Ademads, se observd un aumento muy acusado del valro de
resistencia a la transferencia de carga tras el proceso de hibridacion APN-microARN. Se
llevaron a cabo medidas voltamperométricas, utilizando ferroceno tiolado como sonda
redox, observandose un incremento en la intensidad de oxidacién del ferroceno a medida
gue aumenta la concentracién de miARN, lo que demuestra que el dispositivo desarrollado
puede ser utilizado para el analisis cuantitativo.

Con el actual sistema basado en APN, se obtuvo un amplio intervalo lineal desde 1 fM hasta
100 nM con un limite de deteccion de 0,37 fM. La importancia mas significativa es que la
técnica de deteccion puede ser reproducida facilmente y expandirse en técnicas de
microarrays .

Articulo 2)

En el siguiente articulo se desarrollé un nuevo biosensor electroquimico basado en papel
usando una sonda de acido peptidonucleico con pirrolidina (acpcAPN) marcada con
antraquinona (AQ-APN) y un electrodo modificado con grafeno-polianilina (G-PANI) para
detectar el virus del papiloma humano (HPV) (37):

Los factores mas importantes para los dispositivos de diagndstico, especialmente para paises
en vias de desarrollo, son el bajo coste, la simplicidad y la velocidad en la obtencién de los
resultados para hacer un “screening” rapido y para monitorizar los biomarcadores de la
enfermedad. Para conseguir este objetivo, los dispositivos analiticos basados en papel han
sido ampliamente utilizados como dispositivos alternativos en el disefio de aplicaciones para
puntos de cuidado (“point-of-care” (POC)).

Por otro lado, el HPV es un virus que puede aparecer tras cualquier tipo de contacto sexual.
Hay muchos tipos de HPV de alto riesgo, incluidos el tipo 16 y 18, que pueden causar
cambios anormales en las células del cérvix. Estos cambios pueden derivar en un cancer de
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cérvix, el cual es uno de los mas importante problemas de salud para las mujeres. La
mortalidad derivada del cancer de cérvix se ha incrementado especialmente en paises en
vias de desarrollo que tienen instalaciones médicas limitadas.

En este trabajo, se empled una técnica de impresidn por chorro de tinta para preparar un
electrodo modificado basado en papel (G-PANI). La sonda de AQ-APN que emplea un
aminodacido cargado negativamente en el extremo N-terminal fue inmovilizada en la
superficie del electrodo a través de atraccion electrostatica. La espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS) fue utilizada para detectar la reaccidn de hibridacion entre
un oligonucledtido diana sintético de 14 bases con una secuencia correspondiente al ADN
del virus del papiloma humano (HPV) tipo 16. Ademads, se mididla sefial de respuesta
electroquimica de la parte marcada con AQ utilizando un voltamograma de ondas cuadradas
antes y después de la hibridacion. Se observd que la sefial decrecid significativamente
después de la adicion del ADN diana. Este fendmeno se explica por la rigidez del duplex APN-
ADN, que obstruye la accesibilidad de la transferencia de electrones de la parte marcada con
AQ a la superficie del electrodo. Bajo optimas condiciones, el limite de deteccion del
dispositivo analitico desarrollado en la deteccién de HPV tipo 16 fue de 2,3 nM con un rango
lineal entre 10-200 nM. La aplicacion de este biosensor al analisis de muestras de ADN reales
fue testado mediante la deteccién de ADN amplificado por PCR del “SiHa cell line”.

A continuacion, se muestran detalles concretos del biosensor desarrollado.

Las secuencias de oligonucledtidos empleadas se muestran en la Tabla 3. También hay que
tener en cuenta el cebador (5-CACTATTTTGGAGGACTGGA-3") y el cebador reverso (5'-
GCCTTAAATCCTGCTTGTAG-3’) utilizados para las muestras de la PCR.

Tabla 3. Listado de oligonucleétidos.

Oligonucleétido Secuencia (5-3")

ADN complementario (HPV tipo 16) 5-GCTGGAGGTGTATG-3’
ADN no complementario 1 (HPV tipo 18) 5’-GGATGCTGCACCGG-3’
ADN no complementario 2 (HPV tipo 31) 5’-CCAAAAGCCCAAGG-3’
ADN no complementario 3 (HPV tipo 33) 5’-CACATCCACCCGCA-3’

Para la fabricacion del biosensor electroquimico de ADN basado en papel, se utilizd el
método de impresion por cera (“wax-printing”). Inicialmente el papel patentado fue
disefiado usando “Adobe lllustrator” e impreso en un filtro de papel (Whatman No.1)
utilizando una impresora de cera (Xerox Color Qube 8570, Japdn). La tinta de carbon fue
proyectada como electrodo de trabajo y como un electrodo auxiliar. Posteriormente, la
plata/cloruro de plata fue proyectada como electrodo de referencia y como almohadilla
conductora.

