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Resumen

En este trabajo se muestran los resultados obtenidos de la modificacion de electrodos de aluminio
con nanotubos de carbono de pared multiple y dendrimeros poli(amido)amina. La modificacion de
los electrodos de aluminio con nanotubos de carbono de pared maultiple se realiz6 mediante
deposicién electroforética. Es importante mencionar que el uso del aluminio como sustrato no se
encuentra reportado en literatura. Por otro lado, la inmovilizacion de los dendrimeros se llevd a
cabo mediante la oxidacion electroquimica de los grupos amino superficiales de estas
macromoléculas.

Este tipo de sustrato resulta ser excelente candidato para su uso en el area de inmunoensayos tipo
sandwich basados en espectroscopia Raman de superficie aumentada para la deteccion de
bioanalitos (proteinas, enzimas, acidos nucleicos), en donde el anclaje ordenado y preferencial de
anticuerpos es determinante para alcanzar una alta eficiencia, estabilidad, sensibilidad y
reproducibilidad en la elaboracion de dispositivos para su aplicacién como pruebas en el punto de
atencion.
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De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud la principal causa de defuncién en el
mundo incluye las enfermedades cardiovasculares (cardiopatias isquémicas: angina miocardica,
infarto agudo al miocardio (IAM), muerte subita y accidentes cerebrovasculares) responsables del
27% del total de muertes anuales con méas de 18 millones. En cuanto a México, recientemente se
ha reportado que las enfermedades del corazdn son también las principales causas de muerte con
el 20.8% equivalente a 141,873 muertes por afio. Debido a la situacion actual, en el preocupante
incremento de decesos derivados de la pandemia, declarada en marzo del 2020. La asociacion
ECV/enfermedad causada por coronavirus 2019 (COVID-19), datos clinicos indican que debido a
la respuesta tromboinflamatoria provocada por COVID-19, puede conducir a trastornos

cardiovasculares en pacientes [4-6].

Contar con un diagndéstico certero es el primer paso para una intervencion adecuada de las
enfermedades cardiovasculares. Entre los biomarcadores cardiacos mas utilizados actualmente, se
encuentra la troponina | cardiaca (Tnlc), que representa un biomarcador cardioespecifico para la
muerte y el dafio de las células del miocardio [12-14]. En ese sentido, los Ultimos avances en las
metodologias para la deteccion de Tnlc han permitido tener mejores intervalos de medicion para

una correcta interpretacién médica.

Las pruebas de diagnostico empleando la Tnlc se dividen en: a) inmunoensayos
convencionales e inmunoensayos de alta sensibilidad, utilizados en laboratorios centralizados con
un promedio de emision de resultados de uno o mas dias y b) pruebas de diagnéstico en el punto
de atencion (POCT, por sus siglas en inglés), las cuales se realizan en centros de atencién médica,
y los resultados son obtenidos de 15 a 30 minutos después de la toma de muestra [15-17].
Adicionalmente, la mayoria de estas metodologias presentan protocolos complejos, los cuales
generalmente requieren mucho tiempo, problemas de precision y sensibilidad clinica baja,
conllevan pretratamiento de muestras y se requiere de la calibracion de los equipos y cada
fabricante establece los limites de referencia basados en la capacidad de la metodologia empleada
(rango lineal) para medir cambios leves, aunque significativos de las concentraciones de Tnlc en
muestras de sangre [19-21]. Ante las limitaciones anteriormente descritas, se hace evidente la
necesidad de generar métodos mas sensibles, estables y precisos que puedan ser utilizados para el

diagnostico y pronostico de ECVs. Dentro de las técnicas alternativas con mas alto potencial para
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la generacion de dispositivos analiticos robustos, precisos, rapidos y eficientes se encuentra la
espectroscopia Raman [22-25]. Con esta técnica, en su variante espectroscopia Raman de
Superficie Aumentada (SERS, por sus siglas en inglés), la cual se basa en el uso de materiales
nanoestructurados de metales nobles como el oro, cobre y la plata, ya se ha abordado la
deteccidn/cuantificacion de algunos biomarcadores cardiacos incluyéndose la Tnlc principalmente

en metodologias basadas en inmunoensayos [24, 25].

Para la elaboracion de inmunoensayos y su medicion por esta técnica han empleado
anticuerpos de captura libres o adheridos a una fase sélida (sustrato de captura) de donde se obtiene
los complejos antigeno-anticuerpo. Por otra parte, estdn las sondas de deteccion en solucion
(nanoetiquetas-SERS), constituidas por segundos anticuerpos directamente contra el antigeno que
se encuentran inmovilizados sobre nanoestructuras activas en SERS, generalmente, nanoparticulas

de oro.

En esta tesis, se presenta una propuesta de sustrato SERS para su empleo en la
inmovilizacion de anticuerpos. Se inmovilizaron dendrimeros poli(amido)amina (PAMAM), sobre
plantillas de aluminio (Al) con nanotubos de carbono multicapa (MWCNTS) depositados en su
superficie, previamente desarrollados en nuestro grupo de trabajo. Los MWCNTSs, por su
naturaleza nanométrica, confieren un incremento substancial en el area superficial y en el area de
contacto con los dendrimeros inmovilizados sobre su superficie. En cuanto a la incorporacion de
los dendrimeros sobre los electrodos AI-MWCNTS, la gran cantidad de grupos amina presentes en
las ramificaciones de esta molécula globular permitié que el dendrimero se uniera a través de
enlaces covalentes en a la superficie de los MWCNTS, generando un medio ambiente mas ordenado
con el objetivo de garantizar el anclaje, en este caso, de anticuerpos monoclonales anti-troponina |
cardiaca (anti-Tnlc). Mediante esta propuesta, se busco beneficiar la inmovilizacién preferencial
de una mayor cantidad de anticuerpos, lo cual se espera que se refleje en un incremento en la
sensibilidad (limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ)), una mejora en la precision de la

metodologia y la repetibilidad de los ensayos.
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2. Hipotesis
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En la superficie de una placa de aluminio con nanotubos de carbono de pared multiple
depositados, es posible la inmovilizacion de dendrimeros poli(amido)amina de cuarta generacion,
esto, mediante la generacion de enlaces covalentes entre el carbono de los grupos carboxilos de los
nanotubos de carbono de pared multiple y el nitrégeno de los grupos amino superficiales de los
dendrimeros poli(amido)amina. La inmovilizacion de los dendrimeros en la superficie de los
nanotubos de carbono permitira el anclaje preferencial de anticuerpos monoclonales, 1o que, a su
vez hard posible la deteccion de la troponina | cardiaca. Como resultado, se obtendra un sustrato
de captura que permita ser caracterizado por espectroscopia Raman. En consecuencia, la
reproducibilidad y sensibilidad del sustrato de captura presentaran una alta eficiencia debido al

incremento en la carga de los anticuerpos al inmovilizarlos sobre los dendrimeros.
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3. Objetivos
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3.1 Objetivo General

Inmovilizar dendrimeros PAMAM de cuarta generacion sobre el electrodo de aluminio con
nanotubos de carbono multicapa (AI-MWCNTS) enfocado a su uso como sustrato de captura para
el anclaje de anticuerpos monoclonales troponina | cardiaca de manera preferencial y la deteccién

de troponina | cardiaca para el diagnostico de enfermedades cardiovasculares.

3.2 Objetivos especificos

1. Establecer los parametros operacionales para la elaboracién de los electrodos AI-MWCNTS
a partir del método electroforético.

2. Disefiar y construir una celda electroquimica para la modificacién y caracterizacion
electroquimica.

3. Inmovilizar dendrimeros PAMAM de cuarta generacion mediante modificacion
electroquimica de la superficie del electrodo AI-MWCNTS.

4. Caracterizar electroquimica y espectroscopicamente el sustrato de captura preparado,
(sustrato AI-MWCNTs-PAMAM).

16



4. Justificacion
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El alarmante aumento en las defunciones causadas por las enfermedades cardiovasculares
(ECVs), reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS); asi como las proyecciones
hechas respecto a la susceptibilidad de adquirir o desarrollar alguna ECV debido a factores de
riesgo como: colesterol elevado, diabetes, tabaquismo, genética e inactividad fisica, ha evidenciado
la importancia de atender y crear nuevas estrategias para su diagnéstico. Entre las ECVs, el infarto
agudo de miocardio (IAM) es la causa nimero uno de muertes tanto en México como a nivel
mundial. Asi mismo, es importante destacar que las técnicas rutinarias que se utilizan para el
diagnostico de IAM incluyen estudios clinicos (pruebas de medicion de biomarcadores cardiacos).
No obstante, un incorrecto seguimiento de un biomarcador especifico puede resultar
en diagnodsticos y tratamientos no adecuados. Ademas, en algunos casos, los estudios
recomendados deben realizarse laboratorios centralizados los cuales no se encuentran disponibles
en cualquier lugar, suelen consumir mucho tiempo en su realizacion y en la espera de los resultados,
siendo obstéculos para una intervencién y tratamiento oportuno. Aunado a esta problematica, la
actual pandemia provocada por COVID-19 y su relacion con las ECVs, ha dificultado ain més esta
situacion, aumentando la incidencia de errores en el diagndstico de ECVs. Esto, debido a la
respuesta tromboinflamatoria que causa COVID-19 en los pacientes, teniendo como consecuencia
dafio cardiovascular subyacente evidenciado por la elevacion de los niveles de biomarcadores

cardiacos.

Respecto a los biomarcadores cardiacos, la troponina | cardiaca (Tnic) es considerada como
el estandar de oro para el diagnostico, pronostico y monitoreo de ECVs, ya que representa un
biomarcador muy sensible y especifico para la muerte de las células del miocardio. Generalmente,
la medicion de Tnlc para el diagnostico de 1AM se realiza empleando Kits comerciales
convencionales, pruebas de alta sensibilidad y/o pruebas de diagnostico en el punto de atencion
(POCT), basados principalmente en el ensayo de inmunosorcion enzimatica (ELISA). Sin
embargo, estos inmunoensayos presentan limitaciones relacionadas con la estabilidad de los
anticuerpos, los protocolos complejos y baja precision y sensibilidad. Ademas, cada fabricante
establece sus limites de referencia basados en capacidad de medicion de la metodologia utilizada.
En ese sentido, se hace necesario el desarrollo de alternativas analiticas rapidas, precisas y sensibles
para la medicion de cTnl, entre estas, se destaca el uso de sustratos de captura como pieza clave
utilizando la espectroscopia Raman, que es una técnica analitica novedosa y con alto potencial para

aprovechar todas las ventajas que ofrece la Tnlc para lograr una deteccion rapida, sensible y

18



especifica. Asi, para poder hacer uso de esta técnica es imprescindible contar con superficies
oOpticas sencillas que sean capaces de tener la estabilidad necesaria para contener al biomarcador.
Por esto, el desarrollo de la metodologia de esta tesis permitira sentar las bases para una alternativa

tecnoldgica aplicada a un problema de salud publica mundial.
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5. Marco tedrico
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5.1 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son un grupo de enfermedades que involucran
trastornos del corazén, e incluyen: hipertension arterial, enfermedad vascular periférica, lesion
cardiaca, miocarditis, insuficiencia cardiaca, cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita,
miocardiopatias e infarto agudo de miocardio [25-28]. Las méas importantes de acuerdo con

porcentaje de morbilidad de mayor a menor importancia, se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Principales enfermedades cardiovasculares y porcentaje de morbilidad [29-36]

o Porcentaje de
Enfermedad Descripcién

morbilidad

Es la obstruccion de la irrigacion sanguinea al
miocardio. Los infartos suelen suceder cuando un
coagulo de sangre obstruye la irrigacién sanguinea hacia
Infarto agudo de el corazdn. Sin sangre, los tejidos no reciben oxigeno y

miocardio mueren. Los sintomas incluyen rigidez o dolor en el (60-65%)
pecho, el cuello, la espalda o los brazos, asi como fatiga,
mareos, y ritmo cardiaco anormal. La causa de un ataque

cardiaco no siempre se conoce, sin embargo, existen

factores de riesgo bien conocidos.

