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Resumen

El cancer es una enfermedad mortal que, segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), se considera la segunda causa de muerte en el mundo. Se recomienda
enfocarse en la deteccién temprana y el tratamiento para reducir la mortalidad por
cancer. Por lo tanto, es crucial explorar nuevas tecnologias basadas en marcadores
tumorales que puedan implementarse en pruebas de deteccion temprana para el
diagnéstico de la enfermedad. Uno de estos biomarcadores tumorales de proteinas es
el antigeno carcinoembrionario (CEA), una glicoproteina cuya concentracion es un signo
bien establecido de cancer colorrectal, entre otros, y de metastasis. Los métodos
convencionales para la deteccion de CEA son los inmunoensayos.

Los inmunoensayos, basados en el uso de anticuerpos, son fundamentales en ensayos
clinicos no invasivos. Entre ellos, destaca el ensayo de flujo lateral (LFA), que utiliza una
membrana de nitrocelulosa con anticuerpos especificos para el analisis de muestras.
Aunque son econdmicos y eficaces, los inmunoensayos tienen limitaciones, como la
sensibilidad de los anticuerpos a cambios de pH y temperatura. Los aptameros,
oligonucledtidos selectivos, al ser mas estables y econdémicos, han surgido como
alternativa para detectar antigenos, ofreciendo mayor versatilidad y menor costo. Entre
ellos, por aptameros horquilla destacan por su cambio conformacional al entrar en
contacto con el antigeno, siendo una opciéon prometedora para el reconocimiento
molecular.

En este trabajo se desarroll6 un nanoaptasensor basado en nanotriangulos de oro
(AuNTs) con un Amax de 785 nm, los cuales fueron modificados con un aptamero-
horquilla selectivo para CEA. Se estudié el pretratamiento del aptamero previo a la
funcionalizacion, y se estabilizd el nanoaptasensor utilizando distintos agentes de
relleno, como 2’-deoxiadenosin-5'-trifosfato  disddico  (dATP), el acido
3-mercaptopropionico (MPA) y cadenas de polietilenglicol tiolado con dos grupos
funcionales diferentes (HS-PEG(7)-OMe y HS-PEG(8)-COOH).

En los ensayos preliminares de deteccion de CEA en solucién (0, 5 y 10 yg/mL), se
evaluaron los nanoaptasensores preparados. Posteriormente, se llevd a cabo la
optimizacion de las tiras de flujo lateral utilizando nanotriangulos con un Amax de
1100 nm. Se consideraron parametros como el pretratamiento de la almohadilla de
conjugado, el medio del nanoaptasensor, el running buffer y el tipo de nitrocelulosa.

Después de la optimizacion, se evaluod el desempefio del nanoaptasensor basado en los
AuNTs con una Amax de 785 nm, modificados con el aptamero-horquilla y dATP, el cual
mostro los mejores resultados en los ensayos preliminares en solucion. La deteccién de
CEA se probé con distintas concentraciones del biomarcador (0,18, 45, 90, 180 y 1800
ng/mL) mediante la técnica LFA. Ademas, se estudiaron los ensayos LFA mediante
colorimetria y SERS. Los resultados indicaron que el nanoaptasensor permitié discernir
concentraciones de CEA en el rango de 90 ng/mL mediante colorimetria, y
concentraciones de hasta 4.5 ng/mL por SERS.
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Desarrollo de un dispositivo de ensayo de flujo lateral basado en
nanotriangulos de oro y aptamero-horquilla para la deteccion de CEA por
métodos Opticos

1. Introduccién

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la segunda causa
de muerte en el mundo,’ mientras que en el Peru, se estima que la incidencia de casos
de cancer fue de 66000 en el 2018.2 Esta enfermedad se origina por el crecimiento
descontrolado de células anormales en una parte del cuerpo, en un tejido o en algun
6rgano. Las células cancerosas tienden a acumularse y formar tumores. Estas células
cancerosas tienden a separarse del tumor y extenderse por otras zonas del cuerpo, fase
conocida como metastasis y que aumenta en gran medida la dificultad de su
tratamiento.’

Una manera de evitar que el cancer evolucione a un estado avanzado es detectarlo en
su fase inicial. Segun la OMS, un diagnéstico temprano podria reducir en un 30 % los
casos de muerte debido al cancer.? Es por ello, que se ha dedicado un gran esfuerzo a
la exploracion de nuevas tecnologias para detectar signos del cancer en estados
tempranos y, asi poder implementar métodos de deteccion en sistemas de analisis
rutinarios.®

La presencia en el organismo de algunas entidades bioquimicas en niveles diferentes a
los habituales, esta relacionado con distintos tipos de cancer, motivo por el cual estos
son denominados biomarcadores tumorales. Estos biomarcadores pueden tener distinta
naturaleza y se han identificado desde acidos nucleicos y metabolitos, hasta células
tumorales y proteinas.* Estas ltimas son conocidas por ser biomoléculas vitales en el
organismo con muy diversas funciones, pero una expresion anémala de algunas de ellas
esta asociada con el cancer.*

2. Marco tedrico

21 Biomarcadores tumorales

Unas de las causas de muerte de pacientes con cancer son el diagndstico y tratamiento
tardio, ya que los sintomas de esta enfermedad se manifiestan en una etapa avanzada.
De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) un diagnéstico temprano
podria salvar a millones de pacientes de una muerte prematura.? En muchos casos el
problema de los métodos de diagndstico es que son costosos, y por eso solo se utilizan
cuando el paciente presenta sintomas mas severos, ademas de ser invasivos, lo que
los hace poco atractivos.® En los ultimos afios, se han estudiado arduamente nuevos
indicadores bioquimicos para su aplicacion clinica y en analisis de rutina, entre los que
se encuentran los biomarcadores que dan indicios del desarrollo del cancer.®

Un biomarcador tumoral es una biomolécula producida por el organismo de manera
andémala, bien sea por las células cancerosas o como respuesta del cuerpo hacia el
cancer. Este tipo de biomoléculas tienen una identidad Unica con caracteristicas
definidas, lo cual permite el desarrollo de métodos de deteccidn para una medicién
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objetiva. Los biomarcadores tumorales pueden tener distinta naturaleza y pertenecer a
diferentes grupos bioquimicos como proteinas, acidos nucleicos (ADN, ARN o
micro-ARN), péptidos, hormonas, antigenos oncofetales, citoqueratinas y carbohidratos.
Estas moléculas pueden estar presentes en el sistema circulatorio (sangre completa,
suero o plasma), en secreciones (heces, orina, esputo o secrecion del pezén) y en otros
fluidos biolégicos humanos. Los biomarcadores mas estudiados son las proteinas y en
la Tabla 17 se muestran los biomarcadores aprobados por la FDA (Food and Drug
Administration), para la deteccion de algunos tipos de cancer.*

Tabla 1. Lista de biomarcadores de cancer aprobados por la FDA. Tomado de la referencia 7.

a-fetoproteina Testicular Suero
Gonadotropina coriénica humana- Suero
Tiroglobulina Tiroides Suero
Antigeno de carbohidratos 125 Ovario Suero
Proteina 4 del epididimo humano Suero
Antigeno carcinoembrionario Colorrectal Suero
Receptor del factor de crecimiento Tejido
epidérmico
Antigeno de carbohidratos 15.3 Mama Suero
Antigeno de carbohidratos 27.29 Suero
Receptor de estrégeno Tejido
Receptor de progesterona Tejido

2.1.1 Biomarcador CEA

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una glicoproteina de masa molecular
aproximada 180 kDa, producida por las membranas mucosas intestinales embrionarias
antes del nacimiento, y cuya concentracion habitual en el suero es de 2 ng/mL y en
fumadores puede llegar a 5 ng/mL.2° Cuando la concentracion de CEA es superior a
los 5 ng/mL es una sefial de la presencia de cancer colorrectal.® Por esta razon, el
desarrollo de sensores sensibles y selectivos a este biomarcador, pueden ser la clave
para lograr el desarrollo de sistemas de deteccion rutinarios que permitan lograr un
diagndstico temprano de la enfermedad.-"°

2.2 Técnicas analiticas convencionales de deteccién y cuantificacion de CEA

Los métodos convencionales que se emplean en ensayos clinicos para la deteccion de
CEA son los inmunoensayos."" Los inmunoensayos estan basados en el uso de
anticuerpos como agentes de reconocimiento, los cuales poseen una elevada
selectividad, pero son muy sensibles a variaciones en las condiciones de trabajo
(cambios de pH o temperatura).’ En contraste, los oligonucleétidos conformados por
una hebra de ADN o ARN, conocidos como aptameros, son una buena alternativa como
elementos de reconocimiento en la deteccidon de CEA. Estos destacan por su
estabilidad, gran afinidad y selectividad.?



2.3 Ensayo de flujo lateral para la deteccion de CEA

El ensayo de flujo lateral (LFA) es un biosensor in situ utilizado como herramienta de
diagnoéstico de un punto de atencion (Point-of-care, POC) y esta basado en una
plataforma de papel. Los dispositivos de LFA estan compuestos por cuatro
componentes: una seccién de muestra, una seccién del conjugado, una membrana de
nitrocelulosa (NC) y una seccién absorbente (Figura 1)."3

; Ensayo Control
Nanopartlcula Bioreceptor de Bioreceptor de 3
conjugada captura captura Seccion
Seccién de absorbente
muestra
Seccion Membrana de Soporte
del conjugado NC

Figura 1. Componentes de un de flujo lateral. Adaptado de la referencia 12.

El bajo costo y la facilidad de produccion de los dispositivos de LFA ha dado como
resultado la expansion de sus aplicaciones a multiples campos en los que se requieren
pruebas rapidas. El sector industrial utiliza dispositivos de LFA para el control de calidad
de alimentos y el monitoreo de parametros ambientales. El campo principal del uso de
dispositivos de LFA es el sector salud para la deteccién cualitativa y, en algunos casos,
cuantitativa de antigenos especificos. Entre las aplicaciones mas conocidas estan las
pruebas de embarazo y las pruebas rapidas para la deteccién de COVID-19. Se pueden
analizar diversos tipos de muestras bioldgicas utilizando LFA, por ejemplo, orina, saliva,
sudor, suero, plasma, sangre y otros liquidos.'#'®

El principio de este ensayo se basa en el flujo de la muestra por capilaridad a través de
la secuencia de secciones o bandas del dispositivo de LFA. La muestra se aplica en un
extremo del dispositivo, en la seccién de muestra, que esta impregnada con buffer y
tensioactivos que permiten que la muestra interaccione con el sistema de manera mas
efectiva. La seccidén de la muestra asegura que el analito presente en la muestra sea
capaz de unirse a los elementos de captura de la seccién de conjugado y en la
membrana de nitrocelulosa (seccion de deteccion). La muestra tratada migra a través
de la seccion de conjugado, que contiene los elementos de reconocimiento que son
especificos del analito objetivo. La muestra junto con el elemento de reconocimiento
unido al analito migra a lo largo del dispositivo hacia la seccién de deteccion. Esta
seccion contiene los elementos de deteccién y su funcidn es conjugarse con el analito
unido al elemento de reconocimiento. El reconocimiento del analito de la muestra da
como resultado una respuesta adecuada en la linea de ensayo, mientras que una
respuesta en la linea de control indica que el flujo del liquido es adecuado a través del
dispositivo (Figura 2). La lectura representada por las lineas que aparecen con
diferentes intensidades se puede evaluar visualmente o con un lector colorimétrico.''”



Figura 2. Respuesta colorimétrica de un ensayo LFA.