Previo a la modificacion del electrodo, se preparé un compuesto G-PANI utilizando un
método fisico de mezclado. Para ello, se dispersé polvo de grafeno en N-metil-2-pirrolidona
(NMP) y sonicados durante 20 horas a temperatura ambiente. Subsecuentemente, se dopé
PANI (base esmeraldina (forma de polianilina altamente conductora)) con de &acido de
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alcanfor 10-sulfénico para generar un grupo amino positivamente cargado y disuelto en
NMP.

La tinta conductora G-PANI fue cargada en un cartucho e impresa en un electrodo del
biosensor electroquimico basado en papel utilizando una impresora de materiales. La
modificacidn del electrodo se muestra en el Esquema 1A. Seis capas de solucidon compuesta
G-PANI fueron impresas sobre la superficie del electrodo. Después, el electrodo modificado
fue calentado a 65°C durante 30 miinutos para secar los disolventes de la tinta conductora
G-PANI.

Para la inmovilizacion e hibridacion de la sonda de APN, primero, la sonda de AQ-APN fue
inmovilizada en la superficie del electrodo de carbono con G-PANI modificado. El electrodo
modificado con AQ-APN/G-PANI fue hibridado con el ADN diana. Posteriormente, se midio la
senal respuesta electroquimica por voltametria de onda cuadrada. Los procedimientos de
inmovilizacion e hibridacién estan ilustrados en el Esquema 1B.

A

£ - o \
o A "a E\—J g = ,:'
e / . .G-PANI composite,”
! AL
’ / \--________.,;!'/
/ ¥’
@ Electrode & PP S
modification

S" ‘:’ "\ I‘V‘V‘\ 2 L & G.paNI
S - “+ :'+ +’ T-a"“w"“ g M carbon
g_ Immobilization % Hybridization % i Paper

Esquema 1. llustracion esquematica de la modificacidn del electrodo (A) y los pasos de
inmovilizacién e hibridacidn del biosensor de ADN electroquimico basado en papel (B).

En cuanto a la caracterizacion electroquimica, la sonda inmovilizada de AQ-APN/G-PANI
antes y después de la hibridacion con el ADN diana fue investigada usando voltametria de
ondas cuadradas (SWV), Figura 5. La inmovilizacion de la sonda AQ-APN/G-PANI dio lugar a
un pico redox de aproximadamente -0,65 V. Después de la hibridacién con una cantidad
equimolar del ADN diana complementario, la respuesta electroquimica decrecid
significativamente debido a la rigidez del duplex APN-ADN respecto a la sonda nativa de
APN. La rigidez obstaculiza la transferencia de electrones entre la etiqueta redox activa (AQ)
y la superficie del electrodo. Ademas, se observé un descenso en la sefial electroquimica
medida, a medida que aumenta la concentracién de analito.
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Figura 5. Voltamograma de ondas cuadradas de la sonda de APN inmovilizada sobre G-PANI
antes y después de la hibridizacién con una concentracion equimolar del ADN diana.

A modo de conclusién, el biosensor desarrollado resulté ser un dispositivo analitico
econémico y desechable, que es facilmente incinerable tras su utilizacion y es prometedor
para el “screening” y la monitorizacién del ADN del HPV tipo 16 para identificar los primeros
estadios del cancer cervical. El dispositivo analitico desarrollado en la deteccion de HPV tipo
16 prsentd un limite de deteccion de 2,3 nM con un rango lineal entre 10-200 nM. El
biosensor propuesto se aplicd al analisis de muestras de ADN reales obteniéndose
resultados sastisfactorios.

Articulo 3)

En el siguiente articulo se desarrollo un biosensor electroquimico de gran selectividad para
la deteccién del ARN del Virus de la Hepatitis C (VHC) (38):

El virus de la hepatitis C (VHC), es un virus transmitido por la sangre que causa una hepatitis
crénica infecciosa. Egipto tiene la epidemia mas acusada para el VHC en el mundo, con
acerca del 14,7% de la poblacidn egipcia. Asi, el VHC, el cual puede causar graves riesgos
para la salud humana incluyendo fallo de higado, se convierte en una conciencia de salud
publica para los egipcios. El desarrollo de biosensores altamente selectivos y sensibles para
la deteccion precoz de niveles del VHC sin caras preparaciones de muestras ha recibido gran
atencion.