Es una afeccidn en la cual el coraz6n no recibe suficiente
flujo de sangre y oxigeno y puede desencadenar un
Angina inestable infarto agudo de miocardio o ataque cardiaco. Es un tipo (529%)
de molestia en el pecho causada por el flujo deficiente de
sangre a través de los vasos sanguineos (vasos

coronarios) del masculo cardiaco (miocardio).

Es la presencia de signos y sintomas como taquicardias,

o ] disnea, ortopnea o edema, los cuales producen
Insuficiencia cardiaca ] B . »
g hipertension pulmonar severa, debido a elevacion de la (30-40%)
aguaa - . N .
presion de llenado del ventriculo izquierdo con o sin

gasto cardiaco bajo y que requieren terapia urgente.
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Miocarditis

Es la inflamaci6n de la capa media de la pared del
corazon. Puede presentarse debido a alguna infeccion
viral. Cuando se presenta una etapa aguda, la afeccién
puede producir insuficiencia cardiaca, e incluso muerte
stibita. Algunos de los sintomas incluyen frecuencia

cardiaca anormal y dificultad para respirar.

(4-12%)

Miocardiopatia

Es una enfermedad congénita o provocada que altera las
funciones del corazon que puede evolucionar a
insuficiencia cardiaca. Los sintomas incluyen hinchazén
en las piernas y los pies, distensién abdominal y

dificultad para respirar.

(7-8%)

Insuficiencia cardiaca

cronica

Es un sindrome que implica disfuncion cardiaca que
produce mala perfusion de 6rganos periféricos en
relacion con su demanda metabdlica, como consecuencia
de procesos que afectan, de forma primaria o secundaria,
la capacidad del corazédn para llenarse o vaciarse
adecuadamente. Los sintomas incluyen disnea, edema,

fatiga o trastornos digestivos.

(6-7%)

Angina estable

Es una molestia o dolor toracico que en la mayoria de
los casos ocurre por actividad o estrés. La angina se debe
a la mala circulacion a través de los vasos sanguineos en

el corazon. El miocardio necesita un suministro continuo

de oxigeno.

(1-4%)

Los principales factores de riesgo para padecer ECVs son: obesidad, niveles fluctuantes de

colesterol y/o triglicéridos, tabaquismo, sedentarismo, pacientes con diabetes mellitus tipo 2,

defectos congénitos, longevidad, malos habitos alimenticios e incluso el padecimiento de algin

tipo de cancer [37-40].

5.1.1 Panorama de las enfermedades cardiovasculares

Con 17.9 millones de defunciones por afio, las ECVs son la principal causa de muerte en todo

el mundo [42-44], més del 80% de las defunciones por esta causa se producen en paises de ingresos
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bajos y medios y afectan casi por igual a hombres y mujeres. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estim6 que para 2030, casi 23.6 millones de personas moriran por alguna enfermedad
cardiovascular, principalmente por cardiopatias y accidentes cerebrovasculares [44-47]. No
obstante, este valor se ha visto fuertemente afectado por la actual pandemia provocada por la
enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2 (COVID-19), detectado por primera vez en 2019.
Ademaés, desde 2020 se considera que estas enfermedades estaran entre las principales causas de
muerte a nivel mundial [4, 6, 48-51]. En este sentido, se ha reportado un nimero importante de
pacientes con algun padecimiento cardiaco en personas que han cursado la COVID-19. Debido a
que se ha evidenciado que pacientes infectados con esta enfermedad han presentado efectos de
coagulacion, lo que ha favorecido el padecimiento de afecciones cardiacas y/o ha agravado
afecciones cardiacas preexistentes. Diversos estudios han mostrado que la replicacién del virus
dentro de la célula de un huésped, en algunos casos, puede persistir dentro del miocardio [5, 52].
El virus se une al receptor de la enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2) presente en la célula
hospedera, este receptor se expresa también de forma amplia en los cardiomiocitos, los fibroblastos
cardiacos y las células del endotelio coronario, pues constituye un regulador de la funcién cardiaca
[53-55]. Ademas, han documentado que la interaccién entre la proteina espiga (S) del virus y la
ACE-2 ha ganado mucho interés en la investigacién, dado que se sabe que la ACE-2 tiene funciones
cruciales tanto en el sistema cardiovascular como en el sistema inmunoldgico [6, 55]. Existen
reportes de casos de miocarditis con una variada presentacion que incluye estadios leves a severos
complicados [54,55]. En los casos méas graves, la miocarditis se puede asociar a la insuficiencia
cardiaca aguda. Por otra parte, existe un efecto adicional a la respuesta inmunitaria mediado por
citoquinas y algunos biomarcadores cardiacos en pacientes con COVID-19 que ademés cursan
alguna lesion miocéardica. Estos pacientes presentan niveles elevados de troponina | cardiaca de
alta sensibilidad (>0.12 ng mL™) y anomalias en ecocardiografia y/o electrocardiograma [6, 53-
56].

En México, segun el censo del INEGI del 2020, las ECVs ocupan el primer lugar de causa de
muerte representando casi una cuarta parte (24%) del total de muertes registradas al afio [7].
Adicionalmente, el 17% de la poblacion es fumadora, 22.8% tienen hipertension y mas de 1 de
cada 3 personas (32.1%) son obesos; lo que puede aumentar el riesgo de infarto agudo de

miocardio, insuficiencia cardiaca o derrame cerebral [2, 3, 50].
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5.1.2 Importancia del diagndstico de las enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son consideradas degenerativas, sino son atendidas
oportunamente pueden llevar al paciente a presentar un infarto agudo de miocardio abruptamente
teniendo como consecuencia que el paciente sea susceptible a un futuro evento cardiaco o que el
infarto lo lleve a la muerte fulminante [48, 50]. En la figura 1 se presenta la clasificacion y el

avance de las enfermedades cardiovasculares hasta llegar al infarto agudo de miocardio.

Enferdades Cardiovasculares

Agudas

Cronicas

|

+ Insuficiencia cardiaca aguda
» Embolia pulmaonar
* Miocarditis
= Miocardiopatia
» Diseccidn adrtica
= Cirugia/procedimientos cardiacos
« Arritmia cardiaca
= Enfermedad cardiaca valvular aguda
« Angina inestable

Y
= [nsuficiencia cardiaca crénica
« Miocardiopatia infiltrativa
+ Miocardiopatia hipertrofica
+ Angina estable
* Enfermedad de las arterias coronarias
estable
+ Hipertensidn
= Enfermedad cardiaca valwular
« Arritmias persistentes

Pueden ewvolucionzr

= Contusiones cardiacas

Pueden desencadenar

i
Infarto agudo de miocardio

Muerte del paciente

Figura 1. Enfermedades cardiovasculares [17].

Un factor crucial que es considerado por los especialistas al abordar enfermedades
cardiovasculares en pacientes es el tiempo que toma realizar un diagnostico certero y oportuno, asi
como llegar a buenos prondsticos durante chequeos médicos preventivos después de un evento

cardiaco. Debido a esto y a los factores de riesgo que estan fuertemente relacionados con estas
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enfermedades, las metodologias rutinarias empleadas para la deteccién de ECVs se tornan
altamente relevantes [50-52]. La importancia del diagndstico de las ECVs radica en reducir el
tiempo que toma llegar a éste, con el propdsito de mejorar y aumentar la expectativa de vida de

pacientes que padezcan este tipo de enfermedades [17, 50].

5.1.3 Técnicas rutinarias de diagnostico para las enfermedades cardiovasculares

Las técnicas rutinarias o convencionales que generalmente emplean cardiélogos para
diagnosticar enfermedades cardiovasculares en pacientes consisten en evaluar indicadores
bioquimicos mediante estudios clinicos y/o en la interpretacion de informacion proveniente de
estudios de imagenologia [20, 56-58]. Los estudios clinicos que comunmente se solicitan son: el
perfil cardiovascular, estudio de colesterol total, estudio de triglicéridos, estudio de proteina C
reactiva, estudio de glucosa y estudio de troponinas. Los estudios de imagenologia més utilizados
son: el electrocardiograma (ECG), ecocardiograma, ultrasonido Doppler, tomografia de Torax,
radiografia, entre otros [22, 23, 59]. Ademas, la OMS establece como criterios de diagndstico de
IAM para pacientes: el ECG, niveles anormales de los biomarcadores cardiacos en muestras de
sangre y dolor torécico [50]. Aunque el ECG es un parametro importante para determinar el
tratamiento, se considera una prueba de diagnéstico deficiente debido a que la mitad de los
pacientes con ECV muestran un electrocardiograma normal [17, 60, 61]. Por lo tanto, estas
metodologias no han mostrado ser 100% confiables, ya que el diagndstico de este tipo de
enfermedades se hace dificil, debido a que esta relacionado con muchos factores de riesgo. No
obstante, todos los estudios recomendados por especialistas deben realizarse en laboratorios
especializados, no se encuentran en cualquier ciudad, son costosos, el paciente suele consumir
mucho tiempo en la realizacion de estos y en la espera de los resultados, siendo obstaculos para la

intervencion y tratamiento oportuno.
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5.2 Inmunosensores

Un inmunosensor es un tipo de biosensor. El cual es un dispositivo que usa reacciones
bioguimicas especificas mediadas por elementos bioldgicos (enzimas, anticuerpos, organelos,
tejidos o células completas) para detectar compuestos quimicos mediante sefiales eléctricas,
térmicas u Opticas [62-64]. Los elementos bioldgicos son los que permiten el reconocimiento del
compuesto quimico a detectar (analito). De la interaccion entre el elemento bioldgico (elemento de
reconocimiento) con el analito, se genera un cambio particular que otro componente del sensor, el
transductor, convierte en una sefial facilmente medible. En algunas ocasiones, entre el elemento de
reconocimiento y el transductor surge un cuarto componente: un amplificador, que genera una
interfaz para aumentar la sefial del dispositivo [65]. En la figura 2 se esquematiza un biosensor con

los componentes basicos que lo integran.

L I (RO NSINC Y
Analito Biorreceptor Transductor Amplificador

S AN
Anﬁ?ﬁrpn Calorimétrico ﬁ

1| =

Aptamearo Elactroquimico

:><D< Amplificacion
Acidos Optico da la sefial

nucleicos

Figura 2. Representacion esquematica de los biosensores. Elaboracion propia.
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Un biosensor puede ser clasificado en Optico, piezoeléctrico, térmico o electroquimico
dependiendo del transductor utilizado para medir dichos cambios [64-66]. Asi mismo, puede
también ser clasificado dependiendo del elemento biologico usado. En el caso de los
inmunosensores, el elemento de reconocimiento es un anticuerpo en los que se encuentran
expuestos grupos quimicos (por ejemplo, carboxilos y aminos), los cuales pueden ser empleados
para unirse al transductor a través de enlaces quimicos o por adsorcion. El anclaje o union del

anticuerpo al transductor se produce mediante la interfaz que es organica [67, 68].