2.4 Elementos de reconocimiento: anticuerpos y aptameros

2.4.1 Anticuerpos

Los anticuerpos (Ab) son proteinas globulares pertenecientes al grupo de
gammaglobulinas y su estructura tiene forma de “Y” (Figura 3).'® Se caracterizan por ser
capaces de unirse con una alta especificidad a concentraciones bajas de su antigeno o
analito asociado.”® Estos pueden ser de diferentes tipos: anticuerpo monoclonal,
policlonal o recombinante, los cuales son seleccionados a partir de diversas técnicas
como la inmunizacion, la cual obtiene la informacidon genética de las células B,
productoras de anticuerpos. Los anticuerpos monoclonales son bastante especificos y
se unen a un unico epitopo del antigeno objetivo. Los anticuerpos policlonales son
capaces de unirse a epitopos diferentes y se utilizan con frecuencia para la deteccion
de patégenos. Los anticuerpos recombinantes se producen mediante manipulacion
genética de genes de anticuerpos y pueden disefiarse para el autoensamblaje en una
orientacion especifica.'® 1°

Figura 3. Estructura de un anticuerpo (Ab). Los elipsoides verdes corresponden a la cadena ligera
mientras que los azules representan la cadena pesada. Los enlaces disulfuro se indican con
lineas negras. Las regiones indicadas con Fab, Fv y Fc representan la regién de unién del
antigeno del fragmento, la region variable del fragmento y la region cristalizable del fragmento,
respectivamente. Tomado de la referencia 18.



2.4.2 Aptameros

Los aptameros son oligonucle6tidos monocatenarios conformados por una hebra de
ADN o ARN que se unen de manera especifica a un analito. El disefio de la estructura
del aptamero puede adoptar conformaciones tridimensionales segun la secuencia de
nucledtidos, en la Figura 4 se muestra la variedad de estructuras de los aptameros.?
Estas biomoléculas de reconocimiento son capaces de cambiar su conformacion en
presencia del analito en estudio. Existen aptameros selectivos a una gran cantidad de
analitos de una diversa variedad de tamafos, desde iones metalicos, y moléculas
organicas pequefias (aminoacidos, ATP, vitaminas, toxinas) hasta moléculas de mayor
tamafio como péptidos, proteinas, e incluso células y bacterias.'®2°

Figura 4. Tipos de estructuras del aptamero. Tomado de la referencia 20.

El método de preparacion esta basado en el proceso SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichments). El mecanismo de seleccion consiste en cuatro
pasos principales: 1) incubacion, 2) seleccion, 3) elucion y 4) amplificacion (Figura 5).
La incubacion del analito objetivo se lleva a cabo con una amplia libreria de acidos
nucleicos aleatorios (10'%-10'%) para formar el complejo aptamero-analito en funcién de
su afinidad. La siguiente etapa es la seleccion de los acidos nucleicos unidos al analito
de interés que se separan de las secuencias no afines mediante un proceso de lavado.
Luego, las cadenas de acidos nucleicos son eluidos para separarlos del analito. El ultimo
paso es la amplificacion por PCR (Polimerase Chain Reaction) de la secuencia del
oligonucledtido para enriquecer la libreria de acidos nucleicos y volver a comenzar el
ciclo de seleccién. Los estudios muestran que los aptameros son capaces de establecer
los mismos tipos de interacciones que los anticuerpos, (ej. enlace de puente de
hidrégeno, interaccion electrostatica, contacto hidrofébico, impedimento estérico) los
cuales brindan una alta selectividad y afinidad.?!



Figura 5. Esquema del procedimiento de sintesis del aptamero por el método SELEX. Tomado
de la referencia 21.

El uso de aptameros posee varias ventajas, como su sintesis quimica en pocos minutos,
su estabilidad bajo una amplia variedad de condiciones, su resistencia a la
desnaturalizacion fisica o quimica con poca o ninguna pérdida de actividad, y su facil
modificacion con otras moléculas. Ademas, los aptameros tienen la caracteristica de ser
selectivos al cambiar su conformacion cuando interaccionan con el analito y que estos
cambios se puedan monitorear. En especial, los aptameros-horquilla exhiben un cambio
conformacional notable al abrirse cuando capturan al analito, dejando un extremo de la
hebra expuesto tras la abertura de la horquilla.”® Esta caracteristica permite la
modificacion con una molécula terminal, como la molécula de biotina, para aprovechar
la interaccion biotina-estreptavidina.?? Otra ventaja es la posibilidad de aprovechar e
integrar el uso de nanoparticulas mediante la modificacion del aptdmero-horquilla con
un grupo tiol para la funcionalizacién, y asi monitorear estos cambios en el aptamero.?

En la Tabla 2 se muestran las principales caracteristicas de los anticuerpos y los
aptameros.'®%*



Tabla 2. Caracteristicas de los anticuerpos y aptameros. Tomado de la referencia 18 y 24.

Tamaio Gran tamafo Pequefio
Sensibilidad a la Sensible a la temperatura, Almacenado y transportado
temperatura tiempo de almacenamiento  a temperatura ambiente

corto
Estabilidad La desnaturalizacion La desnaturalizacion
inducida por la temperatura inducida por la temperatura
es irreversible es reversible
Costo Largo tiempo de Corto tiempo de preparacion
preparacion con alto costo con bajo costo
Analito objetivo Limitado Amplia gama de sustancias
Modificacion Pierde afinidad con el Mantiene la actividad
objetivo con etiquetas biolégica original con
etiquetas
Reactividad cruzada No se pueden separar Puede separar sustancias
sustancias con reactividad  analogas estructurales o
cruzada con reactividad cruzada

2.5 Elementos de deteccion

Los dispositivos de LFA tienen, como minimo, un elemento de reconocimiento y un
elemento de deteccion. Los elementos de reconocimiento en este tipo de ensayos
suelen ser anticuerpos, aunque en los ultimos anos se han comenzado a reemplazar
por aptameros. Por otro lado, los elementos de deteccidn se encargan de inducir los
cambios fisicoquimicos que tienen lugar en presencia del analito. La lectura de la senal
producida en la superficie del dispositivo puede ser cualitativa o cuantitativa. La lectura
cualitativa se puede realizar a simple vista gracias a los cambios de color que se
producen, pero este método solo indica la presencia o ausencia del analito objetivo.
Para un analisis cuantitativo de la concentracién del analito, se puede medir la
intensidad del color en la linea de ensayo o emplear otras técnicas complementarias
como la espectroscopia Raman amplificada en superficie (SERS) o hipertermia.'”2526

Los elementos de deteccion son transductores que se encargan de producir una sefial
medible en la seccidn de deteccion. Los dispositivos tradicionales de LFA emplean
particulas de latex coloreadas o una solucién coloidal de oro (nanoparticulas esféricas),
las cuales han sido previamente conjugadas con anticuerpos o aptameros para la
captura del analito. La eleccion del material del elemento de deteccion es importante,
porque de ello dependera la eficacia, el tipo de estrategia de medicién y el acoplamiento
con el elemento de reconocimiento.!” En los ultimos afios, se han centrado muchos
esfuerzos en el estudio de gran variedad de nanomateriales para el desarrollo de
sistemas LFA, ya que las novedosas propiedades que estos presentan, pueden aportar
muchas ventajas a la técnica.’

2.5.1 Nanoparticulas de metales nobles

Las nanoparticulas de metales nobles son un tipo de materiales con, al menos, una
dimensién en el rango de 1-100 nm, compuestos, principalmente, de oro, plata o
platino.?” En particular, las nanoparticulas de oro (AuNPs) son las mas usadas en el



desarrollo de bionsensores de LFA."” Estas sobresalen por cinco razones como i) la
variedad de métodos de sintesis para producir AuNPs de diferentes tamafios y formas,
ii) su baja toxicidad, iii) su relativamente alta estabilidad, iv) su mayor resistencia a la
oxidacion que las nanoparticulas de plata, y v) su facilidad de funcionalizacién con una
gran variedad de moléculas.™

2.5.1.1 Propiedades opticas de las AuNPs

Una de las propiedades mas importantes de las AuNPs es que, al igual que el resto de
nanoparticulas de metales nobles, presentan un fendmeno denominado resonancia de
plasmoén superficial localizado (LSPR). Este fendmeno esta asociado a la oscilacion
coherente de los electrones libres del metal en la interfase entre la nanoparticula y el
entorno cuando se hace incidir luz con una determinada frecuencia (frecuencia de
resonancia) sobre la superficie de las nanoestructuras (Figura 6.a). La frecuencia de
resonancia depende de factores como la forma, el tamafio, el material y el entorno
quimico, y puede ser monitoreada por espectroscopia UV-Vis-NIR. De acuerdo a la
morfologia de las AuNPs, el comportamiento plasmonico puede cambiar (Figura 6.b).%
Asi, por ejemplo, las nanoparticulas isotrépicas, como las nanoesferas, presentan el
mismo comportamiento LSPR en todas las direcciones del espacio. En cambio, las
nanoparticulas anisotropicas, como los nanocubos, las nanovarillas y los
nanotriangulos, entre otros, presentan un comportamiento diferenciado y zonas de
concentracion del campo eléctrico conocidas como “hot-spots”.?°

Figura 6. a) Representacion esquematica del fenomeno LSPR de las AuNPs. Tomado de la
referencia 28. b) Esquema de las distintas morfologias de las AuNPs y el rango de la banda
LSPR. Tomado de la referencia 29.



2.5.1.2 Bioconjugacién de AuNPs

Una caracteristica esencial de las AuNPs es la alta relacion superficie/volumen, la cual
facilita la bioconjugacion de los elementos de reconocimiento en la superficie de los
elementos de deteccién (Figura 7). La interaccion entre las biomoléculas y la superficie
de las AuNPs dependera de diversos factores, como la densidad de grupos reactivos,
la forma, la estabilidad, la superficie, la carga neta, etc. Algunos de los métodos
empleados para la union de las biomoléculas en la superficie de las AuNPs estan
basados en la interaccion electrostatica, el enlace covalente, y la quimisorcion, entre
otros.®® La interaccidon electrostatica se produce entre especies cargadas, siendo
sensible al cambio de pH y a la fuerza i6nica del medio. Por otra parte, la unién por
enlace covalente se da por el acoplamiento quimico entre grupos funcionales, y la
quimisorcion consiste en la union directa de la biomolécula con la nanoparticula
mediante enlaces quasi-covalentes.3® 3! Estos métodos de bioconjugacion permiten la
modificacion de la superficie de las AUNPs con una amplia variedad de moléculas, como
moléculas fluorescentes, péptidos, polimeros, con anticuerpos y aptameros.*? Como se
ha mencionado anteriormente, aunque los anticuerpos son los elementos de
reconocimiento mas usados en los dispositivos de LFA, los aptameros presentan una
serie de ventajas que los convierten en una muy buena alternativa. Entre otras ventajas,
el hecho de que los aptdmeros se puedan modificar facilmente con grupos tiol, hace que
se puedan conjugar directamente con la superficie de nanoparticulas de oro.?’

Figura 7. Esquema de la variedad de moléculas que se pueden conjugar en la superficie de las
AuNPs. Adaptado de la referencia 32.

2.6 Métodos cualitativos y cuantitativos de detecciéon por LFA

Los dispositivos de LFA se pueden usar para deteccion visual directa o en combinacion
con el uso de otras técnicas para obtener resultados mas confiables y mejorar la
sensibilidad. Ademas, se pueden llegar a obtener resultados cuantitativos del analito.