El VHC, a diferencia de la hepatitis A y B, no posee una vacuna para prevernirlo todavia. De
acuerdo a la OMS, acerca de 200 millones de personas estan infectadas del VHC alrededor
de todo el mundo. Ademas, entre 3 y 4 millones de pacientes son infectados cada afio. Un
diagndstico preciso y temprano de la infeccidon activa del VHC es critica, no sélo por la
asociada morbilidad y mortalidad, sino también porque el diagndstico temprando es el
factor mas importante para que el tratamiento sea un éxito. Diversas técnicas como el ELISA
(“enzyme-linked immunoassays”), el RIBA (“recombinant immune blot assays”), la
resonancia de plasmén superficial, la electroquimioluminiscencia, el genosensor
piezoeléctrico, etc.fueron utilizados para detectar anticuerpos anti-VHC. Sin embargo, la
deteccién temprana del VHC utilizando dichos métodos no es factible debido a la ausencia
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de anticuerpos contra los antigenos del VHC en los estadios tempranos de la enfermedad.
Ademas, el testado de los anticuerpos anti-VHC no podian diferenciar entre una actual o una
pasada infeccion. También, resultados de falsos negativos pueden aparecer en pacientes
inmunocomprometidos, como aquellos infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) o uremia. El testado de acidos nucleicos (NAT) para el ARN del VHC se
considera un método preciso de diagndstico y monitorizacién para la enfermedad, al igual
que una herramienta de diagndstico confirmativo para los ensayos anti-VHC. Sin embargo,
es demasiado caro y requiere una intensiva manipulacion para un uso rutinario. En vista de
dichas limitaciones, resulta importante el desarrollo de un ensayo de baja tecnologia para la
deteccidn directa del ARN-VHC sin amplificar con una alta sensibilidad, selectividad, cortos
ciclos de tiempo, y bajo coste-efectividad.

El presente trabajo muestra el desarrollo de un nuevo y rapido biosensor del VHC altamente
selectivo y sensible para la deteccion temprana del ARN del VHC extraido de muestras
clinicas. El biosensor basado en el VHC fue construido con la fabricacion de sustratos de
nanodots de oro/éxido de estafio e indio y seguido de la inmovilizacion de un acido
peptidonucleico especifico (como bio-receptor) y terminado con un grupo tiol sobre
nanodots de oro/dxido de estafio e indio. El principio de desarrollo del biosensor fue basado
en la hibridacidn selectiva entre el acido peptidonucleico y el ARN del VHC de regiones no
traducidas (5°-UTR). La espectroscopia Raman y las técnicas de voltametria de ondas
cuadradas fueron utilizadas para monitorizar la interaccion entre el ARN del VHC y el acido
peptidonucleico.

La solucién de moléculas de APN-SH fueron autoensambladas e inmovilizadas en las
nanoestructuras de oro del sustrato ITO, en las cuales el APN-SH fue disuelto en etanol y los
sustratos de oro modificados con ITO fueron sumergidos en la disoluciéon de APN-SH. Las
moléculas de APN no inmovilizadas fueron retiradas lavando el sustrato y secadas bajo
corriente de nitrégeno. La inmovilizacién del APN fue confirmada usando técnicas de
espectroscopia Raman yvoltametria de ondas cuadradas (SWV). El Au/ITO con el APN-SH
fueron sumergidos en la solucién diana complementaria de ARN preparada en 10 mM de
PBS durante 1 hora. La monitorizacién de la reaccién de hibridacién entre las moléculas de
APN vy la diana complementaria de ARN-VHC se llevo a cabo mediante comparacion de los
espectros Raman mediante espectrometria Raman, asi como cambios en los
voltamperogramas obtenidos mediante voltametria de ondas cuadradas (SWV).