5.3 Biomarcadores cardiacos

Los biomarcadores cardiacos son considerados como moléculas, proteinas o enzimas medibles
en plasma sanguineo y fluidos corporales que proporcionan un valor diagnostico y prondstico
independiente que refleja un estado de enfermedad o trastorno subyacente [69]. Son sustancias
liberadas en el torrente sanguineo como respuesta de un dafio al corazon [70]. Hasta el momento
se han utilizado moléculas indicadoras o biomarcadores que participan en diferentes procesos
patoldgicos relacionados con las enfermedades cardiovasculares, por lo que pueden ser
considerados como candidatos idoneos para la deteccion para establecer el riesgo de presentar una
enfermedad cardiaca o para monitorear y controlar a personas con algun tipo de alteracién cardiaca
[71, 72]. Las caracteristicas requeridas de un biomarcador para ser empleado son: poseer alta
especificidad clinica y sensibilidad, liberar rapidamente la biomolécula en el torrente sanguineo
para la deteccion temprana, tener la capacidad de permanecer un tiempo considerable en la sangre

y ser capaz de cuantificarse [73].

El biomarcador cardiaco ideal, debe liberarse rapidamente, debe ser especifico, su proceso de
medicion debe ser exacto y su resultado ser facil de interpretar. Los biomarcadores que son
empleados para diagnéstico y prondstico deben ser altamente sensibles y contar con baja
variabilidad biologica [70,74]. A continuacion, se muestra en la tabla 2, algunos de los
biomarcadores con mas evidencia cientifica actual en el contexto fisiopatoldgico, desde la lesion

aterosclerotica hasta el infarto agudo de miocardio, su funcién y ubicacion.
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Tabla 2. Biomarcadores cardiacos mas importantes [57, 75-79].

BIOMARCADOR FUNCION UBICACION
. . Se libera al sistema circulatorio como respuesta la necrosis . .
Troponina | cardiaca (Tnlc) o Miocardio
miocérdica
) ) Se libera al sistema circulatorio como respuesta la necrosis . )
Troponina T cardiaca (TCNT) Miocardio

miocéardica

Proteina de unién a &cidos
grasos de tipo corazén (H-
FABP)

Es el marcador bioquimico de Albdimina Modificada por
Isquemia (AMI) que aumenta mas rapidamente

Musculo cardiaco

Proteina C Reactiva (PCR)

Se libera en forma inespecifica en la fase aguda de procesos

inflamatorios

Higado

Péptido Natriurético Cerebral
(BNP)

Hormona liberada ante el estimulo del aumento de la
tension parietal por incremento de la presion y/o volimenes

intracavitarios

Ventriculos cardiacos

Mioglobina

Es un marcador poco cardioselectivo es necesario usarlo
junto con otros biomarcadores, 2-3 horas desde la aparicion

de los sintomas

Corazon

Creatinaquinasa isoenzima-
MB
(CK-MB)

La actividad de esta enzima aumenta cuando se produce una
lesion muscular o cardiaca. Se eleva a las tres y las seis
horas después del inicio de sintomas del evento coronario

agudo

Cerebro, musculo

esquelético y corazén

Glutamico oxalacético

Este marcador se encuentra elevado en la sangre en

patologias hepaticas, pancreatitis, muerte de tejido muscular

Higado, pancreas y

transaminasa o miocardio
y necrosis miocardica
Este marcador se utilizaba inicialmente para ayudar al
Lactato deshidrogenasa diagnostico y la monitorizacién de los sindromes coronarios Corazon

agudos

Fibrindgeno

Es una molécula esencial para la formacion del coagulo

sanguineo

Tejidos sanguineos

Interleucina-6 humana (IL-6)

Es una citocina con actividad antiinflamatoria y

proinflamatoria.

Torrente sanguineo

Citocina TNF-a

Es una proteina liberada por las células del sistema

inmunitario que interviene en la inflamacién y la apoptosis

Torrente sanguineo
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5.3.1 Troponina | cardiaca

El complejo troponina se encuentra en el filamento delgado del musculo del corazon y esta
formado por tres subunidades de proteinas diferentes: troponina C (proteina de union a calcio del
complejo de troponina), troponina T (proteina que une el complejo de troponina a la tropomiosina)
y troponina | (proteina que modula la interaccion de actina y miosina). La troponina C actla
unicamente en el muasculo esquelético, mientras que la troponina | y T ademas de actuar en el
musculo esquelético, también acttan en los cardiomiocitos del musculo cardiaco [79,80]. Tanto la
troponina | como la troponina T de musculo cardiaco y esquelético se liberan al sistema circulatorio
en el momento de un evento cardiaco. Sin embargo, la troponina | cardiaca (Tnlc) esta mas
diferenciada de la troponina | esquelética (Tnle), lo que no sucede con la troponina T cardiaca
(TCNT) respecto de la troponina T esquelética (TnTe). Esta diferencia es la que confiere una gran
ventaja para la deteccién especifica de la Tnlc y hace que sea el biomarcador cardiaco por eleccion

para el diagndstico de infarto agudo de miocardio y otras enfermedades cardiovasculares [81, 82].

5.3.1.1 Estructura quimica

La Tnlc es una proteina que posee una masa molecular de 23 kDa, y en condiciones fisiologicas
un pH de 7.4, y un punto isoeléctrico (pl) de 9.87 [83]. Es una molécula hidréfoba con un diametro
aproximado de entre 15 a 20 nm [83,84]. Esta compuesta por 210 aminoacidos con una extension
amino-terminal Unica. La regién de la Tnlc responsable de su actividad especifica del musculo
cardiaco corresponde a los residuos aminoacidicos 104-115, (ver figura 3) [61,85]. Analisis
epitopicos basados en la estructura quimica de la Tnlc han mostrado que estos pequefios fragmentos
proteicos proporcionan lo necesario para poder utilizarse como epitopos (porcién reconocida por
una secuencia a la que se unen anticuerpos), permitiendo que una gran parte de la secuencia
aminoacidica de esta molécula sea reconocida por anticuerpos especificos [85,86]. Como resultado,
la Tnlc tiene una especificidad de tejido miocardico, casi absoluta lo que hace posible su deteccion

y cuantificacion [81, 82].
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Figura 3. Estructura quimica de los residuos aminoacidicos 104-115 de la troponina | cardiaca. Tomado de: [87].

5.3.1.2 Capacidades analiticas

Actualmente la Tnlc es el biomarcador cardiaco por excelencia utilizado para el diagnostico
del infarto agudo de miocardio (IAM). La Tnlc es liberada en el torrente sanguineo como respuesta
de una contraccion anormal del muasculo cardiaco durante episodios de isquemia y/0 necrosis
[84,87]. La Tnlc es detectable en el suero sanguineo después de un IAM dentro de las 3 a 12 h
posteriores del inicio de la necrosis miocéardica, y dependiendo de la duracién y el estado de la
isquemia, los valores maximos ocurren de 12 a 48 h. Ademas, los niveles de la Tnlc permanecen
elevados en el suero hasta 14 dias después de una lesion miocardica (figura 4A), lo que ofrece una
amplia ventana de diagnostico permitiendo la confirmacidn de éste en etapas tempranas, o incluso
para pacientes que retrasan su presentacion a la atencion médica después del inicio de los sintomas.
Adicionalmente, debido a que los valores de Tnlc permanecen elevados un tiempo considerable en
sangre después de un evento cardiaco, puede emplearse para el prondstico de la recurrencia de
presentar un 1AM [16,24,88].

De acuerdo con las guias clinicas internacionales, los patrones fluctuantes en las
concentraciones de la Tnlc son indicadores para el diagndstico de otras enfermedades
cardiovasculares ademas del IAM. El primer criterio que se debe considerar para el diagndstico es
que la concentracion de Tnlc esté por encima del valor del percentil 99 (> 0.02 ng mL™) [16, 89,
90]. Las enfermedades cardiovasculares mas importantes que pueden ser diagnosticadas

cumpliendo dicho criterio y segln las variaciones de concentracién pueden ser: miocarditis,
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miocardiopatia, embolia pulmonar, insuficiencia cardiaca cronica y aguda, infarto agudo de
miocardio, entre otras, como se muestra en la figura 4B. Por otra parte, concentraciones de Tnlc
por debajo del percentil 99 (< 0.02 ng mL™) son consideradas para afecciones que no representan
una morbilidad alta, pero que pueden evolucionar a una afeccion aguda, lo que evidencia el valor
predictivo de la Tnlc. Adicionalmente, la alta sensibilidad lograda en los inmunoensayos de Gltima
generacion ha permitido determinar un valor normal para pacientes sanos de 0.005 ng mL™ [16-
23].
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Figura 4. A) Concentraciones persistentes de troponina | cardiaca después de un evento cardiaco. B) Valores de Tnlc considerados para las enfermedades
cardiovasculares [17-23].
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En general, los valores consultados en literatura no muestran diferencia en el tiempo y la
concentracion de Tnlc con respecto a la edad de los pacientes. Sin embargo, los valores pueden
llegar a variar si el paciente presenta alguna comorbilidad, alguna enfermedad infecciosa como
influenza 0 COVID-19, o si padece algun tipo de cancer [89]. Se recomienda de manera ideal que
la evaluacion inicial del paciente en el departamento de emergencias, incluida la medicion de
marcadores bioquimicos, se realice dentro de los primeros 30 minutos después de iniciarse el
evento cardiaco, lo que conllevaria a un tratamiento oportuno dentro de los 60-90 minutos, y con

ello incrementar de manera significativa la expectativa de vida del paciente [87-90].