2.6.1 Colorimetria

Este método aprovecha las propiedades Opticas de las AuNPs, ya que su banda
plasmédnica, ubicada en el rango UV-Vis-NIR, le da la cualidad de presentar colores
intensos, lo cual permite la deteccidon visual. Por otro lado, también se puede
implementar un sistema de deteccidn cuantitativo, en el cual se mide la intensidad del
color correlacionado con la concentracion del analito. En el trabajo desarrollado por
Ruppert et al.,** se empleo el ensayo de flujo lateral para la deteccion de digoxigenina y
se elabord un sistema para la cuantificacion mediante la medicion de pixeles de la
fotografia del ensayo con un celular (Figura 8).



Figura 8. Sistema de deteccién por colorimetria en un ensayo de flujo lateral. Tomado de la
referencia 33.

2.6.2 Espectroscopia de Raman amplificada en superficie (SERS)

La espectroscopia Raman amplificada en superficie combina la espectroscopia Raman
convencional con el uso nanoparticulas. La ventaja de las AuNPs es que son capaces
de actuar como antena, lo que da como resultado la intensificacién de las sefiales
vibracionales en varios 6rdenes de magnitud.?® El uso de SERS en combinacion con
LFA (Figura 9) podria convertirse en una prometedora combinacion para un analisis
confiable y preciso, que sea rapido y permita un gran nimero de ensayos simultaneos.
Los sensores SERS permiten obtener sefiales 10° — 10 ® mas intensas que las obtenidas
por la técnica convencional de espectroscopia Raman.?®

Figura 9. Sistema de deteccion por SERS en un ensayo de flujo lateral. Tomado de la
referencia 26.
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3. Objetivos

3.1

Objetivo principal:

Implementar un método de deteccion de CEA mediante un dispositivo de flujo lateral
basado en nanotriangulos de oro y aptameros (en la figura 10.a se muestra el disefio
del nanoaptasensor y del dispositivo).

3.2

Objetivos especificos:

Optimizar las condiciones necesarias como el pH, la concentracion del aptamero
y de las moléculas de relleno para la modificacion de los nanotriangulos de oro
con el aptamero horquilla selectivo de CEA.

Estudiar el efecto del tiempo de incubacion de CEA con los nanotriangulos
modificados con el aptamero selectivo éptimo para la formaciéon del complejo
aptamero-CEA.

Evaluar el acoplamiento selectivo de los nanotriangulos de oro funcionalizados
con el aptamero biotinilado en la linea control y en la linea de ensayo de la
superficie del dispositivo de flujo lateral en presencia de CEA.

Analizar la respuesta de deteccion de CEA en la linea de ensayo y el adecuado
funcionamiento del sensor en la linea control (figura 10.b) mediante diversos
métodos opticos.

Analizar los resultados obtenidos de la deteccion por SERS.

Determinar el limite de deteccion de CEA mediante los distintos métodos
empleados.

Figura 10. a) Propuesta del disefio del nanoaptasensor y del dispositivo de flujo lateral b)
Esquema del disefio experimental.

11



4. Parte experimental

4.1 Reactivos, equipos y materiales

A continuacién, se mencionan la lista de reactivos, materiales y equipos empleados en
los experimentos. Cabe indicar que los experimentos realizados se trabajaron en dos
laboratorios, el laboratorio QNano+ y el laboratorio Bionanosurf, por lo que se usaron

distintos equipos.

Tabla 3. Reactivos empleados para la sintesis de AuNTs, funcionalizacion y deteccion de CEA.

Reactivo Férmula Masa molar (g/mol) Marca
Acido bérico HsBO3 61.83 Merck
Acido tetraclorodurico HAuCl4.3H20 393.83 Sigma - Aldrich

trinidratado
Acido 3- C3Hs02S 106.14 Sigma - Aldrich
mercaptopropionico
(MPA)
Agua Fisher H.O 18.015 Sigma - Aldrich

Dodecilsulfato sddico NaC12H25S04 288.38 Sigma - Aldrich

Fosfato de potasio KH2PO4 136.09 Sigma - Aldrich
monobasico
Fosfato de potasio KoHPO, 174.18 Sigma - Aldrich
dibasico
Cloruro de sodio NaCl 58.44 JT Baker

Cloruro de magnesio MgCl. 95.21 Sigma - Aldrich

Clorhidrato de tris(2- CoH1506P.HCI 286.65 Sigma - Aldrich
carboxietil) fosfina

(TCEP)

L-glutation (reducido) C10H17N306S 307.33 Sigma - Aldrich
Hidréxido de sodio NaOH 40.00 JT Baker
Polivinilpirrolidona (CeHoNO), 40000 Merck

(PVP)
Sal disédica de 2’- C10H14NsNax012P3 535.146 Alfa Aesar
deoxyadenosin-5'-
trifosfato
Sacarosa C12H22011 342.30 Sigma - Aldrich
Tiosulfato de sodio Na203S2.5H,0 248.18 Sigma - Aldrich
pentahidratado
Tween-20 C18H3406(C2H4O)N 1227.54 Bio Basic
Tris(hidroximetil)amino C4H11NO3 121.14 Merck
metano
Triton X-100 Sigma - Aldrich
alfa-metoxi-omega- HS-PEG(7)-OMe 356.48 Iris Biotech
mercapto
hepta(etilenglicol)
alfa-tio-omega-(acido | HS-PEG(8)-COOH 458.57 Iris Biotech

propionico)
octa(etilenglicol)
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Se usaron las siguientes secuencias de aptameros adquiridos de Eugentec:

Aptamero de CEA: 5’ Tiol-C6 - CCA CGA TAC CAG CTT ATT CAATTC GTG G —Biotina

C3-3

Aptdmero complementario: 5' Biotina C6 - CCA CGA ATT GAA TAA GCT GGT ATC
GTG G- 3.

Tabla 4. Proteinas utilizadas en los ensayos.

Proteina Masa molecular (kDa) Marca
Antigeno 180 Abcam
carcinoembrionario (CEA)
Albumina de suero bovino 66.5 Sigma - Aldrich
(BSA)
Estreptavidina 60 Anaspec

Los materiales empleados para las tiras de flujo lateral fueron:

Almohadilla de conjugado, se us6 fibra de vidrio 8964 marca ClaremontBio cuyas
dimensiones son 22x250 mm

Nitrocelulosa HP80 y HP120 marca ClaremontBio con dimensiones 21x297 mm.
Almohadilla de absorcién, se usé fibra de algodéon marca ClaremontBio con
dimensiones 0,48x22x300 mm

A continuacion, se mencionan los equipos empleados en la caracterizacidn de la sintesis
y funcionalizacion de AuNTSs, y los ensayos de flujo lateral utilizados en cada laboratorio.

Equipos del laboratorio QNano+:

Espectrofotémetro UV-VIS modelo Genesys 10S de Thermo Scientific™. El
analisis se realiz6 empleando una celda de cuarzo semi-micro con un paso
optico de 10 mm y 1 mL de volumen de Agilent®. La adquisicion de espectros se
realizé en un rango de 200 nm a 1100 nm y mediante el uso del software
VISIONIite™ versién 5.2

Espectrofotometro i-Raman plus 785H de BWTek® con laser de diodos centrado
a 785 nm y una potencia continua < 300 mW con conectores de fibra optica
FC/PC. Este equipo permite la deteccidn en el rango de 175-2700 cm™ con una
resolucion de 3.5 cm™ a 912 nm y con un rango dinamico de 50000:1. El sistema
estuvo acoplado a una cadmara con un objetivo de microscopio 40x y se utilizé el
software BWSpec version 4.10.

Lectora de microplacas Multiskan de Thermo Scientific™, equipada con 6 filtros:
405 nm, 450 nm, 521 nm, 595 nm, 620 nm, 739 nm. El instrumento se controld
mediante el software Skanlt™ versién 5.0

Agitador digital Thermo Scientific™ con calefaccién Cimarec™

Agitador con incubadora Heidolph. Termémetro digital Traceable®

Centrifuga Eppendorf® modelo 5430R. Velocidad maxima del rotor: 30130 x G
(17 500 rpm)

Agitador Vortex MVOR 03 de SBS®

Mini incubadora digital Benchmark Scientific®

pH-metro Metrohm® 913 con electrodo de Pt en KCI 3M

Sonicador VWR® modelo 97043-930

Termoblogue modelo My Block™ Mini Dry Bath de Benchmark®
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Microscopio electronico LVEMS5, Delong Instruments®-Republica Checa. Se us6
unas rejillas de cobre recubiertas de carbono con agujeros, Ted Pella® codigo
01843-F

Bomba de jeringa Chemyx® modelo Fusion 400

Dispensador de flujo lateral (ALFRD) de la marca ClaremontBio®. La fuente de
energia es de la marca HYELEC® modelo PS-28A.

Jeringa BD plastic de 1 mL

Equipos del laboratorio Bionanosurf:

Espectrofotometro UV-Vis modelo V-670 de Jasco®

Celda de cuarzo de 0.3 cm de Agilent®

Pipeta automatica modelo 20E72548 de Accu-jet® pro

Centrifuga modelo 5427 R de Eppendorf®. Velocidad maxima del rotor 5500 rpm
Termobloque de Eppendorf ThermoMixer® C

Agitador mecanico modelo MM1500 de IBX Instruments®

Incubadora de Memmert®

Bomba peristaltica modelo 7555-00 de Masterflex®

Bomba de jeringa de infusion modelo NE-300 de Divers Dutscher®
Dispensador de flujo lateral modelo HM3030 de Kinbio®

Cortadora automatica de tiras LFA (Guillotine Cutter) modelo LFST0001 de
Ballya Bio-Med®
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4.2 Metodologia

El desarrollo de los nanoaptasensores preparados se basaron en el uso de dos tipos de
AuNTSs, uno con una Amax @ 785 nm (AuNT785) y otro con una Amax @ 1100 nm
(AuNT1100). Para ambas nanoestructuras se modificaron con un aptamero selectivo de
CEAy con distintos agentes de relleno. En la Figura 11 se muestra el esquema resumen
de las condiciones evaluadas que estan descritos en los siguientes subapartados.

AuNT de Amax = 785 nm

Paso 1:
Sintesis de AUNT

AuNT de Amax = 1100 nm

Paso 2: Sin pretratamiento
Pretratamiento de| Pretratamiento térmico
aptamero Pretratamiento quimico

Desarrollo del AuNT785@PEG@Apt
nanoaptasensor AuNT785@Apt@PEG-OMe/MPA
AuNT785@Apt@PEG-COOH/MPA
Paso 3: AuNT785@Apt@dATP
Funcionalizacion

AuNT1100@Apt@dATP
AuNT1100@Apt@PEG-COOH

Paso 4: Nanoaptasensor de AuNT785:
Deteccion de CEA i CEA 0-10 pg/mL
en solucion CEA 0-1800 ng/mL

Figura 11. Esquema resumen del desarrollo del nanoaptasensor.
4.2.1 Sintesis y caracterizacion de AuUNTs con una Amax @ 785 nm (AuNT785)

Los materiales de vidrio se lavaron previamente con Alconox®, y se enjuagaron con
agua desionizada vy, finalmente, con agua ultrapura. Los nanotriangulos de oro fueron
sintetizados usando el protocolo desarrollado por Pelaz et al® y adaptado por
Hernandez et al.® El proceso de sintesis se llevd a cabo en una incubadora a 18-19 °C.
Primero se colocaron 5 mL de HAuCls 2 mM en unos viales de vidrio, luego se inyectaron
9 mL de Na2S203 0.5 mM a un flujo de 9 mL/min con una bomba de jeringa bajo agitacion
mecanica constante. Después de 9 minutos, se hizo una segunda adicion, gota a gota,
de 1 mL de Na»S:03 0.5 mM y se dejo agitando durante 2 horas. En la Figura 12 se
resumen los pasos realizados para la sintesis de nanotriangulos de oro.