El principio de desarrollo del biosensor de ARN-VHC basado en APN se relaciond con los
siguientes factores. El genoma del VHC estda compuesto de 9600 bases que contienen dos
regiones no traducidas (5'UTR y 3°"UTR) a ambos extremos, las secuencias de estas UTRs son
especificas para cada virus (5'-GGAGAUUUGGGCGUG-3"); la secuencia de las UTRs pueden
diferenciar mARNs. Ademas, en la 5°-UTR, hay un sitio de entrada ribosomal interno (IRES),
gue es una de las regiones mas conservadas en el genoma completo del VHC. En el presente
trabajo, se utilizé un APN complementario con bases de secuencia 5'-CACGCCCAAATCTCC-3’
y terminadas con un grupo tiol para permitir su inmovilizacion directa en las nanoestructuras
de Au/sustrato ITO. Los APN/nanoestructuras de Au/ITO fueron utilizadas como receptor
para la hibridacion con la diana de ARN-VHC como se muestra en el Esquema 2. Las
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estructuras quimicas y la pureza de este péptido fueron confirmadas utilizando técnicas de
espectroscopia de masa y HPLC.
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Esquema 2. Desarrollo del biosensor de ARN-VHC, paso 1: Fabricacién de las
nanoestructuras de oro modificadas con sustrato ITO; paso 2: inmovilizacion de los APN-SH
en los nanodots de oro modificados con sustrato ITO; y paso 3: deteccidon de la diana
complementaria ARN-VHC.

Aqui, como se muestra en la Figura 6a, el voltamograma ciclico del APN-SH inmovilizado en
la superficie de las nanoestructuras de Au modificadas con sustrato ITO, mostré una
respuesta irreversible con un pico anddico de cerca de 0,5 V. Una vez hibridado el ARN-VHC
con el APN, se observaron dos nuevos picos en los voltamogramas ademads de un cambio del
pico anddico del APN. Estos nuevos picos podrian utilizarse para monitorizar las diferentes
concentraciones del ARN-VHC. La técnica de voltametria de onda cuadrada fue utilizada para
monitorizar las diferentes concentraciones del ARN-VHC como se muestra en la Figura 6b,
que indican un incremento del pico anddico con el aumento en la concentracion del ARN-
VHC. La Figura 6¢ mostré una relacion entre el pico anédico y la concentracidon del ARN-VHC
con un rango desde 1 x 10° Ul/mL hasta 20 x 10% Ul/mL, en las cuales ilustran que el valor de
oxidacion del pico muestra un incremento lineal (R?=0,998) con la concentracion del ARN-
VHC. El limite de deteccién del sensor de VHC fabricado basado en la SWV fue de 101,5
Ul/mL, el cual se encuentra en el rango normal para la investigacion de la infeccion por VHC
y mas bajo que el nivel de VHC en suero después de la terapia (mas de 600 Ul/mL); asi, este
LOD es suficiente para discernir la infeccidn en suero por muestras clinicas. Sin embargo, se
deberian mejorar las propiedades analiticas obtenidas para la deteccidn de infecciones
tempranas por VHC.
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Figura 6. (a) Voltamogramas ciclicos del APN-SH inmovilizado en las nanoparticulas
modificadas en las nanoestructuras de oro con el ARN-VHC hibridado con APN, (b)
voltramogramas de ondas cuadradas a diferentes concentraciones de ARN-VHC tras la
hibridacién con APN vy (c) relacidon entre el actual pico y las concentraciones de ARN-VHC
dentro del rango de concentraciones desde 1 x 103 Ul/mL hasta 20 x 103 Ul/mL.

A modo de conclusién, se ha desarrollad un biosensor electroquimico de gran selectividad
para la deteccion del ARN del Virus de la Hepatitis C (VHC), con un limite de deteccion de
101,5 Ul/mLy un intervalo lineal de 1 x 103 Ul/mL hasta 20 x 103 Ul/mL.

5. CONCLUSIONES

Con todos los estudios que se han realizado a lo largo de estos ultimos afios, se puede
concluir que los biosensores electroquimicos utilizando los acidos peptidonucleicos (APNs)
como sondas de marcaje para la deteccion de multiples dianas, son dispositivos analiticos
idéneos desde el punto de vista analitico y biomolecular.

Desde un punto de vista analitico, caben resaltar las propiedades analiticas mas relevantes
de los genosensores electroquimicos como son su elevada especificidad, buena exactitud,
precision y reproducibilidad, alta sensibilidad, simplicidad, bajo coste, asi como posibilidad
de miniaturizacion y automatizacion.

Desde el punto de vista molecular, los APNs poseen una serie de ventajas respecto al ADN
como sondas: tales como la hibridacién con gran afinidad y especificidad con los acidos
nucleicos debido a su carga eléctrica neutra, mayor resistencia a la degradacion mediada por
endonucleasas, elevada estabilidad térmica y quimica, ademas de dependencia casi nula de
la fuerza idnica.

Todo esto tiene un alto potencial para el diagndstico precoz de multiples patologias de
especial relevancia.

El futuro de estos dispositivos se centrara en el disefio y desarrollo de dispositivos analiticos

mas sensibles y con menor limite de deteccién, que permitan la detecccion de analitos
incluso a niveles cuantitativos casi indetectables.
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