5.3.2 Técnicas de diagnostico con troponina | cardiaca

En 1987, Cummins et al. [75], describieron por primera vez, un radioinmunoanalisis para la
medicion de Tnlc en suero humano, el cual requeria dos dias de trabajo para su realizacion y la
concentracion minima detectable fue de 10 ng mL™. Estos factores hacian poco practico su uso
rutinario. Posteriormente, la primera prueba comercial de inmunoensayo para la Tnlc fue lanzada
en 1995 y fue capaz de detectar una concentracion > 1.5 ng mL™, estos niveles solian considerarse
indicativos de necrosis miocardica, es decir, eran considerados para diagnosticar IAM en pacientes
declarados enfermos [24, 84, 88]. Estas pruebas son consideradas inmunoensayos convencionales
o de primera generacion, con capacidad de determinar Gnicamente altas concentraciones de Tnlc.
En 2003 fueron producidos los primeros inmunoensayos de alta sensibilidad para la Tnlc (hs-cTnl,
por sus siglas en inglés), llamados inmunoensayos de segunda generacion. Estas pruebas siendo
maés sensibles que las convencionales, alcanzaron una deteccion < 0.1 ng mL™?, lo que permitio
replantear la concentracion de diagnéstico de IAM. En 2007 surgieron los inmunoensayos de
tercera generacién, aun conocidos como de alta sensibilidad y fueron capaces de detectar una
concentracion de 0.04 ng mL™?, utilizada para mejorar el diagnostico de IAM [24, 84]. La transicion
tiempo-concentracion de los inmunoensayos convencionales y de alta sensibilidad se puede ver en
la figura 5. Por otra parte, desde el 2000 y hasta la fecha se han desarrollado las llamadas pruebas
de diagndstico en el punto de atencion (POCT), estos sistemas acercaron las pruebas de diagnostico
al paciente, permitieron que la medicion de Tnlc se realizara fuera de laboratorios centralizados y

redujeron drasticamente el tiempo de respuesta de los resultados (20-30 min) por lo que estas
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pruebas son muy utilizadas en las salas de emergencia de hospitales y centros de atencién médica
[99-101]. Aunque con estas pruebas se obtienen concentracion de deteccion < 0.04 ng mL*?, no
proporcionan valores especificos de diagndstico para hombres y mujeres, ni valores normales para
pacientes sanos [16,24,88]. Sin embargo, mientras mejora la sensibilidad clinica para el diagnostico
de infarto de miocardio, la negligencia obliga a muchos médicos a solicitar paneles completos de
pruebas de laboratorio para pacientes con una probabilidad muy baja de presentar un evento
cardiaco antes de la prueba, lo que afecta negativamente el diagndstico. Antes de los
inmunoensayos de Tnlc de alta sensibilidad, se sostenia que las troponinas no aparecian en la
circulacién de individuos con un miocardio sano. Sin embargo, con ensayos de troponina de alta
sensibilidad, se puede encontrar concentraciones de TCNT o Tnlc circulante en el plasma como

resultado de una lesion miocardica isquémica o inflamatoria transitoria [24,89].

Tnlc(ng mL')

Percentil 99

T T T
1 2 4 8 16 32 64 128 256
Ensayos de alta sensibilidad Horas

Nombre del ensayo Valor de dignostico Implementacion

Tnl > 1.5 ng mL" 1995
cTnl > 0.1 ng mL' 2003
Tnl-Ultra > 0.04 ng mL" 2007

Figura 5. Evolucion de los ensayos de troponina | cardiaca y sus valores de diagnéstico. Los afios corresponden a la

disponibilidad de los respectivos ensayos en el mercado. Adaptado de: Mahajan et al. [24].
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Actualmente, los inmunoensayos disponibles son capaces de detectar concentraciones por

debajo de los 0.01 ng mL™?, lograndose determinar la concentracion de este biomarcador inclusive

para pacientes sanos. Las grandes mejoras en la sensibilidad de los ensayos disponibles, ha

permitido no Unicamente el diagndstico de 1AM, sino también de otras afecciones coronarias,

ademas de establecer diferencias entre los valores presentados en hombres y mujeres (ver seccion

2.4.3).

Los inmunoensayos comerciales para el diagnostico de IAM que han sobresalido en el

mercado a nivel mundial de acuerdo con la especificidad y sensibilidad que ofrecen se muestran

en la tabla 3, y estdn basados principalmente en la deteccion por quimioluminiscencia,

fluorescencia o matrices de proteinas colorimétricas.

Tabla 3. Concentraciones de Tnlc en diferentes tipos de pruebas para el diagnéstico del IAM

Valor de
Prueba -oP -0Q diagnostico Ref.
ngmL? ngmL?
ng mL™!
Ensayos convencionales
Access 0.07 0.046 0.1 [83,84]
Cobas 0.09 - 0.2 [85]
Siemens Centaur Ultra 0.006 0.03 0.034 [82,86]
Abbott Architect <0.01 0.024 0.028 [82,87]
Ortho-Clinical Vitros 0.012 - 0.034 [82]
Access 2 Beckman 0.01 0.032 0.02 [82,87]
Siemens Vista 0.015 - 0.045 [82]
Ensayos de alta sensibilidad
Access (Beckman Coulter) 0.0025 0.0014 0.05241/0.023M  [88,89]
Ortho-Clinical Diagnostics 0.001 0.0012 0.019%/0.016M [88,89]
Abbott Architect 0.0012 0.0035 0.034%/0.016M [81,88]
Siemens Vista 0.0005 0.003 0.055"/0.033M [82,88]
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Ensayos en el punto de atencién (POCT)

Abbott i-STAT 0.02 - 0.08 [82,86]
bioMérieux Vidas 0.01 0.02 0.01 [86,88]
Radiometer AQT90 cTnl 0.0095 0.029 0.023 [84,88]
Siemens Stratus CS 0.03 0.05 0.07 [86,88]

HValor para hombres, MValor para mujeres.

5.4 Fundamentos de la espectroscopia Raman

Desde hace mucho tiempo, las técnicas de espectroscopia convencional permiten han
permitido identificar sustancias, determinar su estructura molecular y cuantificarlas,
independientemente de su estado fisico [89]. La espectroscopia Raman es una técnica
espectroscopica la cual basa en la deteccion de la dispersion inelastica de la radiacion
electromagnética por atomos o moléculas (liquidos, gases o solidos), que se relaciona con las
posiciones atomicas, las fuerzas intermoleculares y la distribucion electronica [56, 90]. La
espectroscopia Raman utiliza un efecto cuyo nombre proviene del fisico hindd Chandrasekhara
Venkata Raman, quién fue el primero en 1928 en poner en evidencia este fendmeno, obteniendo
en 1930 el premio nobel en fisica [91]. Se denomina efecto Raman al fendmeno generado cuando
el campo electromagnético en una luz monocromatica (l&ser), interacttia con la nube electronica de
los enlaces, lo cual permite acceder a los niveles vibracionales de las moléculas, ya sean inter o
intramoleculares. El foton incidente lleva los electrones a un estado excitado, la transicion del
electrén da lugar a la emision de un fotdn (dispersion) [56]. Una cantidad mayor de la dispersion
mantiene la misma longitud de onda del laser, a cudl se le denomina dispersion Rayleigh, y una
cantidad mucho menor sera dispersion inelastica, es decir, una longitud de onda diferente a la
longitud de onda inicial del laser, esto se conoce como dispersion Raman, como se observa en la
figura 6. Esta dispersion se divide en dos tipos: Raman Stokes que se da cuando la energia del foton
dispersado es inferior (nivel vibracional fundamental), a la del foton incidente. La dispersion
Raman anti-Stokes se presenta cuando el foton dispersado es superior (estado vibracional

excitado), al fotdn incidente (nivel vibracional fundamental) [90].
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Figura 6. Dispersion Raman y dispersion de Rayleigh. Elaboracién propia.

Entre las ventajas mas importantes resaltan que es una con poca o nula preparacion de muestra
y las mediciones pueden llevarse a cabo en superficies de plastico, vasos, celdas, entre otras, para
muestras bioldgicas [56]. Sin embargo, existen dos desventajas relevantes que limitan la aplicacion
de la espectroscopia Raman, las cuales son: la fluorescencia que presentan las moléculas
(especialmente moléculas bioldgicas), la intensidad de fluorescencia que cubre el espectro Raman
representativo de la moléculay la baja seccion eficaz debido a que la fraccion de los fotones Raman
dispersados es del orden de 1 por cada 10! fotones incidentes [76, 91]. Algunas de las aplicaciones
la espectroscopia Raman ha sido ampliamente usada como herramienta para la deteccion de
bioanalitos de ayuda complementaria para el diagnostico de enfermedades crénicas (p.ej. cancer o

diabetes), enfermedades cardiovasculares, etc. [23, 85].

5.4.1 Instrumentacion

El arreglo Optico del sistema microscopico Raman se muestra en la figura 7, el haz del laser
pasa a través de un filtro para convertirlo en un solo haz de longitud de onda, el cual es enfocado
en la superficie de la muestra por el microscopio. La dispersion de luz Raman reflejada desde un
area microscopica de la muestra es recolectada por el microscopio y enviada al detector. La luz
dispersada Raman, la cual resulta de la dispersidn inelastica, es débil comparada con la luz del laser
incidente. Por lo tanto, un filtro holografico tiene que ser utilizado con el fin de bloquear la luz

laser que entra al sistema detector. La longitud de onda de la luz dispersada Raman es seleccionada
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por un sistema de rejilla de difraccion antes de ser registrada por un detector. Los componentes en

un sistema de microscopio Raman se detallan a continuacion [92].
e Fuente de laser

Las fuentes de laser cominmente usadas son gases de onda continua tales como Ar*, Kr* y He-
Ne. Tales fuentes de laser a menudo son capaces de generar haces de multiples longitudes de onda.
Por ejemplo, Ar" genera un rango de longitudes de onda con diferentes intensidades. Las longitudes
de onda mas altas incluyen 515.4, 488.0 y 350.7 nm. Por lo tanto, es necesario filtrar las otras
longitudes de onda diferentes a 515.4 nm cuando un laser Ar" es usado. El laser He-Ne, sin
embargo, genera haces de una sola longitud de onda a 632.8 nm. La fuente laser de gas genera
varias decenas de miliwatts (mW) de potencia de laser, pero la potencia del laser que alcanza el

area microscopica de la muestra es de solo unos 5 mW [92].
e Sistema de microscopio

El microscopio en el sistema Raman es diferente a los microscopios convencionales usados
para la observacion de microestructuras en dos aspectos: el microscopio solo necesita iluminar un
area microscopica, no todo el campo, y el microscopio debe tener una alta apertura numérica (NA)
con el fin de recolectar la luz dispersada Raman sobre sobre un gran angulo sélido con eficacia. El
haz de luz de la fuente de laser primero es filtrado para obtener una longitud de onda
monocromatica. Asi, un filtro espacial estenopeico elimina la apariencia de los anillos de difraccion
y el ruido moteado alrededor del punto enfocado para obtener un haz de laser de punto limpio para
iluminar la muestra. El haz de laser limpio es reflejado por un divisor de rayos y pasa a través de
una lente objetiva para iluminar la muestra. La luz dispersada Raman es recolectada por un lente
objetivo de gran apertura y enfocada en un primer filtro espacial estenopeico ajustable colocado en
el plano de la imagen del microscopio y el segundo filtro espacial estenopeico alrededor del
primero. Ambos filtros espaciales estenopeicos son llamados diafragmas cofocales debido a que
estan en posiciones de conjugacion dptica exactas con respecto a la fuente puntual en el plano del
objeto. Este arreglo cofocal asegura que no solo la luz originada del &rea microscépica de la muestra
es transmitida al analizador espectral y al detector. Estos dos filtros espaciales estenopeicos son
importantes para la iluminacion y recoleccion de la luz Raman. Multiplican y aumentan la

resolucion espacial eliminando la luz perdida procedente de la region desenfocada de la muestra.
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Ajustando el diafragma del primer filtro espacial estenopeico, la resolucion espacial de la muestra

puede alcanzar 1um cuando una lente objetivo de 100x es utilizada [92, 93].
e Prefiltros