La caracterizacion de los nanotriangulos de oro se realizé por espectroscopia UV-Vis-
NIR. Para ello, se preparé una dilucién 1:10 Y/, de la solucién de AuNTs785 para
colocarlo en una celda de cuarzo, y asi medir los espectros de extincion.
Adicionalmente, los AuNTs785 se midieron por TEM en el laboratorio QNano+.
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Figura 12. Esquema de sintesis de AuNTs con una Amax 785 nm.

4.2.2 Sintesis y caracterizacién de AUNTs con una Amax @ 1100 nm (AuNT1100)

Se prepararon nanotriangulos de Amax 1100 nm con el protocolo del grupo Bionanosurf.3®
Los materiales de vidrio fueron lavados previamente con agua regia y agua ultrapura.
Todas las soluciones se prepararon con agua Fisher y se atemperaron a 19 °C en una
incubadora durante 1 hora. Se preparé una soluciéon de 200 mL de HAuCl4.H20 2.5 mM
en una botella de 1 L, tapada con papel aluminio y se colocé en una incubadora con un
adaptador a una bomba peristaltica. También se prepararon 400 mL Na;S;03; 0.58 mM,
del cual se separaron 100 mL en un vaso de precipitados y al resto de volumen se
afiadieron 21.4 uL de KI 0.1 M.

Se colocaron 140 mL de la solucion de Na;S203 con Kl en un vaso de precipitados para
comenzar con la primera adiciéon con ayuda de la bomba peristaltica a la botella de la
solucion de oro que se encontraba en la incubadora. El tiempo de adicién fue 30 s y
luego se esperd 4 min hasta la siguiente adicién. La segunda adicion fueron 140 mL de
Na>S20; con Kl bajo las mismas condiciones que la primera adiciéon. Después de los
4 min de espera, la ultima adicién fueron 60 mL de solucién de Na;S;0; 0.58 mM, la
cual se afadié en 30 s. Finalmente, se dejo reposar la mezcla durante 1 ha 19 °C, y la
botella se recubrié con papel aluminio. Al terminar la reaccion, los nanotriangulos se
cuantificaron mediante espectroscopia UV-Vis-NIR, para luego modificarlos con
glutation (GHS) con el fin de separar los subproductos de la sintesis (nanoesferas).

Se midio el espectro UV-Vis-NIR de los AuNTs1100 a una dilucién 1:2 en una celda de
0.3 cm. El coeficiente de extincion es € = 29 (mg/(mL* cm))” y se anot6 la absorbancia
a 1050 nm para calcular la cantidad de AuNTs1100 en mg. Se determin6 la
concentracion de AuNTs1100 en mg/mL con la ecuacion 1.

(Abs1050xFactor de dilucion)
(29%0.3 cm)

= AuNTs1100 (% Ecuacion (1)
Luego se determindé la cantidad de AuNTs1100 en mg con la ecuacidn 2 y asi calcular
la cantidad necesaria de GSH para la funcionalizacion.

(Abs1050xVolumen total de la sintesis)
(29%0.3 cm)

= AuNTs1100 (mg) Ecuacion (2)

4.2.3 Pretratamiento del aptamero de CEA

El aptdmero de CEA fue pretratado térmica y quimicamente, se probaron distintas
condiciones para optimizar el pretratamiento del aptamero. En el caso del pretratamiento
quimico se utilizé el reactivo clorhidrato de tris(2-carboxietil) TCEP, y para encontrar la
cantidad 6ptima, se estudiaron distintas proporciones de aptamero:TCEP. Mientras para
el pretratamiento térmico el aptamero se llevo a 95 °C durante 10 minutos.

Para el pretratamiento térmico, se mezclaron 25 yL del aptamero CEA 200 uM, 376 pL
buffer Tris a pH 7.4 que incluya iones Mg y Na* (Tris 40 mM, NaCl 200 mM vy
MgCl> 10 mM). Por ultimo, se completd con agua ultrapura hasta los 1000 pL. En el caso
del tratamiento quimico, se probdé distintas cantidades de TCEP 10 mM con las siguiente
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proporciones Apt:TCEP: 1:2, 3:10 y 1:50. Se agit6 la mezcla durante 1 hora y luego se
pretratoé térmicamente segun lo descrito antes.

4.2.4 Funcionalizacién con AuNT785 con el aptamero de CEA

Una vez sintetizados los AuNTs785, estos se funcionalizaron con el aptamero
seleccionado. Para llevar a cabo este procedimiento, se probaron varias condiciones de
funcionalizacion, con el fin de optimizar la estabilidad y la sensibilidad del sensor. Una
de las condiciones evaluadas fue el orden de modificacién de los nanotriangulos con el
aptamero seleccionado y la union de las moléculas de relleno. Por otro lado, también se
probaron distintos tipos de agentes de relleno como el 2’-deoxiadenosin-5-trifosfato
disodico (dATP), el acido 3-mercaptopropionico (MPA) y cadenas de polietilenglicol
tiolado (PEG-SH) a la superficie. Ademas, se probaron distintas cantidades de aptamero
para favorecer la interaccion entre el aptamero y el biomarcador CEA.

4.2.4.1 Funcionalizacion del sensor AUNT785@PEG@Apt

e Funcionalizacién de AUNT785@PEG

Los AuNTs se funcionalizaron con PEG-SH (HS-PEG(8)-COOH o HS-PEG(7)-OMe)
preparando 6 réplicas en simultaneo. Cada réplica se prepard en un microtubo de 2 mL
y para ello se anadieron 500 uL de AuNTs785, 469 uL de agua ultrapura, 2.5 yL de SDS
al 10% /vy 13.8 yL de PEG-SH 0,1 g/L. Luego de 10 minutos en agitacién, se afadieron
15 yL de NaOH 1 M a la mezcla y se dejo agitando toda la noche. A la manana siguiente,
se procedio con el proceso de lavado, para lo cual se centrifugé la muestra a 6000 rpm
a temperatura ambiente durante 10 minutos. Este proceso se repitié 3 veces, se retird
800 pL de sobrenadante y se anadid el mismo volumen de agua ultrapura para
resuspender los AuNTs785 en el mismo volumen inicial. Al final de la tercera
centrifugacion, solo se retird el sobrenadante y se mezclaron los AUNT785@PEG-SH
de todas las réplicas preparadas.

¢ Funcionalizaciéon de AUNT785@PEG@A pt

Se adicionaron las siguientes soluciones en microtubos en el siguiente orden: 295 pL
de agua ultrapura, 2.5 yL de SDS 10% /v, 500 uL de AuNT785@PEG, 100 uL de buffer
de fosfato (KP) 0.1 M pH 8, 200 pL de aptamero pretratado y 100 yL de NaCl 0.1 M. La
sal de NaCl se afadioé en 4 tandas de 25 pL en 2 dias, después de la primera adicion
pasaron 4 horas para afadir la segunda, el segundo dia también se afadieron adiciones
de NaCl cada 4 horas. Luego de cada adicion de sal, los microtubos se sonicaron
durante 10 s aproximadamente y se colocaron en el agitador. Al dia siguiente, los
nanoaptasensores se centrifugaron 3 veces, se retir6 800 yL de sobrenadante y se
afiadié el mismo volumen de agua ultrapura para resuspenderlos en el mismo volumen
inicial. Finalmente, se preparé una dilucién 1:5 /v de los AuNTs785 funcionalizados y
se caracterizaron por espectroscopia UV-Vis-NIR.

4.2.4.3 Funcionalizacion del sensor AUNT785@Apt@PEG/MPA

El procedimiento de la funcionalizacion del sensor AUNT785@Apt@MPA/PEG fue
similar al anterior con la diferencia de que se funcionalizé primero con el aptamero y se
afiadieron dos agentes de relleno de manera simultanea, los cuales son MPA y PEG
tiolado, este ultimo con dos distintos grupos terminales (PEG-COOH y PEG-OMe). Al
finalizar la funcionalizacion, los nanoaptasensores fueron centrifugados como el
nanoaptasensor AUNT785@PEG@Apt. En la Tabla 5 se muestran las cantidades de los
reactivos para la modificacion de los AuNTSs.

17



Tabla 5. Cantidades de los reactivos para la funcionalizacion de AUNT785@Apt@MPA@PEG.

Reactivos 05 nmol de|(1 nmol de |2 nmol de
aptamero aptamero aptamero

AuNT785 (L) 500 500 500

SDS 10% “/v (L) 2.5 2,5 2.5

Agua ultrapura (uL) 304.7 254.7 154.7

Buffer KP 0.2 M pH 8 (uL) 50 50 50

Aptamero pretratado (uL) 50 100 200

NaCl 1M (pL) * 25 25 25

MPA 11.5 mM (uL) 4 4 4

PEG-COOH o PEG-OMe | 13.8 13.8 13.8

1mg/mL (uL)

Vol. Total (uL) 1000 1000 1000

*Este volumen de NaCl 1 M es el que corresponde a cada una de las adiciones
mencionadas en el documento

4.2.4.4 Funcionalizacion del sensor AUNT785@Apt@dATP

En un microtubo, se mezclaron 500 yL AuNT785, 2.5 uL SDS al 10 % %/\, 50 uL de buffer
KP 0.2 My 50 uL de aptamero pretratado para agitarlos a temperatura ambiente. Luego
de 1 hora se agregaron 60 uL dATP 14.1 uM, se agité por 30 min y después se incubd
toda la noche a 10 °C en la incubadora. Al dia siguiente se centrifugé 3 veces a
6000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente y se resuspendid en agua ultrapura.

e Optimizacién de la funcionalizacién de AUNT785@Apt@dATP
Se mezclaron AuNTSs, aptamero pretratado de CEA, SDS y buffer KP durante 30 minutos
bajo agitacion constante a temperatura ambiente. Luego se afiadié dATP y se dejé
agitando durante 30 minutos a temperatura ambiente, después se dejo en agitacidon
constante a 10°C durante toda la noche. En la Tabla 6 se muestran las cantidades
empleadas para la funcionalizacion.

Tabla 6. Cantidad de cada reactivo para la funcionalizacion.

Condicidn A B C D
#Aptamero (nmol) 0.017 nmol | 0.034 nmol | 0.068 nmol | 0.136 nmol
AuNTs1100 (pL) 500 500 500 500
Agua ultrapura (uL) 409 406 399 385
Aptamero pretratado (uL) 34 6.8 13.6 27.2
SDS 10 % /v (uL) 25 25 25 25
KP 0.2 M (L) 25 25 25 25
Agitacion por 30 min a RT
dATP 14.1 uM (pL) 60 60 60 60
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Al dia siguiente se centrifugaron las muestras 2 veces a 4500 rpm durante 25 minutos
a temperatura ambiente. En la dultima centrifugacion se retiraron 900 pL del
sobrenadante y se resuspendio en 100 pL del buffer NasPO4 20 mM pH 7, BSA 5% "/,
sacarosa 10% “/v y Tween-20 0.25% V.

4.2.5 Funcionalizacion con AuNTs con una Amax @ 1100 nm (AuNT1100) con el
aptamero de CEA

Luego de sintetizar los AuNTs1100, estos se funcionalizaron con el aptamero
seleccionado y se probaron varias condiciones de funcionalizacion, asi como con los
AuNTs785. Una de las condiciones evaluadas fue la modificacion con GSH para la
purificacion de los AuNTs1100 de los subproductos formados. Se evaludé la
funcionalizacion con los AuNTs1100 sin/con purificacién con los agentes de relleno
disponibles en el laboratorio como dATP y un tipo de cadena de polietilenglicol tiolado
(HS-PEG(8)-COOH). Cabe mencionar que el protocolo de funcionalizacion con dATP se
llevé a cabo a diferentes condiciones comparadas a los AUNTs785.

4.2.5.1 Funcionalizacién de AUNT1100@GSH

Se pesd glutation en una proporcion de masa a 1:5 AuNTs:Glutatidon y se disolvid en
buffer borato de 10 mM a pH 8. Se anadié lentamente al recipiente de 1 mL en 1 mL
hasta lograr una disolucion completa. A continuacion, se afiadieron 60 mL de buffer
borato de 100 mM a pH 8 a la botella que contenia los AuNTs. La concentracion final
del buffer borato en la botella de la solucién de AuNTs fue 10 mM. Se ajusté el pH a 8
usando NaOH 2.5 M (afadido gota a gota). Después de ajustar el pH, se afadio
gradualmente el glutation disuelto a los AuNTs. Nuevamente, se ajusté el pH a 12
usando NaOH 2.5 M. Por ultimo, se dejo la botella en reposo a temperatura ambiente
durante toda la noche, tapado y protegido de la luz.

Al dia siguiente, se retird el sobrenadante con ayuda de una pipeta automatica y se dejé
el menor volumen posible. Después se anadieron 540 mL de agua ultrapura y se
homogenizé. En la Figura 13 se muestra el esquema de la sintesis de los AuNTSs.

Figura 13. Esquema de sintesis y funcionalizacién de AuNTs con una Amax de 1100 nm con glutation.
Adaptado de la referencia 36.

El siguiente paso fue medir el espectro UV-Vis-NIR de AuNT1100@GSH con una celda
de paso 6ptico 0.3 cm. Se preparé una diluciéon 1:50 de los AUNT1100@GSH con un
volumen total de 300 pL. El coeficiente de extincidn es € = 29 mg/(mL x cm)™. Se anoté
la absorbancia a 1050 nm para calcular la cantidad de AUNT1100@GHS en mg con la
ecuacion 3.

(Abs1050+Factor de dilucién) __ ‘.
(29703 540 mL) = AuNT1100@GSH (mg)  Ecuacion (3)
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4.2.5.2 Funcionalizacién del sensor AuNT1100@GHS@Apt@dATP y
AuNT1100@Apt@dATP

Se usaron 250 uL de AUNT1100@GHS y AuNT1100 a 1 mg/mL y se anadieron distintas
cantidades de aptamero pretratado 0.034 nmol y 0.068 nmol. La mezcla se dej6 agitando
a 25°C durante 30 minutos. Después, se anadieron 60 pyL de dATP 14.1 uM y se dejo
agitando a 4°C durante toda la noche (Tabla 7). Al dia siguiente, se centrifugaron las
muestras 2 veces a 2200 rpm por 15 minutos y se retird la mayor cantidad de volumen
como sobrenadante para resuspender en 100 uL del buffer NasPO4 20 mM pH 7, BSA
5% "I\, sacarosa 10% “/v y Tween-20 0.25% Y/v. Por ultimo, se midié por espectroscopia
UV-Vis-NIR para cuantificar la concentracion del sensor y reajustar a 0.5 mg/mL.

Tabla 7. Cantidad de cada reactivo para la funcionalizacion.

Condicion a b
#Aptamero (nmol) 0.034 nmol 0.068 nmol
AuNTs1100 (pL) 250 250
Agua ultrapura (uL) 406 399
Aptamero pretratado (uL) 6.8 13.6
dATP 14.1 uM 60 60

La concentracion del nanoaptasensor final debe ser 0.5 mg/mL para que haya 10 ug del
nanoaptasensor por tira.

4.2.5.3 Funcionalizacién del sensor AuNT1100@GHS@Apt@PEG y
AuNT1100@Apt@PEG

Se mezclaron 250 pL de AuNTs1100 y 250 uL de aptamero de CEA (0.068 nmol y 0.034
nmol) y se dejé agitando a RT (room temperature) durante 30 minutos. Luego se
anadieron 500 yL de PEG-COOH al 5% */\ y se dejo la mezcla agitando a 4 °C durante
toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugaron las muestras 2 veces a 2200 rpm por
15 minutos y se retird la mayor cantidad de volumen como sobrenadante para
resuspender en 100 pL del buffer NasPOs 20 mM pH 7, BSA 5% “/,, sacarosa 10% /vy
Tween-20 0.25% V/..

4.2.6 Preparacion de tiras LFA

Para los primeros ensayos preliminares de deteccion de CEA mediante LFA, se
prepararon las tiras LFA en el laboratorio QNano+ con los equipos disponibles.
Adicionalmente, se prepard otro lote de tiras LFA en el laboratorio Bionanosurf (INMA -
Zaragoza) con los cuales se optimizaron las condiciones del ensayo, y se realizaron las
pruebas finales de deteccion de CEA. A continuacién, se describiran los parametros
tomados en cuenta para la preparacion de tiras, asi como las condiciones evaluadas en
cada caso (Tabla 8).
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Tabla 8. Condiciones evaluadas en la preparacion de las tiras LFA. Los recuadros sombreados

en verde corresponden a los nanoaptasensores de AuNT785 y los sombreados en celeste a

AuNT1100.
AuNT Pretratamiento Medio del Running buffer Tipo [CEA]
funcionalizado | de la almohadilla ensayo de NC
de conjugado
AuNT785@Apt acido boérico PBS 1x + BSA PBS 1x, Tween-20 80HP 0-10
@20PEG+ 50 mM pH 8, BSA 0.01% “/iv 0.25% /v, sacarosa pg/mL
25MPA 0.5 % "I\, PVP 10% Y/vy BSA 0,1%
AuNT785@Apt | (PM: 40 kDa) 0,5 Wiy
@20PEG+ % YIvy Tween-20
50MPA 1% iy
AuNT785@Apt Buffer 1x diluido | - NasPOs4 20 mM | Tris-HCI 50 mM pH 9, | 120HP 0-1800
@dATP del buffer 20x pH:7, BSA al 5% | NaCl 100 mM vy ng/mL
(Tris 1M pH 8, “/y, sacarosa al | MgCl2 50 mM
Triton X-100 5%, | 10% “/v y Tween-
NaCl 0.15M) 20 al 0.25% /v
AuNT1100@Apt | - Acido bérico 50 | - Agua ultrapura - Tris-HCI 50 mM pH | 80HP 0-1800
@dATP mM pH 8, BSA |- HEPES 10 mM | 9, NaCl 100 mM vy y ng/mL
0,5% Y\, PVP |pH: 7.4, BSA al | MgCl2 50 mM 120HP
(PM:40000)0,5% | 0.1 % %/vy Tween- | - PBS 10 X (pH 7),
Wy y | 20 al 0.1% “/v BSA 05% Y\ vy
Tween-20 1% /v | - NasPOs4 20 mM | Tween-20 1% V/v
AUNT1100@Apt | _ Byffer 1x diluido | pH:7, BSA al 5%
@PEG-COOH | g puffer 20x (Tris | ¥\, sacarosa al
1M pH 8, Triton X- | 10% Y/ y Tween-
100 5%, NaCl | 20 al 0.25% /v
0.15M)

4.2.6.1 Tiras LFA preparadas en el laboratorio QNano+
e Preparacion de los elementos de reconocimiento

Para la linea de ensayo, se mezclaron 150 L de estreptavidina 1 mg/mL con 150 pL de
PBS 1x, esta mezcla se colocé en una jeringa de plastico de 1 mL con un diametro de
4.78 mm. Mientras que para la linea control se anadieron en un microtubo 150 uL de
estreptavidina 1 mg/mL, 7.5 uL del aptamero complementario 200 uM, 30 pL de buffer
PBS 10x y 107.5 pyL de agua ultrapura, y esta mezcla se incubd bajo agitacion a
temperatura ambiente durante 1 hora.

e Configuracion de los parametros del equipo del dispensador de flujo lateral

Se considero el volumen muerto para preparar la cantidad necesaria para depositar las
soluciones en la linea de ensayo y en la linea control. El valor del flujo para depositar
fue 0.263 mL/min y el voltaje empleado fue 6.0 V. También se selecciond el tipo de
jeringa BD plastic 1 mL. En la Figura 14 se observa el quipo empleado para depositar
los elementos de reconocimiento de la tira.
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Figura 14. Dispensador de flujo lateral del laboratorio QNano+.

e Pretratamiento de la almohadilla del conjugado

La almohadilla del conjugado se pretraté en acido bérico 50 mM pH 8, BSA 0.5 % ¥/,
PVP (PM: 40 kDa) 0,5 % /v y Tween-20 1% “/.. Se colocé la almohadilla en el buffer
mencionado durante 15 min y luego se retird para secarlo a 37 °C durante toda una
noche.

e Ensamblaje de tiras LFA
En la lamina de soporte, se coloco la tira de NC en la posicidn que se muestra en la
Figura 15, luego se retir el sticker de la parte inferior para colocar la almohadilla del
conjugado. La almohadilla del conjugado debe estar por encima de 2 mm de la tira de
NC. ElI mismo procedimiento se realiza para la almohadilla absorbente. Finalmente, se
cortan las tiras con un ancho de 4 mm con una cortadora de papel.

Almohadilla absorbente

Almohadilla conjugado

Figura 15. Ensamblaje de la tira LFA

4.2.6.2 Tiras LFA preparadas en el laboratorio Bionanosurf

Se evaluaron distintas condiciones con las tiras preparadas en el laboratorio Bionanosurf
con el fin de optimizar el ensayo LFA.

4.2.6.2.1 Evaluacién de parametros para la preparacion de tiras

e Concentracion de la linea control: aptamero complementario -
estreptavidina
Preparacion de la linea control: se mezclé estreptavidina 1 mg/mL, hebra
complementaria del aptamero 200 uM y buffer PBS 1x.

e Determinacién de la concentracion de estreptavidina y AptC +
estreptavidina
Se tomaron 2 pL de la muestra y se colocaron en la microplaca con la lectora de 820
nm y de camino 6ptico 0,052 cm.
Blanco: PBS 1xpH 7,4
Muestra: estreptavidina y estreptavidina + hebra complementaria del aptamero
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Se determind con el valor de la absorbancia a 280 nm.
e Pretratamiento de la almohadilla de conjugado
La almohadilla de conjugado se sumergio en el buffer seleccionado durante 15 minutos
y luego se dejo secando a 37 °C por 1 hora.
Lista de buffers utilizados:
_ Acido bérico 50 mM pH 8, BSA 0,5% “., PVP (PM: 40 000) 0,5% “/ y
Tween-20 1% “/y
_ Buffer 1x diluido del buffer 20x (Tris 1M pH 8, Triton X-100 5%, NaCl 0.15M)
e Tipo de nitrocelulosa
Se probaron dos tipos de nitrocelulosa: HP80 y HP120.

e Ensamblaje de las tiras LFA

Se ensamblaron todos los componentes de las tiras como se explicé anteriormente. En
la Figura 16 se muestra el dispensador de flujo lateral empleado para la preparacion de
las tiras LFA. Después, se uso una cortadora automatica para obtener tiras con la misma
medida.

Figura 16. Dispensador automatico de flujo lateral del laboratorio Bionanosurf.