La luz dispersada del microscopio debe pasar a traves de filtros especiales antes de llegar al
analizador espectral con el fin de remover la luz dispersada elasticamente. La luz Raman no puede
ser vista sin los filtros debido a que la luz dispersada elasticamente tiene una intensidad mas alta
que la luz dispersada inelasticamente. El filtro debe tener idealmente una funciéon de “muesca”. La
muesca es transmisidn cero en un rango estrecho de nimero de onda centrado en un nimero de
onda excitado. Los dos filtros hologréficos utilizados en el microscopio Raman sirven para tal

propdsito [92].
¢ Rejilla de difraccion

El componente clave del analizador espectral en el microscopio Raman es la rejilla de
difraccion. La luz Raman se dispersa de acuerdo con sus longitudes de onda. La superficie de la
rejilla de difraccion contiene curcos finos paralelos que estan equitativamente espaciados. Cuando
la luz dispersada Raman incide en la rejilla de difraccion, la rejilla dispersa la luz difractdndola en
una direccion discreta. La dispersion de la luz se basa en ley de Bragg de angulo de difraccion y
longitud de onda incidente. La rejilla de difraccién jurga un rol similar al de los planos atomicos
equidistantes en cristales. Las diferentes longitudes de onda se difractan en angulos discretos. Una
rejilla de difraccion puede cubrir un rango de 1000 nimeros de onda. Para un espectro Raman con
un rango de 400 a 400 cm™, para registrar el espectro en el rango completo, la rejilla debe cambiar
su angulo con la luz Raman dispersada. Para un microscopio Raman moderno, la rejilla de
difraccion puede rotar continuamente con respecto a la luz Raman incidente dispersada y separar
los nimeros de onda de la dispersion Raman sin problema. La rejilla de difraccion puede

proporcionar una resolucion espectral de 1 cm™ [89, 90].

e Detector

La luz Raman dispersada separada conforme a la longitud de onda es registrada por un detector

el cual esta hecho de materiales fotoeléctricos. El detector convierte sefales de fotones en sefales

39



eléctricas. El dispositivo carga acoplada (charged-coupled device, CCD), es el detector
comunmente empleado. Un CCD es un semiconductor basado en silicio dispuesto como una matriz
de elementos fotosensibles. Una matriz de una dimension de un CCD puede detectar y registrar la
intensidad de luz de longitudes de onda discretas separadas por la rejilla de difraccion. El
corrimiento Raman (principalmente la dispersion Stokes) es calculada y graficada contra el nimero
de onda en el espectro Raman por procesamiento computacional [89, 91].

Fuente

de laser Detector

b

Prefiltros
Rejilla de
difraccion

Muestra

Figura 7. Instrumentacion de un microscopio Raman [92].

5.5 Fundamentos SERS

Debido a las limitaciones de la espectroscopia Raman relacionadas con la intensidad obtenida
con esta técnica, en consecuencia, en 1977 Jeanmaire y Van Duyne demostraron que la intensidad
de los espectros Raman aumentaban cuando entraban en contacto con metalicos de rugosidad

nanométrica (metales nobles) [56, 89]; descubriendo asi el efecto SERS.

La Espectroscopia Raman de Superficie Aumentada (SERS, por sus siglas en inglés), es
una técnica donde la dispersion Raman normal de los analitos amplificada por la presencia de
metales nobles, principalmente nanoparticulas de plata, oro o cobre [56, 89]. La amplificacion se
origina como resultado de la excitacion del sustrato metélico con luz monocromatica (laser), con
lo cual se obtiene un campo resonante (oscilaciones de electrones), es decir, plasmones
superficiales, consecuencia directa de la rugosidad a nivel nanométrico del sustrato y a su vez la
magnitud del momento dipolar inducido también se incrementa [90-92]. Algunas ventajas de SERS
son: una sefial mas intensa, el impedimento de la fluorescencia, y la identificacion de moléculas in
situ [56], con lo que no se cuenta en la espectroscopia Raman convencional [89-91]. Los valores
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méaximos de amplificacion que se pueden obtener van de 102 hasta 10 veces de incremento. Sin
embargo, una desventaja de la técnica SERS es la reproducibilidad de la elaboracion de los
sustratos, a causa del método de fabricacion. SERS es dependiente del tamafio de las nanoparticulas
metalicas, forma geométrica, propiedades dialécticas del medio, la longitud de onda de excitacion
resonancia entre el metal, rugosidad, emparejamiento correcto del sustrato y de las nanoparticulas
menores a 50 nm las cuales absorben fuertemente la luz alrededor de la frecuencia plasmonica y
son deficientes dispersores. Para particulas mayores de 50 nm la frecuencia plasménica se corre en
laser rojo, excitandose asi los términos multipolares de mayor orden provocando un aumento en la
dispersion oOptica laser. Si la superficie nanoestructurada es demasiado lisa o plana no habra una
generacion eficaz de plasmon superficial. [89, 91-96].

SERS ha sido usada como una técnica de deteccion y cuantificacion debido a sus propiedades
de identificacion, preparacion simple de muestras, andlisis rapidos y no destructivos [87, 98]. No
obstante, existe una desventaja para su uso como técnica rutinaria ya que la eficiencia de la técnica

depende de la seleccion y repetibilidad de los sustratos empleados.

5.5.1 Determinacion de analitos por SERS

La deteccion de analitos por SERS se puede realizar tanto en forma directa como indirecta.
La medicidn directa comprende la recopilacién directa de la sefial Raman de analitos, adsorbidos
0 en estrecho contacto con la superficie SERS, o con la proximidad al sustrato inducida utilizando
elementos de captura (anticuerpos, aptameros o moléculas relacionadas) inmovilizados en
superficies nanoestructuradas, ver figura 8A. Entre las ventajas de este método se encuentra un
mayor control y precision del proceso de cuantificacion, ademas de la posibilidad de la
identificacion y caracterizacion quimica concomitantes a partir del analisis de las caracteristicas
vibracionales del analito. La deteccion indirecta correlaciona los cambios del espectro SERS de un
metabolito, producto de una reaccion quimica o de una molécula reportera Raman, como se observa
en la figura 8B. El uso de moléculas reporteras es la forma mas comun de abordar la deteccion
indirecta de muestras biologicas, y consiste en funcionalizar los sustratos de SERS con una o varias
moléculas (deteccion monoplex o multiplexada respectivamente), que responden con un cambio

en sus secciones transversales Raman, es decir, la interaccion con el analito objetivo. Las moléculas
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reporteras suelen ser de tamario pequefio, presentan secciones transversales Raman altas, espectro
Raman estrecho o con menos bandas superpuestas con la matriz u otros espectros de analitos, y son
fotoquimicamente estables [33, 95]. Con esta metodologia, se pueden detectar analitos con modos
de vibracion Raman bajos o nulos, y se han logrado detecciones multiplexadas controladas [35,
95].

—_— = el

Sustrato [Fr—

Nanoparticula

SERS SERS

Melécula reportera

Analito
b
Elemento de
reconocimiento

Figura 8. Esquema de la deteccidn de analitos por SERS. A) Forma directa y B) Forma indirecta. Elaboracién

propia.
5.5.2 SERS bajo la estrategia tipo sandwich

El ensayo tipo sdndwich consiste en la unién anticuerpo-antigeno-anticuerpo y es el mas
comun en la aplicacion de inmunoensayos SERS [35, 96]. Esta deteccidn generalmente se basa en
el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) que es comunmente empleado para la
deteccion de biomoléculas debido a su bajo costo, simplicidad y especificidad. La deteccién
indirecta de analitos se realiza mediante el uso de biomoléculas, en este caso, antigenos. Mediante
la incorporacion de etiquetas SERS las cuales se componen de: nanoparticula/molécula
reportera/anticuerpo y utilizando como sustrato de captura: anticuerpo/superficie nanoestructurada,
logrando mediante su union la interaccion etiqueta SERS/antigeno/sustrato de captura (anticuerpo-
antigeno-anticuerpo), dando como resultado el inmunoensayo SERS, como se observa en la figura
9 [95-97].

Tras el rapido desarrollo de este tipo de metodologias, los biosensores basados en

inmunoensayo SERS para la deteccion de proteinas han implicado desde el tipo sandwich cléasico
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hasta sistemas mas complejos que integran tiras de inmunoensayo de flujo lateral, chips

microfluidicos, etc. [95].

Etiqueta SERS - =
Y - i
Nanoparticula Molécula Anticuerpo Sustrato de ==
reportera de deteccion deteccion
SERS 2
Sustrato de captura * Aty §
y . > ¢
fav e -
_/ ES + & = / & Raman Shift (cm™)
Sustrato Qgtlcgupe“rﬁg Antigeno dgtg(:):::ﬁa

Figura 9. Representacién del inmunoensayo SERS bajo la estrategia tipo sandwich. Elaboracion propia.

5.5.3 Determinacion de Tnlc por SERS

La determinacion de Tnlc ha sido llevada a cabo cominmente, empleando inmunoensayos
convencionales, inmunoensayos de alta sensibilidad y pruebas de diagndstico en el punto de
atencion (POCT) [24, 97].

No obstante, entre los nuevos métodos alternativos para la deteccidn/cuantificacion de Tnlc
se encuentran los inmunoensayos SERS bajo distintas estrategias. Los estudios realizados desde
2014 hasta la fecha se resumen en la tabla 4. Como sustratos de captura se han utilizado tipicamente
anticuerpos especificos (anti-Tnlc) inmovilizados. Las estrategias de inmovilizacion de anti-Tnlc
sobre superficies incluyen: perlas magnéticas, sustratos de silicio acoplados con un iman de

neodimio, o bien, membranas de nitrocelulosa empleadas en los inmunoensayos de flujo lateral.
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Tabla 4. Inmunoensayos basados en SERS para la cuantificacion de Tnic.

Rango

L|m|tege Dinamico Estrategia Tipo de Laser Etiqueta Sustrato de Molécula Bar]da} de Interfere
Deteccion Li de Inmuno Seguimiento Ref.
1 ineal Muestra (nm) SERS Captura Reportera a1 ntes
(ng mL1) 4 ensayo (cm™?)
(hgmL™)
§ § : Competitivo s HGN- AM-Perlas
2 3_ 2 _ -
3.37x10 1x10-1x10 _Sandwich Sintética MGITC-AM magnéticas MGITC 1619 CK-MB [95]
Ag- AM-LFIA
4.4x10° 1x102-50 LFIA Real 785 NBA@AUNpS tira de NBA 592 CK-MB, — 1g6)
compleja -AM membrana de Myo
nitrocelulosa
AM-LFIA
LFIA de una ;
. . . Real AuNps-Ag- tira de CK-MB
4 2_ '
8.9x10 1x10%-50 sola linea de compleja 785 NBA-AM membrana de NBA 592 Myo [35]
prueba .
nitrocelulosa
LFIA de una Sintética Au@Ag- AM-LFIA tira
9x10°2 9x102-50 sola linea de . 785  AuNps-NBA-  de membrana de NBA 592 - [97]
compleja .
prueba AM nitrocelulosa
. ] Lo . AuNps-OG- AM-Perlas
3 2_ -
5x10 1x10-1000 Sandwich Sintética 633 MGITC-AM magnéticas MGITC 1613 [33]
AM-LFIA
s AuNRs-Au- tira de
-1 1 R
1x10 1x10*-100 LFIA Sintetica 785 NBT-AM membrana de NBT 1334 [98]
nitrocelulosa
AUNps- AP-chi
8.9x10°3 0-100 Sandwich Real 6328 MGITC@Ag- tem Ietg MGITC 1615 CK-MB [34]
MGITC-AM P
AM-SA-
4.4x10° 0-1 Sandwich Real ; A“,;I‘”\S’LF&%AQ Biotina-perlas 4-MP 10735 H-FABP  [99]
P magnéticas
Fe30:@SiO2 :
10 - Aptamero Real 633  @Ag-4ABT. oustratodeSi- o, gy 514 ; [100]
. Magneto de Nd
DNAaptamero
Al AM-SA-perlas
9.8x107° - Sandwich Sintética - AMBA@Ag - P 4-MBA - - [101]
AM magnéticas

HGN: Nanoesferas de oro huecas, MGITC: Isocianato verde de malaquita, AM: Anticuerpo monoclonal, CK-BM: Creatinaquinasa isoenzima-MB, LFIA:
Inmunoensayo de flujo lateral, NBA: Azul Nilo A, Myo: Mioglobina, OG: Oxido de grafeno, NBT: 1,4-nitrobencentiol, AP: Anticuerpo policlonal, SA:
Esterptavidina, 4-MP: 4-mercaptobenzonitrile, H-FABP: Proteina de unién a &cidos grasos de tipo corazén, 4-ABT: 4-aminobencentiol, 4AMBA: 4-
mercaptobenzoico.
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Respecto a las etiquetas SERS, las propuestas se centran en el disefio de las nanoparticulas
metalicas sobre las cuales se inmovilizan las moléculas reporteras y los anticuerpos especificos. La
estrategia de identificacion se basa en la obtencidn de un de desplazamiento Raman proveniente de

las interacciones entre el sustrato de captura/Tnlc/etiquetas SERS [94-96].

Sin embargo, una limitante que presentan la mayoria de estas metodologias es la deficiente
reproducibilidad experimental, relacionada con la limitada estabilidad de los anticuerpos
inmovilizados, y la inmovilizacion no preferencial de los anticuerpos sobre las superficies [102-
104]. Para subsanar lo anterior se propuso en este proyecto de tesis disefiar un sustrato de captura
con anclaje preferencial utilizando una placa de aluminio con nanotubos de carbono de pared
multiple (MWCNTS, por sus siglas en inglés) y dendrimeros del tipo poli(amido)amino (PAMAM)
anclados a su superficie, lo que permitira una inmovilizacién mas eficiente para los anticuerpos
monoclonales anti-Tnlc. Lo que se traducira directamente en una menor cantidad de muestra

empleada para la deteccidn de la Tnlc.

Se han realizado estudios en donde se ha complementado el uso de los sustratos de captura
con los elementos carbonaceos como grafeno o nanotubos de carbono para el anclaje de
dendrimeros PAMAM que aporta una mayor superficie de inmovilizacion de anticuerpos, evitando
el uso de proteinas séricas (albimina, caseina o globulinas), comdnmente utilizadas para bloquear
sitios de unién no especificos de los anticuerpos empleados en inmunoensayos [102]. Asimismo,
debido a la estructura ramificada que presentan los dendrimeros, confieren una gran ventaja al
brindar direccion especifica y mayor espacio intersticial en el sustrato de captura. Adicionalmente,
el uso de dendrimeros es una estrategia que aborda impedimento estérico provocado por la
influencia del volumen de los grupos funcionales terminales y la posicién de los anticuerpos
inmovilizados en el sustrato [102, 103]. Lo anterior resulta en el aumento del area superficial
disponible y en la cantidad de anticuerpos inmovilizados, lo que se ve directamente reflejado en
una menor cantidad de muestra empleada, en la disminucién del porcentaje de anticuerpos no
inmovilizados y en la alta selectividad frente a interferentes (bilirrubina, hemoglobina,
creatinaquinasa, mioglobina, etc.) [102-104]. De acuerdo con los distintos rangos dinamicos
lineales consultados en literatura para el diagnostico, prondstico y prediccion de IAM, no todos los
autores reportan estos rangos. Es por esto y por lo mencionado anteriormente, que ha tomado

relevancia el disefio de nuevos sustratos de captura que ofrezcan rangos dinamicos lineales

45



suficientemente precisos para considerar valores para diagnostico por encima del percentil 99 (>
0.02 ng mLY), para pronostico debajo del percentil 99 (pacientes con evento de IAM previo), para

prediccion (pacientes sin evento de IAM previo) y valores normales para pacientes sanos (< 0.005

ng mL™) [16,17].

Por otra parte, es importante sefialar que los valores de los rangos dinamicos lineales
mostrados en la tabla 4 no cubren eficientemente los intervalos establecidos por las guias clinicas
internacionales para el diagndstico de diversas enfermedades cardiovasculares [16, 94-97]. Debido
a que estas metodologias solo abarcan una porcion de valores o sus intervalos no se basan o

sobrepasan los valores establecidos por las guias como se muestra en la figura 10 [95-101].
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Figura 10. Rangos dindmicos lineales reportados respecto a la concentracién de Tnic [16,17].
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5.6 Nanotubos de carbono

Los biosensores e inmunosensores modificados con nanotubos de carbono han logrado
una deteccion con alta sensibilidad y reproducibilidad [99, 101]; se han descrito como
matrices novedosas y biocompatibles con biomoléculas como: polipéptidos, aptameros,
anticuerpos, etc. [105]. Por lo tanto, debido a que emplean interacciones de anticuerpos
especificos para reconocer antigenos como la Tnlc, necesitan superficies que permitan una
inmovilizacion compatible. Los nanotubos de carbono (CNTSs, por sus siglas en inglés), se
han convertido en el foco de atencidn para su uso en electrodos y sensores debido a las
propiedades fisicas y quimicas como la conductancia eléctrica, la alta rigidez mecanica y las
posibilidades de funcionalizarlos para modificar sus propiedades [100-102]. La estructura de
los CNTs se puede describir como una capa tubular enrollada de una hoja de grafito con los
atomos de carbono unidos covalentemente a sus vecinos. Ademas, de aumentar el area
electroactiva al formar una superficie nanoestructurada que promueve una mayor cantidad
de biomoléculas inmovilizadas, disminuye el tiempo de respuesta en el electrodo o superficie
empleada [105]. Existen diferentes tipos de CNTs en funcion de las capas de grafito que los
forman, éstos pueden ser nanotubos de carbono de pared sencilla (SWCNT, por sus siglas en
inglés), figura 11A y nanotubos de carbono de pared mdltiple (MWCNT, por sus siglas en
inglés) que pueden considerarse como capas de laminas de grafito enrolladas
concéntricamente donde cada 4&tomo de carbono esta unido con otros como se muestra en la
figura 11B. Los CNTs debido a las propiedades eléctricas que presentan y a su tamafio
nanométrico se consideran los biosensores ideales. Se ha reportado la insercion quimica de
moléculas de ADN y proteinas con un reconocimiento especifico de éstas. La deteccion de
proteinas se puede llevar a cabo con un sistema semiconductor de CNTs con anticuerpos y
antigenos especificos, es importante considerar que los CNTs poseen una afinidad natural

por ciertas proteinas a través de interacciones hidrofobicas o electrostaticas. [99-101].
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Figura 11. Representacion de A) nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) y B) nanotubos de
carbono multicapa (MWCNT). Tomado de: [89].

5.7 Dendrimeros

Una herramienta utilizada como complemento y/o estrategia para la deteccion y
cuantificacion exitosa son los dendrimeros de tipo poli(amido)amina (PAMAM). Los
dendrimeros PAMAM son nanomateriales que poseen la gran ventaja de ser solubles en agua
y en una gran variedad de disolventes orgéanicos, ademas, son significativamente Utiles en el
ensamblaje de anticuerpos en biosensores Opticos y electroquimicos [102]. Se trata de
macromoléculas sintéticas de disposicion globular y arboérea regularmente ramificada como
se observa en la figura 12. Contienen una gran cantidad de sitios de anclaje disponibles para
la conjugacion de anticuerpos que contribuyen significativamente a la sensibilidad del
biosensor o inmunosensor [102, 103]. Uno de los métodos utilizados para la deteccién de
anticuerpos es la voltamperometria ciclica (VC). Los grupos amino se acoplan con otros
grupos funcionales. El dendrimero PAMAM puede anclarse a sustratos mediante
acoplamiento de carbodiimida (via quimica), modificacion electroquimica, entre otros, para
proporcionar un area de superficie alta para la inmovilizacion de anticuerpos. Por lo tanto,
estas caracteristicas pueden combinarse y explorarse mas para desarrollar nuevos

dispositivos para el diagnostico de enfermedades [104].
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Figura 12. Representacion de un dendrimero y sus elementos. Tomado de: [98].
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5.8 Modificacion electroquimica

El objetivo principal de la modificacion electroquimica de electrodos es conferir
caracteristicas quimicas, electroquimicas, analiticas, etc., especificas a la especie a
inmovilizar. Una de las caracteristicas mas importantes de la modificacion electroquimica es
que utiliza la energia eléctrica como fuerza motriz para generar las reacciones necesarias
[107, 108]. Asi es como las cualidades necesarias son exhibidas, segun la aplicacién para la
que se desee emplear. Cabe sefialar, que la modificacion electroquimica proporciona un
medio que facilita las reacciones quimicas a realizar, incluso aquellas reacciones dificiles de
logras en ausencia de una especie modificadora [105, 106]. Algunas de las aplicaciones de

las que se puede emplear la modificacion electroquimica son:
1. Anclaje superficial de una especie quimica.
2. Incorporacion de moléculas bioldgicas.
3. Deteccion electroquimica de especies no electroactivas.

4. Electrocatalisis
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5.8.1 Modificacion electroquimica por la via oxidativa

Son aquellas reacciones anddicas (indirectas y/o directas) en las que una especie
quimica es transferida desde el disolvente (agua) a los productos que deben oxidarse. Entre
las especies quimicas que pueden emplearse para la modificacion por esta via se encuentran
[108, 109]:

e Alcoholes
e Aminas

e Fenoles, entre otras.

5.8.2 Modificacidn electroquimica por la via reductiva

Se Ilama reductor a la especie que cede los electrones y oxidante a la que los capta

[109]. La modificacion de especies quimicas por esta via incluye [109-111]:

e Compuestos vinilicos
e Sales de diazonio
e Haluros de alquilo

e Sales de iodonio, sulfonio, entre otras

5.8.3  Maodificacion electroquimica con dendrimeros

Los dendrimeros han sido usados en aplicaciones bioldgicas para el anclaje
preferencial de proteinas, enzimas, &cidos nucleicos e incluso anticuerpos, con el fin de
garantizar enlaces selectivos, cominmente enlaces peptidicos. Estudios han mostrado que los
grupos funcionales de las macromoléculas dendriticas del tipo poli(amido)amina (PAMAM)
en un medio con pH bésico se encuentran con una mayor densidad de carga positiva, lo que
permite paso de aniones con facilidad, debido a los efectos de atraccion entre cargas [102,
110].
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Segun los grupos funcionales superficiales en los dendrimeros, éstos pueden ser
anclados en determinadas superficies. Vusa et al. [103], modificaron electrodos de carbon
vitreo mediante oxidacion anddica de las aminas periféricas de dendrimeros PAMAM con la
formacion de un enlace covalente carbono-nitrogeno (C-N) entre el carbon vitreo y el
dendrimero, con el fin de lograr inmovilizar la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP,
por sus siglas en inglés). Kim et al. [104], estudiaron las interacciones entre dendrimeros
PAMAM vy electrodos de carbon vitreo también mediante oxidacién electroquimica. El
enfoque de inmovilizacién lo aplicaron para ensamblar nanoparticulas de Au encapsuladas
con dendrimeros en los electrodos. Como resultado, las peliculas obtenidas mostraron

actividad electrocatalitica para la oxidacion de hidrazina.