4.2.6.3 Evaluacion del nanoaptasensor en las tiras LFA
e Medio del sensor

Tras la funcionalizacion de los nanotridngulos con el aptamero y los agentes de relleno,
se probd a resuspender estos nanoaptasensores en distintos medios y analizar su
influencia al interaccionar con las tiras de flujo lateral:

- Agua ultrapura

- HEPES 10 mM pH: 7.4, BSA al 0.1 % Y/v y Tween-20 al 0.1% "/v

- NasP0O420 mM pH:7, BSA al 5% "/, sacarosa al 10% "/, y Tween-20 al 0.25% "/,

e Buffer de corrida (running buffer)

Se analizaron diversos running buffer buscando una mejor eficiencia de la retencion de
las nanoparticulas sobre la membrana:

- Tris-HCI 50 mM pH 9, NaCl 100 mM y MgCl, 50 mM
-PBS 10 X (pH 7), BSA 0.5% “/, y Tween-20 1% "/,
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4.2.7 Deteccion de CEA

La deteccion de CEA se evalud por espectroscopia UV-Vis-NIR, y posteriormente se
evaluoé mediante LFA. Esta ultima técnica se estudio por colorimetria y SERS. Primero,
se evaluaron concentraciones altas de CEA en el rango de pg/mL y luego se disminuyo
para llegar al rango de interés a ng/mL.

4.2.71 Espectroscopia UV-Vis-NIR en soluciéon

Primero se estudid la estabilidad del nanoaptasensor de AuNT785@PEG@Apt,
consistid en mezclar 150 yL del nanoaptasensor y 150 uL del medio a evaluar para
incubarlos a 37 °C durante 1 h. Los medios del ensayo evaluados fueron buffer Tris 1x,
buffer PBS 1x, buffer PBS 1x + BSA 0.01% “/vy PBS 1x + BSA 0.1% “/,. Los espectros
fueron adquiridos mediante espectroscopia UV-Vis-NIR.

Para las pruebas iniciales de deteccion de CEA con los nanoaptasensores
AuNT785@PEG@Apt y AUNT785@Apt@PEG/MPA, se considero el medio del ensayo
de acuerdo al resultado de la prueba de estabilidad de AuNT785@PEG@Apt. Se
mezclaron 200 pL del sensor y 200 uL de CEA (solucion de CEA preparada en PBS 1x
+ BSA 0.01%). La mezcla del ensayo se dejo incubando a 37 °C por 1 hora. Luego de
la incubacion se midié el espectro de extincién de los 400 pL de la mezcla sin diluir por
espectroscopia UV-Vis-NIR. Las concentraciones probadas en los ensayos fueron
0 pg/mL, 5 pyg/mL y 10 pg/mL.

En el caso de las pruebas con el nanoaptasensor AUNT785@Apt@dATP, se mezclaron
20 pL del nanoaptasensor resuspendido en el buffer NasPO4 20 mM pH 7, BSA 5% Y/,
sacarosa 10% “/v y Tween-20 0.25% "/v y 80 uL de CEA preparadas en Tris-HCI 20 mM
pH 7.4, NaCl 100 mM y MgCl, 5 mM. Se incubd la mezcla durante 30 minutos y luego
midié en la lectora de microplacas. Las concentraciones evaluadas fueron 0, 18, 45, 90,
180 y 1800 ng/mL.

4.2.7.2 Deteccion de CEA mediante pruebas de LFA

4.2.7.2.1 Colorimétrica
e Pruebas preliminares

La medicién del ensayo por flujo lateral consistié en combinar 100 uL de la mezcla del
ensayo mencionado en el subapartado anterior y 100 uL del running buffer. El running
buffer contiene PBS 1x, Tween-20 0.25% "/, sacarosa 10% “/v y BSA 0,1% /.. La
mezcla se midié por espectroscopia UV-Vis-NIR antes de correr la cromatografia por las
tiras LFA. Después, la tira LFA se colocd en el microtubo que contiene la mezcla del
ensayo y el running buffer, se esperd 10-15 minutos para retirar la tira y observar el
resultado.

e Prueba optimizada

Las diluciones de CEA se prepararon con el running buffer Tris-HCI 20 mM pH 7.4, NaCl
100 mM y MgCl> 5 mM. Se tomaron 20 L del sensor resuspendidos en el buffer del
medio (NasPO4 20 mM pH 7, BSA 5% "/, sacarosa 10% “/. y Tween-20 0.25% /\) y
80 pL de CEA a distintas concentraciones. Con ayuda de la micropipeta se homogenizo
la mezcla en una microplaca y se dejo incubando durante 30 min a 25 °C bajo agitacion
constante. Una vez culminada la incubacién, se midid en una lectora de microplacas
para registrar las absorbancias a distintas longitudes de onda. Por ultimo, se colocaron
las tiras LFA en cada pocillo y se esperd 10 min para terminar la corrida. Se retiraron las
almohadillas del conjugado y se procedié a tomar una fotografia de cada tira en una caja
negra (Figura 17). Una vez finalizada la toma fotografica, se procedié a analizar las fotos
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por ImagedJ para cuantificar la cantidad de pixeles en la linea de ensayo. Para el analisis
por Imaged se midio el area la zona de la linea de ensayo.

Figura 17. Caja negra optimizada disefiada en el laboratorio QNano+.

4.2.7.2.2 SERS

La deteccion por espectroscopia Raman se realizé luego del ensayo LFA. Se esperé a
que las tiras estuvieran completamente secas para proceder con las mediciones. Se
colocaron las tiras en el soporte del microscopio acoplado al laser, y luego se irradié en
3 regiones de la linea de ensayo. Se midieron Los espectros fueron adquiridos a 50 s
de irradiacion, 5 acumulaciones, y 30 mW de potencia del laser.

4.2.8 Analisis multivariable

Los espectros Raman fueron analizados por PLS se utilizé el software SOLO
(Eigenvector Research, Inc.) con un preprocesamiento de sustraccion de linea base por
minimos cuadrados ponderados (orden 2), suavizado (Savitzky-Golay, 2° orden,
15 puntos), y normalizados utilizando la correccion de dispersién multiplicativa (basada
en la media) y tratado con ponderacién de minimos cuadrados generalizados (GLSW
a=0.02).
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5. Resultados y discusion

5.1 Sintesis y caracterizacion de AuNTs

5.1.1 AuNTs de Anax = 785 nm (AuNT785)

La sintesis de AuNT785 se basa en la reduccién de la sal de oro mediante el agente
reductor tiosulfato de sodio, que a su vez actia como estabilizante. De acuerdo a lo
reportado por Pelaz et al.*, el crecimiento de las AuUNTs785 sigue la reaccion 1.

8AU3* +3S,03% + 15H,0 < 8AU° + 6S0O42 + 30H* (Reaccion 1)

En la Figura 18 se muestra la caracterizacion de los AuNTs785 por espectroscopia
UV-Vis-NIR, en la cual se observan las bandas plasménicas a Amax = 540 £ 5 nm y
Amax = 785 £ 30 nm, que corresponden a las nanoparticulas esféricas que se forman
como subproductos, y las nanoparticulas triangulares, respectivamente. La micrografia
TEM de la Figura 17 corrobora la geometria de los AuNTs785. De acuerdo al protocolo
adaptado por Hernandez et al.*® en el laboratorio, la banda plasmonica de los AUNTs785
se centra en Amax = 785 nm £ 30 nm. También se determind la proporcion adecuada de
la extincidn correspondiente a los nanotriangulos respecto a las nanoesferas, la cual fue
1.5 veces mayor, Arg nm/Ass0 nm > 1.5, esto indica que la presencia del producto
secundario de nanoesferas estaba en baja proporcion.

Figura 18. Espectro de extincion de UV-Vis-NIR de los AuUNTs de Amax 786 nm e imagen TEM de
los AuNTs785 sintetizados.

26



5.1.2 AuNTs de Amax= 1100 nm (AuNT1100)

Los AuNTs1100 desarrollados por el método del laboratorio del grupo Bionanosurf, se
utilizaron para la optimizacién de condiciones de la preparacién de tiras LFA, cuyos
resultados se mostraran posteriormente. Estas nanoestructuras mostraron tener bandas
plasmédnicas centradas entre 1050 y 1200 nm. De manera similar a la sintesis de AuNTs
de Amax 785 nm, también se obtienen nanoesferas como subproductos del proceso. La
separacion de los subproductos se llevé a cabo mediante un procedimiento desarrollado
en el grupo Bionanosurf con la modificacion con glutation (GSH), antes de la
funcionalizaciéon con el aptamero. Tal como se observa en la Figura 19, luego de la
purificacién la banda plasmoénica de las nanoesferas desaparece, mientras que la banda
plasmédnica de los nanotriangulos se desplaza hacia longitudes de onda mas bajas y el
valor de la extincién disminuye, lo cual indica la disminucion de nanotriangulos mas
grandes y el cambio en el entorno por la modificacién con GSH.
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Figura 19. Espectros UV-Vis-NIR de AuNTs de 1100 nm preparados con el método del grupo
Bionanosurf (entidad asociada INMA, Zaragoza, Espafia), antes (linea negra) y después (linea
roja) de la funcionalizacién con glutation (GSH).

5.2 Pretratamiento del aptamero

El aptamero horquilla seleccionado en el desarrollo del nanoaptasensor contiene un
grupo tiol en el extremo 5' de la hebra. Una de las estrategias de funcionalizacién es
aprovechar la fuerte interaccion que se establece entre el oro y el azufre.?” Con el fin de
optimizar la funcionalizacion de los AuNTs785 con el aptamero selectivo de CEA, se
estudiaron diferentes parametros para mejorar la formacion del complejo
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AuNT785@Apt. Cabe mencionar que se utilizd el medio del buffer empleado del
aptamero-horquilla del trabajo reportado por Wen et al.??

Primero se estudié el efecto del pretratamiento del aptamero, tanto térmico como
quimico. El pretratamiento térmico ayuda a abrir la estructura del aptamero horquilla a
95°Cy asi, al bajar la temperatura, la estructura se vuelve a formar de manera ordenada.
Por otro lado, el pretratamiento quimico con el reactivo clorhidrato de tris(2-carboxietil)
fosfina (TCEP) sirve para romper los posibles puentes disulfuros (R-S-S-R) formados
entre las hebras del aptamero.®3%2% En la Figura 20.a se muestran los resultados de la
funcionalizacion de los AuNTs785 con el aptamero bajo distintos pretratamientos (el
agente de relleno utilizado en este caso fue HS-PEG(8)-COOH). La estabilidad del
nanoaptasensor se ve afectada por el pretratamiento del aptamero, ya que, al no
pretratar el aptamero (ni térmica ni quimicamente), la relaciéon de los nanotriangulos y
nanoesferas decrece. El pretratamiento térmico ayuda a mejorar la estabilidad del
nanoaptasensor, resultado que mejora al combinarlo con el pretratamiento quimico.

Ademas, se estudio el efecto de la proporcion Apt: TCEP para mejorar el pretratamiento
quimico (Figura 20.b), y la cantidad 6ptima de acuerdo a los resultados fue 1:50.
Asimismo, se analizo el efecto de la cantidad de aptamero empleado. En la Figura 20.c
se puede observar que hay una disminucién de la extincion de los nanotriangulos al
utilizar con una mayor cantidad de aptadmero (2 nmol). Este resultado se puede explicar
porque la cantidad de aptamero anadido es proporcional a la cantidad de TCEP y sales
utilizadas en el pretratamiento, lo cual incrementa la fuerza i6nica del medio del
nanoaptasensor dando como resultado la disminuciéon de AuNTs785. Por otro lado, se
realizé una prueba adicional en la que no varié la fuerza idnica y solo cambio la
concentracion del aptamero respecto al de mayor proporcién (2 nmol de aptamero) para
la funcionalizacién de 0.5 y 1 nmol. Tal como se observa en la Figura 20.e, al hacer el
ajuste de la cantidad de sales del buffer, los nanoaptasensores agregan por el
incremento de la fuerza iénica en el medio.

Una menor cantidad de aptamero pretratado no solo permite menor fuerza iénica, sino
que también puede favorecer que todo se una y no haya competencia por la superficie.
Ademas, la funcionalizacion con una menor cantidad podria favorecer posteriormente la
interaccion entre el CEA y el aptdmero, ya que el aptamero tendria mayor espacio para
el cambio de su conformacion y habria menos repulsiones.

Al observar que el nanoaptasensor pierde estabilidad con una mayor cantidad de
aptamero, se evalué la influencia de la concentracion del buffer Tris mas las sales de
Mg*? y Na*' con los nanoaptasensores modificados con 0.5 y 1 nmol de aptamero.
Segun los resultados obtenidos (Figura 20.d) al comparar el efecto de la concentracion
a 0.75x y 1 x del buffer mencionado, se obtuvo que la mejor condicion fue con 0.75x del
buffer. Esto se debe a la disminucién de la fuerza iénica del medio, la cual reduce la
agregacion de los nanoaptasensores.

Las condiciones seleccionadas para los siguientes pruebas de funcionalizacién fueron
pretratar el aptamero quimica y térmicamente, utilizar la proporcién Apt:TCEP 1:50, y
emplear 0.5, 1 y 2 nmol de aptamero con 0.75x del buffer correspondiente.
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Figura 20. Espectros UV-Vis-NIR de los AuNTs785 modificados con el aptamero de CEA bajo
distintas condiciones. a) Pretratamiento de aptamero b) Pretratamiento quimico variando la
relacion Apt:TCEP c) Cantidad de aptamero d) Influencia de la concentracion de buffer
e) Fotografias de los nanoaptasensores funcionalizados con 2, 1 y 0.5 nmol de aptamero con la
misma cantidad de buffer respecto a la funcionalizacién con 2 nmol. Los agentes de relleno son
PEG-OMe y MPA.
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5.3 Funcionalizacion de AuNTs785 con el aptamero de CEA y distintos agentes
de relleno

Una vez seleccionados los parametros para el pretratamiento del aptamero, se
estudiaron distintas estrategias de funcionalizacion con el fin de obtener un
nanoaptasensor estable y que permita la deteccién de CEA en el rango de ng/mL. Se
probaron distintos agentes de relleno, algunos con grupos tiol como polietilenglicol
(PEG) tiolado con dos grupos funcionales terminales diferentes (HS-PEG(8)-COOH y
HS-PEG(7)-OMe) y acido 3-mercaptopropionico (MPA) para aprovechar la interaccion
oro-azufre. También se probé dATP como agente de relleno, el cual exhibe una
adsorcion fuerte hacia la superficie de las nanoparticulas de oro, y actia como un buen
agente estabilizante. Ademas, el dATP logra una funcionalizacién mas rapida que las
estrategias convencionales,*?*' siendo una buena alternativa como agente de bloqueo.
El tiempo y la estabilidad en la funcionalizaciéon fue distinto para cada tipo de
funcionalizacién. A continuacion, se describen cada una de las estrategias empleadas.

5.3.1 Funcionalizacion de AUNT785@PEG-COOH/PEG-OMe@A pt

En primer lugar, la funcionalizacion de AuNT785@PEG@Apt se desarrolld
funcionalizando primero con el agente de relleno (30 nmol) y luego con el aptamero (0.5,
1 y 2 nmol). En este ensayo se probaron dos tipos de PEG como se menciono
anteriormente, uno con un grupo carboxilo terminal (PEG-COOQOH) y otro con un grupo
metoxi (PEG-OMe). Al comparar los dos tipos de PEG (Figura 21), se observé que al
utilizar el PEG-COOH parte de las nanoparticulas quedaban adheridas a la pared del
microtubo durante el proceso de funcionalizacién. Esto se debe a que el grupo carboxilo
se encuentra cargado negativamente (PEG-COOQO") por el pH mayor a 7 del medio de la
funcionalizacién, lo cual genera que haya interacciones electrostaticas con las paredes
de los microtubos. En cambio, al emplear PEG-OMe, no habia nanoparticulas adheridas
en el microtubo porque el grupo terminal no exhibe una carga. Asi, al modificar con
PEG-OMe, se evito la pérdida de nanotriangulos manteniéndose una mayor proporcion
de nanotriangulos respecto a las nanoesferas. Ademas, al analizar la banda plasmodnica
de los AuNTs785, se vio un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores de 785
nm, lo que indica un cambio en el entorno de las nanoestructuras, indicativo de una
buena funcionalizacién.

Ademas, se evalud la funcionalizacion con distintas cantidades de aptamero (0.5, 1y 2
nmol) para comparar los resultados con los dos tipos de PEG. En todos los casos, los
nanoaptasensores exhiben una mayor estabilidad con el PEG-OMe, lo cual va acorde a
lo observado en el proceso de funcionalizacién, ya que no se observan que las
nanoestructuras estén adheridas a la superficie del microtubo. Por los resultados
obtenidos, se eligié el HS-PEG-OMe como agente de relleno por su mayor estabilidad.
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Figura 21. Espectros UV-Vis-NIR de los nanoaptasensores modificados con distintas cantidades
de aptamero (0.5, 1y 2 nmol) y dos tipos de PEG: PEG-OMe y PEG-COOH. Los nanotriangulos
empleados corresponden a los AuNTs785.

5.3.1.1 Ensayo de estabilidad

Se evalud la estabilidad del sensor en distintos medios para seleccionar el medio para
los ensayos de deteccion de CEA. Los medios evaluados fueron:

e Buffer Tris 1x mas sales de Mg?* y Na*
e Buffer PBS 1x

e Buffer PBS 1x + BSA 0,01% “/y

e Buffer PBS 1x + BSA 0.1% Y/

En la Figura 20 se muestran los espectros de extincion de los AuNTs785 recién
sintetizados, los nanoaptasensores de AuNT785@PEG@Apt medidos en agua
ultrapura (curva negra, Figura 22) y en distintos buffers. El nanoaptasensor empleado
para la evaluacién de estabilidad fue AuNT785@Apt 1 nmol@PEG-COOH con
aptamero pretratado térmicamente sin TCEP. Este nanoaptasensor agregé mas en el
medio de Tris 1x y PBS 1x, ya que la banda plasmoénica de los AuNTs se observa muy
ancha y la extincidon disminuye a comparacion del nanoaptasensor en agua ultrapura
(curva negra, Figura 22). En cambio, los nanoaptasensores en el medio de PBS 1x y
BSA 0.01% “/, y PBS 1x y BSA 0.1% “/v se mantuvieron estables y se observaron
menos agregados.
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Figura 22. Prueba de estabilidad de AuNT@PEG@Apt. Espectros UV-Vis-NIR del
nanoaptasensor (AuNT785 modificado con 30 nmol de PEG-OMe y 1 nmol de aptamero) en
distintos medios.

Se obtuvieron nanoaptasensores de AUNT785@PEG@Apt estables en el medio de PBS
1xy BSA 0.01%, por lo que se continud con algunos ensayos preliminares de CEA para
poder evaluar la idoneidad del sensor.

5.3.1.2 Ensayos preliminares con CEA en solucién

En este ensayo se uso6 el nanoaptasensor AUNT785@PEG@Apt resuspendido en agua
ultrapura y el ensayo de deteccion de CEA se llevé a cabo en el buffer PBS 1x y BSA
0.01% el mismo medio en el que se prepararon las soluciones de CEA. Se evalud la
deteccién de CEA a 10 pg/mL con los nanoaptasensores funcionalizados con 0.5 y 1
nmol de aptamero (Figura 23). De acuerdo a la grafica, se puede observar que no hay
diferencias en la extinciéon con el nanoaptasensor funcionalizado con 0.5 nmol. En
cambio, con el nanoaptasensor modificado con 1 nmol de aptamero se pueden observar
ligeras diferencias entre la presencia y ausencia de CEA. A partir de esta informacion,
se decidié cambiar el orden de funcionalizacién, pasando a afadir primero el aptamero
y luego el agente de relleno. De esta forma se buscé aumentar la eficiencia de
funcionalizacién con el aptamero para maximizar las diferencias.
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Figura 23. Espectros UV-Vis-NIR del ensayo de deteccion de CEA a 0 y 10 ug/mL con el
nanoaptasensor (AuNT785 modificado con PEG-OMe y el aptamero de CEA).

5.3.2 Funcionalizacién de AUNT785@Apt@PEG-OMe/MPA

En esta estrategia se probé a funcionalizar, primero, con el aptamero seleccionado, de
tal forma que se asegure la completa interaccion del aptdmero empleado en la
bioconjugacion, y luego con dos agentes de relleno en simultdneo. Se selecciond
trabajar la funcionalizacion con PEG-OMe como uno de los agentes de relleno por la
estabilidad que mostrd en la bioconjugacién respecto al PEG-COOH en los resultados
anteriores. También, a la vez, se us6 MPA, el cual ayuda a la estabilizacion de los
AuNTs785, y al ser una molécula pequefa, puede resultar beneficioso para la deteccion
porque permite que el aptamero horquilla cambie su conformacion sin impedimento
estérico. En la Figura 24 se puede observar los espectros de extincion de
AuNT785@Apt@PEG-OMe/MPA. Al igual que el nanoaptasensor de
AuNT785@PEG@APpt, hay un desplazamiento de la banda plasmonica de los
AuNTs785 hacia longitudes de onda mayores de 785 nm, lo cual confirma la correcta
modificacion. Al comparar este resultado con el obtenido utilizando unicamente MPA
como agente de relleno, se puede observar que hubo una pérdida de la cantidad de
nanotriangulos y la agregacion de estos. Este resultado no es favorable para los
ensayos de deteccidn, porque se busca un nanoaptasensor estable, y monitorear la
banda plasmoénica de los AuNTs785 mediante espectroscopia UV-Vis-NIR, ademas de
asegurar la corrida del nanoaptasensor durante el ensayo de deteccién al usar las tiras
de flujo lateral.
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Figura 24. Espectros UV-Vis-NIR de AuNT, AUNT@Apt@MPA y AuNT@Apt@PEG-OMe/MPA.
Las nanoestructuras corresponden a AuNT785.

Se estudié el efecto de la cantidad de cada agente de relleno para evaluar cual de los
nanoaptasensores era mas efectivo para la deteccion de CEA. Las cantidades que se
probaron fueron:

- AuNT785@Apt@20PEG-OMe+25MPA (a) con 20 nmol de PEG-OMe y 25 nmol
de MPA

- AuNT785@Apt@20PEG-OMe+50MPA (b) con 20 nmol de PEG-OMe y 50 nmol
de MPA.

En la Figura 25 se muestran los espectros UV-Vis-NIR de ambos tipos de
nanoaptasensores. El resultado fue que el aumento de la cantidad de MPA redujo la
estabilidad como se observa por la disminucion de la extincion de la longitud de onda
maxima y una diferencia de la Amax de los AuNTs785 modificados. Esto podria ocurrir
porque al ser el MPA una molécula pequefia que no estabiliza tan bien la superficie, ello
llevaria a una desestabilizacion si se desplaza al PEG-OMe en la bioconjugacion.
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Figura 25. Espectros UV-Vis-NIR de AuNTs y la funcionalizacién con distintas cantidades de
agente de relleno (PEG-OMe y MPA). AuUNT@Apt@PEG/MPA (a) corresponde a 25 nmol de
MPA y 20 nmol de PEG-OMe y AUNT@ApPt@PEG/MPA (b) corresponde a 50 nmol de MPA y 20
nmol de PEG-OMe. Las nanoestructuras corresponden a AUNTs785.