Las superficies metalicas decoradas con carbono, asi como superficies de variantes de
carbono han sido los sustratos que mas se han empleado para la adsorcidn de estos polimeros
hiperramificados mediante diferentes métodos. Sin embargo, el uso de superficies de facil
acceso y costos accesibles ha tomado importancia, tal es el caso del uso de aluminio que se
aborda en este trabajo, como una alternativa que atn no ha sido reportada como sustrato para

ser modificado electroquimicamente.
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6. Metodologia
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La metodologia de esta tesis de maestria se resume en el diagrama de la figura 13.

Metodologia

1. Elaboracioén de Y
electrodo AMWCNTs 2. |”m0V'|'ZaC'0“ de 3. Caracterizacion de
: . dendrimeros sobre el los sustratos
mediante el método electrodo A-MWCNTs
electroforético Al-MWCNTs-PAMAM
___|1.1 Funcionalizacién 2.1 Elaboracion de P
de MWCNTs | una displucic’m de ] 3'1e|22{?0§3?:121?020n
. dendrimeros y del sustrato Al-
1.2 Elaboracién de perclorato de litio MWCNTs—PAMAM
—1 una suspension
acuosa de MWCNT: 2.2 Inmovilizacién —
| de dendrimeros 3.2 Mediciones por
1.3 Obtencion del sobre el electrodo | _|espectroscopia Raman
o electrodo Al-MWCNTs de los sustratos Al-
Al-MWCNTs MWCNTs—-PAMAM
14 Caracterizgacién 3.3 Mediciones por
] eé%?té?:;'rg”é‘;a ] SEM de los sustratos
AL-MWCNTs Al-MWCNTs—PAMAM

Figura 13. Diagrama general de la metodologia a seguir en esta tesis.

Los reactivos empleados se indican en el anexo 1.

6.1 Elaboracion de electrodo AI-MWCNTSs mediante el método

electroforético

6.1.1 Funcionalizacién de nanotubos de carbono de pared maltiple

(MWCNTS)

Para llevar a cabo la elaboracion de los sustratos de aluminio modificados con
nanotubos de carbono de pared mdaltiple (sustratos AI-MWCNTSs) fue necesario un
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pretratamiento debido a las propiedades que poseen los MWCNTSs relacionadas con su
estructura quimica. El pretratamiento, consistié en la modificacion superficial de MWCNTSs
mediante la adsorcién de grupos funcionales (-OH), dando como resultado una oxidacién en
la superficie de los MWCNTSs, lo que le confiere una carga negativa. Para tal efecto, se
empled una disolucion acida de 15 mL de acido sulfarico (H2SO4) al 98%, 5 mL de &cido
nitrico (HNO3) al 99% My 0.02 g de MWCNTS. Se prepar6 la disolucién mezclando los
tres reactivos de forma directa en un vaso de precipitados. Posteriormente, se agitd la mezcla
en una parrilla de agitacion magnetica hasta que se formd una mezcla homogénea,

finalmente, se dejo reposar por 48 horas, para realizar la filtracion al vacio.

Los MWCNTSs se mantuvieron en disolucion a pH neutro, para garantizar la correcta
aplicacion de los MWCNTS, por lo que fue necesario realizar varios lavados con agua
desionizada empleando filtracion al vacio. En seguida, se diluy6 la mezcla de MWCNTSs
funcionalizados en 600 mL de agua destilada y se filtro cinco veces hasta que se alcanz6 un
pH de 7. Por ultimo, se desmontd el equipo, se quitd cuidadosamente la membrana de
nitrocelulosa con los MWCNTSs y se secd a temperatura ambiente durante 24 horas. Los

MWCNTSs fueron almacenados en un recipiente ambar.

6.1.2 Elaboracion de una suspension acuosa de MWCNTSs funcionalizados

Para lograr el depdsito de MWCNTs en las plantillas de aluminio y emplear
exitosamente el método electroforético, fue necesario elaborar una suspension acuosa para la
dispersion homogénea y eficiente de los MWCNTSs funcionalizados. La dispersion en la
disolucion se logré con el empleo del surfactante bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB) [94]. De esta manera, se prepararon 25 mL de una disolucién con 0.0026 g de
MWCNTSs funcionalizados y 0.015 g de CTAB a 1.6x10° M disueltos en agua desionizada.
Los reactivos se agregaron en un frasco Schott y luego se sonico la disolucion empleando el
equipo ultrasonic 200 marca Branson, a una frecuencia de 40 KHz durante 20 minutos a una
temperatura de 4°C. Finalmente, la mezcla se mantuvo en refrigeracion a 4 °C hasta por 24

horas para su posterior uso.
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6.1.3 Obtencion de electrodo AI-MWCNTs mediante deposicion electroforética

Antes de obtener los electrodos AI-MWCNTs mediante el método electroforético, las
plantillas de aluminio (espesor de 1.0 mm, ancho de 0.5 cm y 4.0 cm de largo) fueron lijadas,
pulidas y lavadas con acetona. De esta manera, se emplearon dos plantillas de aluminio (una
plantillacomo anodo y la otra como catodo) en una celda electroforética, donde la suspension
acuosa de MWCNTS/CTAB fue utilizada como el medio liquido de migracion para el
depdsito del material carbonaceo. Primero, se colocaron en la celda electroforética ambas
plantillas, cuidando que no tuvieran contacto entre si, con una separacion de 3 cm en 10 mL
de suspensidon. Después, se coloco en una parrilla de agitacion la celda electroquimica y se
conectaron las terminales de la fuente en ambas plantillas de aluminio, actuando una como
anodo y otra como catodo. Enseguida se impuso 18 mA con la fuente de poder modelo power-

pac 3000 marca Biorad, durante 15 minutos.

6.1.4 Caracterizacion electroquimica del electrodo AI-MWCNTSs

La caracterizacion del electrodo AI-MWCNTs se llevd a cabo mediante
voltamperometria ciclica en buffer de fosfatos a pH neutro. Para lograr la caracterizacion,
primero, se prepararon 500 mL de una disolucion buffer fosfatos con fosfato monopotasico
(KH2PO.) a 0.22 M y fosfato dipotasico (K2HPO4) a 0.28 M, a un pH neutro. Enseguida, en
una celda electroquimica disefiada y fabricada especialmente para el proposito de este trabajo
(ver anexo 2), se colocaron los electrodos en la siguiente configuracién: como electrodo de
referencia un electrodo de calomel (Hg/HgCI/KCI saturado), como contraelectrodo un
alambre de platino y como electrodo de trabajo el electrodo AI-MWCNTSs. Después se
agregaron a la celda 10 mL de disolucién de buffer fosfatos. Para las mediciones se empleo
un potenciostato marca METROHM 302N con el software Nova 2.1. Cabe mencionar que la
celda fue disefiada para delimitar un area circular de 1 mm de diametro de exposicién del
electrodo a la disolucion. Todos los experimentos se realizaron bajo una atmdsfera de

nitrégeno y a temperatura ambiente.
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6.2 Modificacion electroquimica del electrodo AI-MWCNTSs con
dendrimeros PAMAM-NH:

La modificacion de los sustratos AI-MWCNTSs con dendrimeros se llevo a cabo en
una disolucién con dendrimeros PAMAM 10 uM vy perclorato de litio (LiCIO4) 0.1 M,
mediante voltamperometria ciclica en una ventana de potencial de -0.1 a 0.9 V, realizando
10 ciclos a una velocidad de barrido de 20 mV s-1 para dar el tiempo suficiente a la aminacion

electroquimica.

6.3 Caracterizacion del sustrato AI-MWCNTs-PAMAM

6.3.1 Caracterizacion electroquimica del electrodo AI-MWCNTs-PAMAM

La caracterizacion del sustrato AI-MWCNTs-PAMAM se realizd mediante
voltamperometria ciclica en 10 mL ferrocianuro de potasio KsFe(CN)s a 0.5 mM vy buffer
fosfatos con la misma configuracién de electrodos empelada en la caracterizacion del
electrodo AI-MWCNTSs. Se empled un potenciostato marca METROHM 302N con el
software Nova 2.1 para las mediciones. Todos los experimentos se realizaron en la celda

electroquimica, bajo una atmosfera de nitrégeno y a temperatura ambiente.

6.3.2 Caracterizacion por espectroscopia Raman de los sustratos Al-
MWCNTs-PAMAM

Para corroborar la presencia de los dendrimeros una vez realizado el procedimiento
de modificacion se realiz0 la caracterizacion de los sustratos mediante espectroscopia
Raman. Para ello, se hicieron mediciones Raman por separado para la plantilla de Al, los
electrodos AI-MWCNTs vy los sustratos AI-MWCNTs-PAMAM con el equipo Xplora
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(BX41TF, HORIBA), empleando el laser de excitacion de 785 nmy un tiempo de adquisicion
de 10 s.

6.3.3 Caracterizacion por SEM de los sustratos AI-MWCNTs-PAMAM

Como caracterizacion complementaria con el fin de conocer la morfologia y comprobar
el anclaje de los dendrimeros PAMAM en los electrodos AI-MWCNTs se empleo
microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés), con el equipo marca

Tescan Vega, modelo TS5136SB con un voltaje de aceleracion de haz de 25 kV.
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7. Resultados y discusion
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7.1 Obtencion de los electrodos AI-MWCNTSs

Como resultado de la elaboracién de la metodologia propuesta, la plantilla de aluminio
(Al) fue empleada como anodo para realizar el depdsito electroforético de nanotubos de
carbono de pared maltiple (MWCNTS). La obtencion de los electrodos AI-MWCNTSs mostro
a simple vista un deposito uniforme y quimicamente estable, de color negro, como se muestra

en la figura 14.

1 Pelicula de
- NMWCNTs

Figura 14. Electrodo AI-MWCNTSs.

7.1.1 Caracterizacion electroquimica de los sustratos AI-MWCNTSs

Antes de realizar el depdsito de MWCNTS sobre las plantillas de Al, una vez lijada, pulida
y lavada, se llevd a cabo la caracterizacion electroquimica por voltamperometria ciclica
empleando como electrolito soporte buffer de fosfatos a pH 7. La respuesta electroquimica
se obtuvo a diferentes valores de velocidad de barrido: 10, 20, 40, 60, 80, 100 mV s* con una
ventana de potencial de -0.1 a 0.9 V vs SCE (figura 15). EI comportamiento electroquimico
que presentd el Al es consistente con el trabajo reportado por Razmi y Azadbakht [112]. Por
otra parte, la realizacion de voltamperometrias ciclicas a diferentes valores de velocidad de
barrido permitio observar que a partir de velocidades de barrido mayores a 40 mV s¥,

presenta un aumento significativo en la corriente, que puede ser atribuido a un cambio en la
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superficie del aluminio debido a la formacién de 6xidos. Lo cual, aportd informacion acerca

del comportamiento del Al

3.0
——10mV st
—20mVs?
1 =——40mvs?
60 mV s*
2.0 80mv st
— 100 mV s
< 1.0
3.
= Y
0.0 1
-1.0 T T T T T T T T T T T 1
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V vs SCE

Figura 15. Voltamperograma ciclico de la placa de aluminio a diferentes velocidades de barrido, con una

ventana de potencial de -0.1 a 0.9 V vs SCE y como electrolito soporte buffer de fosfatos.

Por otra parte, una vez obtenido el electrodo AI-MWCNTS, se realizo su caracterizacion
electroquimica utilizando voltamperometria ciclica con las mismas condiciones usadas para

la plantilla de Al

En la figura 16 se muestra la comparacién de los voltamperogramas ciclicos obtenidos
para la plantilla de aluminio y para el electrodo AI-MWCNTSs a una velocidad de barrido de
100 mV s%, en donde se observa un comportamiento capacitivo significativamente mayor de
la superficie modificada con respecto a la plantilla de Al. Este comportamiento se relaciona
con los MWCNTSs anclados a la superficie de la plantilla de aluminio, dado que le

proporcionan una mayor area superficial al electrodo.

61



15.0
— AI-MWCNTs
{ |=—— Al

10.0

5.0 1
<
=

0.0 /
-5.0
-10.0 T T T T T T T T T T T 1
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V vs SCE

Figura 16. VVoltamperograma ciclico del electrodo AI-MWCNTSs y la placa de aluminio a una velocidad de
barrido 100 mV s%, con una ventana de potencial de -0.1 a 0.9 V vs SCE y como electrolito soporte buffer de

fosfatos.

7.2 Modificacion electroquimica de los electrodos AI-MWCNTS con
dendrimeros PAMAM

7.2.1 Modificacion del electrodo AI-MWCNTSs con dendrimeros PAMAM

La modificacion electroquimica del electrodo AI-MWCNTSs mediante la oxidacion
de dendrimeros PAMAM se pudo identificar a través de la presencia de la sefial anddica en
el primer ciclo alrededor de 0.7 V, se llevaron a cabo 9 ciclos adicionales a la misma
velocidad de barrido hasta que la variacion de corriente fue minima (figura 17). Segun lo
reportado por Vusa et al. [103], este pico corresponde a la oxidacion anddica de los grupos
funcionales amino del dendrimero (-NHz) para generar radicales catiénicos que a su vez

reaccionan con los MWCNTs mediante la formacion de enlaces C-N [103].
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Figura 17. Voltamperogramas ciclicos realizados para la modificacion electroquimica del electrodo Al-
MWCNTS con dendrimeros PAMAM-NH, G-4.0 a una velocidad de barrido 20 mV s, con una ventana de

potencial de -0.1 2 0.9 V vs SCE y como electrolito soporte perclorato de litio.

7.3 Caracterizacion del sustrato AI-MWCNTs-PAMAM

7.3.1 Caracterizacion electroquimica del electrodo AI-MWCNTs-

PAMAM con sonda redox

Como parte de la caracterizacion electroquimica, se realizaron experimentos de
voltamperometria ciclica, el ion [Fe(CN)s]* como sonda redox con Ks[Fe(CN)s] a1 mM y
buffer fosfatos como electrolito soporte. Esto con el fin de investigar el efecto de la
modificacion del electrodo AI-MWCNTs con dendrimeros sobre el comportamiento
electroquimico de dicha sonda. Las respuestas se presentan en la figura 18 donde se observan
unas pequefias sefiales redox entre 0.0 y 0.2 V para ambos electrodos. Si se comparan estos

gréaficos con los obtenidos en ausencia de la sonda redox (ver figura 16, curva azul), dichas
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sefiales no se observan, por lo que se puede concluir que corresponden a la respuesta
electroquimica de la sonda redox. Es posible que no se observen picos bien definidos como
se esperaria, debido a la alta capacitancia del electrodo. Asi mismo, se observa una
disminucion en la corriente para el sustrato AI-MWCNTs-PAMAM (linea azul) en
comparacion con el electrodo AI-MWCNTSs (linea verde). La disminucion de la corriente
entre el electrodo AI-MWCNTs y el sustrato AI-MWCNTs-PAMAM se debe a un
impedimento estérico provocado por la presencia del dendrimero debido a la atraccion de

cargas con el ion [Fe(CN)s]™.
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Figura 18. Voltamperogramas ciclicos del electrodo AI-MWCNTS en presencia de ferrocianuro de potasio
antes y después de la modificacién con dendrimeros PAMAM, a una velocidad de barrido 100 mV s, con

una ventana de potencial de -0.2 a 0.5 V vs SCE y como electrolito soporte buffer de fosfatos.

7.3.2 Caracterizacion por espectroscopia Raman de los sustratos AI-MWCNTs-
PAMAM
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Para identificar la presencia del dendrimero anclado al electrodo AI-MWCNTS se realizé
la caracterizacion por espectroscopia Raman. En la figura 19 se presentan los espectros
Raman obtenidos, donde se observa que las bandas 1302 cm™ y 1568 cm™ de la linea color
gris que pertenece al electrodo AI-MWCNTS, aparecen en la region espectral de la banda D
y la banda G, respectivamente, bandas caracteristicas de materiales carbonaceos como los
nanotubos de carbono. Las bandas a 1308 cm™ y 1579 cm™ de la linea en color rojo que
pertenece al electrodo AI-MWCNTs-PAMAM (sustrato modificado), presentan un ligero
corrimiento y un aumento en la intensidad de la sefial, respecto a las bandas del sustrato sin
modificar, lo que denota la presencia del dendrimero, segun lo reportado por Pan et al. [113].
Ademas, también puede observarse que hay un cambio bien definido respecto a la placa de
Al (blanco), la cual no presentd ninguna banda.
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Figura 19. Espectro Raman de los sustratos analizados con l&ser 785 nm y un tiempo de adquisicion de 10 s.

7.3.3 Caracterizacion por SEM de los sustratos AI-MWCNTs-PAMAM

Como técnica de caracterizacion complementaria, se realizaron mediciones mediante

microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés). La morfologia superficial
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del electrodo AI-MWCNTSs y del sustrato AI-MWCNTs-PAMAM se analiz6 con las
imagenes SEM obtenidas para comprobar la presencia de los dendrimeros PAMAM. En
ausencia de dendrimeros, se observo la formacion de redes de MWCNTSs distribuidos
cubriendo la zona evaluada (figura 20a). Sin embargo, el anclaje de los dendrimeros (figura
20b) cambid la morfologia de la superficie del electrodo AI-MWCNTSs. La superficie
distintiva de los MWCNTSs se ve recubierta con dendrimeros PAMAM lo que se identifica
por agregados dendriticos en forma globular de algunas de las irregularidades superficiales
(region rodeada en rojo figura 20b), aunque, la morfologia del electrodo AI-MWCNTSs

permanecen en algunas regiones. Estos resultados son similares al estudio realizado por

Zhang et al. [114], quienes demostraron mediante imagenes SEM, la presencia de los
dendrimeros PAMAM G-4.0.

SEMMAG 11.49kx  DET: SE Detector TN T— I S V_— SEMMAG: 1156k«  DET: SE Detector T O S S PR W —
HV. 250V DATE: 0504722 5um Vega®Tescan HY. 250KV DATE: 050422 Sum Vega@Tescan
VAC: HiVac Device TS513688 fisicoguimica VAC: HiVac Device: TS513668 fisicoquimica

Figura 20. Imagenes SEM. a) electrodo AI-MWCNTSs. b) sustrato AI-MWCNTs-PAMAM.
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8. Conclusiones

67



A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos concluir lo siguiente:

Es posible decorar superficies de aluminio con MWCNTs mediante deposito
electroforético, lo cual hasta el momento no se encuentra reportado en la literatura. Al igual
que con otros tipos de sustratos, la presencia de los MWCNTSs sobre la superficie de aluminio
le confiere una gran area superficial, disponible para el anclaje de otras especies de interés.
Esto convierte al aluminio en un buen candidato para el desarrollo de sustratos de captura.

Sin embargo, es necesaria una caracterizaciéon mas detallada de los sustratos obtenidos.

La modificacion electroquimica del electrodo AI-MWCNTs con dendrimeros
PAMAM fue realizada exitosamente mediante la oxidacion de los grupos amino periféricos
de las macromoléculas. La caracterizacion electroquimica, por espectroscopia Raman y por
SEM permiti6 identificar la presencia del dendrimero en dichos sustratos. Como una
recomendacion para trabajos posteriores, sera de gran ayuda realizar una caracterizacion mas
detallada para demostrar la presencia del enlace covalente C-N entre los MWCNTSs y los

dendrimeros.

Desde una perspectiva a futuro, la modificacion electroquimica de electrodos de
aluminio con MWCNTSs y dendrimeros PAMAM, podria ser empleada con éxito para anclar
en ellos de forma controlada y ordenada especies de interés médico, como es el caso de
anticuerpos para troponina | cardiaca que permita la deteccion de su antigeno, la troponina |
cardiaca empleando espectroscopia Raman. Esto, con el fin de emplearlos como un sustrato

de captura en el desarrollo de biosensores.
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ANEXO 1

Reactivos

Los reactivos empleados para los procedimientos que se describen se mencionan a
continuacion. Los nanotubos de carbono de pared maltiple (MWCNTSs) fueron adquiridos de
Fisher. El &acido sulfarico (H2SO4) y el &cido nitrico (HNOz) fueron adquiridos por
FERMONT con una pureza de 99% utilizadas para la preparacion de la disolucion para la
activacion de los MWCNTSs. Filtro de membrana de nitrocelulosa fue comprada Sigma-
Aldrich para la filtracion de MWCNTSs. El bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) con
una pureza de 99% fue adquirido de Sigma-Aldrich para estabilizar los MWCNTSs. El etanol
(C2HsOH) con una pureza de 99% fue comprado a Sigma-Aldrich para enjuagar los sustratos
obtenidos. El fosfato monopotésico (KH2PO4) y el fosfato dipotasico (Ko:HPO4) se
adquirieron de FERMONT, ambos con una pureza de 99% para la preparacion del buffer
fosfatos. El ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s), para la caracterizacion del sustrato fue
adquirido de FERMONT. Para la inmovilizacién, los dendrimeros tipo poli(amido)amino
(PAMAM) de cuarta generacion y el perclorato de litio (LiClO4), se compraron de Sigma-
Aldrich.

75



ANEXO 2

Disefio y construccion de la celda electroquimica

Para la caracterizacion electroquimica, se disefid y se construyé una celda con las
caracteristicas necesarias para la configuracion de tres electrodos (figura 2a), que contiene
un orificio con un didmetro de 1 mm en la parte inferior, como se muestra en la figura 2b,
para exponer a la disolucion un area del electrodo de trabajo con esas dimensiones.

Figura 3. Esquema del disefio de la celda electroquimica. a) Vista superior. b) Vista inferior. Elaboracion
propia.
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ANEXO 3

Esquemas de reacciones quimicas

Para la funcionalizacion de los MWCNTSs se empled una disolucion de acido nitrico
(HNO3) y acido sulfarico (H2SO4) para dejar disponibles grupos carboxilos en la superficie
de los MWCNTSs, como se esquematiza en la figura 3a.

H.SO,/HNO,

Figura 3a. Esquema de los grupos carboxilos en la superficie de los MWCNTS. Elaboracion propia.

Asimismo, para la modificacion del electrodo AI-MWCNTSs con dendrimeros PAMAM,
en la figura 3b se muestran las reacciones llevadas a cabo mediante voltamperometria ciclica.
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Figura 3b. Esquema de las reacciones durante la voltamperometria ciclica para la modificacion del electrodo
Al-MWCNTSs con dendrimeros PAMAM Elaboracion propia.
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