5.3.2.1 Ensayos preliminares con CEA en solucién

Los nanoaptasensores preparados fueron resuspendidos en agua ultrapura y las
soluciones de CEA se prepararon con buffer PBS 1x + BSA 0.01% al igual que los
ensayos preliminares con el nanoaptasensor de AUNT785@PEG@Apt. En la Figura 26
se muestran los espectros UV-Vis-NIR de los ensayos de detecciéon con los
nanoaptasensores (a) y (b) descritos en el subapartado anterior en presencia y ausencia
de CEA. Si bien la estabilidad del AUNT785@Apt@20PEG+25MPA (a) es menor que el
AUNT785@Apt@20PEG-OMe+50MPA (b) por la cantidad de agente de relleno, los
resultados del ensayo de deteccion de CEA indican que en ambos hay una ligera
diferencia en la extincion entre la presencia y ausencia de CEA a distintas
concentraciones en el rango de ug/mL. Al no encontrar diferencias significativas, ambos
tipos de sistemas fueron posteriormente evaluados en las pruebas de deteccion de CEA
mediante LFA.
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Figura 26. Espectros UV-Vis-NIR del ensayo de deteccion de CEA con dos nanoaptasensores:
(a) AUNT@ApPt@PEG 20 nmol@MPA 25 nmol y (b) AUNT@Apt@PEG 20 nmol@MPA 50 nmol
de MPA. Las nanoparticulas corresponden a AuNT785.

5.3.3 Funcionalizacion de AUNT785@Apt@dATP

Se ha reportado que el uso del dATP en la funcionalizacién de nanoparticulas ayuda a
mantener la estructura horquilla del aptamero, haciendo que la biotina esté mas cercana
a la superficie de las nanoparticulas.*® En este caso, se siguio un protocolo descrito en
la bibliografia que disminuia el tiempo de preparacién con respecto a las pruebas
anteriores.*® Se decidié probar la funcionalizacion con una menor cantidad de aptamero
(Figura 27) con el fin de mejorar la interaccion con el biomarcador de CEA, y asi reducir
el rango de deteccion de ug/mL a ng/mL. EI dATP demostré ser un buen agente de
relleno ya que, a pesar de probar cantidades mas bajas de aptamero, el nanoaptasensor
resultd ser estable en el medio recomendado (Na:POs 20 mM pH 7, BSA 5% Y/,
sacarosa 10% “/v y Tween-20 0.25% "/v).
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Figura 27. Espectros UV-Vis-NIR de los nanoaptasensores de AuNT785 funcionalizados con
distintas cantidades de aptamero, y dATP como agente de relleno. Los espectros fueron
normalizados a A= 450 nm.

5.3.3.1 Deteccion mediante espectroscopia UV-Vis-NIR

Se usé el nanoaptasensor AuNT785@Apt@dATP modificado con 0.068 nmol de
aptamero resuspendido en NasPOs 20 mM pH 7, BSA 5% “/\, sacarosa 10% "/, y
Tween-20 al 0.25% Y/v. Para el ensayo de deteccion de CEA, las diluciones de CEA se
prepararon en un nuevo medio, se usé un nuevo buffer de Tris-HCI 20 mM pH 7.4, NaCl
100 mM y MgCl. 5 mM recomendado en la literatura.*? Se incubé el nanoaptasensor con
las diluciones de CEA durante 30 min bajo agitacién mecanica. Dado el volumen total
de la mezcla incubada (100 yL), se optdé por medir en microplacas para monitorear los
cambios en la absorbancia. Ademas, este mismo ensayo se emple6 posteriormente para
las pruebas LFA. En la Figura 28 se muestran los valores de absorbancia de numero de
ensayo evaluado con distintos lotes de nanotriangulos preparados en diferentes fechas.
Si bien las diferencias de la extinciéon a 820 nm no son tan significativas, en todos los
ensayos se puede observar un aumento de la sefial en presencia de CEA por encima
de 45 ng/mL.
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Figura 28. Ensayo Optico de deteccion de CEA a 820 nm del nanoaptasensor
AuNT785@Apt 0.068 nmol@dATP con distintas concentraciones de CEA (0, 18, 45, 90, 180 y
1800 ng/mL). Cada numero de ensayo se realiz6 con distintos lotes de nanotriangulos en
diferentes fechas.

En la Tabla 9 se resume las condiciones finales evaluadas para cada tipo de
nanoaptasensor en las pruebas de deteccion de CEA en solucién. Al cambiar los
agentes de relleno tiolados por el dATP, fue posible reducir la cantidad de aptdamero en
la funcionalizacién. El rango de deteccion de CEA 0-10 upg/mL fue evaluado con
AuNT785@PEG-OMe@Apt, AuNT785@Apt@20PEG-OMe+25MPA y
AuNT785@Apt@20PEG-OMe+50MPA, de los cuales solo los dos ultimos mostraron
ligeras diferencias entre la presencia y ausencia de CEA. En cambio, con el
nanoaptasensor AUNT785@Apt@dATP fue posible reducir el rango de detecciéon de
CEA, por lo que se evaluaron concentraciones en el rango 0-1800 ng/mL.

Tabla 9. Condiciones finales evaluadas para cada tipo de funcionalizacién con los AUNT785

AuNT785 funcionalizado [Apt] nmol Medio del sensor [CEA]
AuNT785@PEG-OMe@Apt 05y 1 )
AUNT785@Apt@20PEG-OMe+25MPA | 0.5y 1 | oo X+ BSA00TA | 010
AuNT785@Apt@20PEG-OMe+50MPA 0.5 v H9
NasPQO4 20 mM pH:7,

BSA al 5% %/,
AuNT785@Apt@dATP 0.068 sacarosa al 10% “/vy
Tween-20 al 0.25% /v

0-1800
ng/mL

5.4  Optimizacion de la preparacion de tiras LFA

A continuacién, se describiran las pruebas que corresponden al trabajo realizado en el
grupo Bionanosurf (entidad asociada al Instituto de Nanomateriales de Aragon,
Zaragoza, Espafa). Se eligio trabajar con nanotriangulos de Amax 1100 nm debido a la
experiencia del grupo en el desarrollo de dispositivos LFA con ese tamafo de
nanoparticulas.
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5.4.1 Funcionalizacion de AuNTs1100 para la evaluacidén de las tiras LFA

Los AuNTs de Amax = 1100 nm fueron funcionalizados con aptamero y dATP, tal y como
se optimizo con los AuNT de Anax 785 nm, estos se resuspendieron en el buffer NasPO4
20 mM pH 7, BSA 5% %/, sacarosa 10% %/, y Tween-20 0.25% V'/.. También se
caracterizaron mediante espectroscopia UV-Vis-NIR (Figura 29.a) y se comprobé su
funcionalizacion por el desplazamiento de la longitud de onda. Ademas, se realiz6 una
prueba preliminar de LFA (Figura 29.b) de estas nanoparticulas modificadas con el
aptamero-horquilla en ausencia de CEA, se observé que al usar las nanoestructuras con
GSH, que tanto la linea de ensayo como la linea de control no se marcaron. Esto podria
deberse a que al estar los AuNTs1100 recubiertos con GSH, no se haya logrado la
modificacion con el aptamero por no haber superficie disponible para la formacion de
enlace oro-azufre. Por ello, se continud las pruebas posteriores con nanoaptasensores
sin GSH.

Figura 29. Espectros UV-Vis-NIR de AuNT@Apt 0.032 nmol@dATP y AuNT@Apt 0.068
nmol@dATP. b) Ensayo LFA en ausencia de CEA de los nanoaptasensores (AUNT@APt@dJATP
y AUNT@GSH@JATP) funcionalizados con 0.034 nmol (a) y 0.068 nmol (b) de aptamero. Las
nanoparticulas corresponden a AuNT1100. Se utilizaron membranas HP120 con una almohadilla
de conjugado pretratado con buffer Tris (Tris 1 M pH 8, Triton X-100 5%, NaCl 0.15 M). LC: AptC+
Strept 1 mg/mL; LT: Strept 1,256 mg/mL y running buffer Tris 50 mM pH 9 + NaCl 100 mM +
MgCl> 50 mM.

Las pruebas para la optimizacion de la preparacion del dispositivo LFA se llevaron a
cabo utilizando los AuNTs de Amax 1100 nm funcionalizados con el aptamero
seleccionado. Se probaron algunos agentes de relleno anteriores como dATP vy
HS-PEG(8)-COOH. En este contexto, las pruebas preliminares de optimizacion se
llevaron a cabo en ausencia de CEA con el objetivo de determinar las condiciones
adecuadas en las que la sefial de la linea de ensayo fuera menos pronunciada. Esto se
debe a que, como se mostrara en las siguientes graficas, se observd que la linea de
ensayo se marca en ausencia de CEA, posiblemente debido a la apertura del aptamero-
horquilla, exponiendo la biotina que se une a la estreptavidina en la linea de ensayo.
Ademas, se controlaron algunos parametros, como una corrida limpia para evitar que el
nanoaptasensor quede agregado en la almohadilla de conjugado. También se aseguré
que tanto la linea de ensayo como la de control mostraran lineas definidas, sin
dispersién, para asi asegurar un mejor analisis de deteccion del biomarcador. A
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continuacion, se muestran los resultados mas influyentes en la optimizacién llevada a
cabo.

5.4.2 Pretratamiento de la almohadilla de conjugado

Una de las funciones principales de la almohadilla de conjugado es proporcionar la
adecuada interaccién entre el nanoaptasensor y el antigeno. Se debe procurar que el
nanoaptasensor no quede retenido en esta seccion, ya que el flujo debe continuar hasta
la almohadilla absorbente.' De acuerdo a la literatura,*® se recomienda el uso de ciertos
tipos de buffer para el pretratamiento de la almohadilla de conjugado. Para analizar la
influencia del pretratamiento, se probaron distintas opciones, tales como:

- No pretratar la almohadilla

- Pretratamiento con buffer de acido boérico (acido bérico 50 mM pH 8, BSA 0,5%,
PVP 40 kDa 0,5% y Tween-20 1%)

- Pretratamiento con buffer Tris (Tris 1 M pH 8, Triton X-100 5% y NaCl 0.15 M).

Dado los resultados (Figura 30), se puede decir que el pretratamiento influye en el flujo
de la corrida del ensayo. La seleccion del buffer de pretratamiento es importante para
asegurar la estabilidad del nanoaptasensor durante los ensayos. Tal y como se muestra
en la Figura 30, al no pretratar la almohadilla de conjugado, las lineas se marcaron de
forma mas tenue, y se observé una mayor agregaciéon de las nanoestructuras y una
mancha esparcida en la tira de nitrocelulosa. Entre los dos buffers seleccionados, el
buffer de Tris mostro ligeras mejoras con respecto al buffer de acido bérico (lineas mas
definidas), por lo que fue el seleccionado como 6ptimo.

Figura 30. Fotografia del estudio del efecto del pretratamiento de la almohadilla de conjugado:
(a) sin pretratar, (b) pretratado con buffer de acido bérico (acido bérico 50 mM pH 8, BSA 0.5%
"/, PVP 40 kDa 0.5% "/, y Tween-20 1% “/,), y (c) pretratado con buffer Tris (Tris 1 M pH 8, Triton
X-100 5%, NaCl 0.15 M). Se utilizaron membranas HP80, LC: AptC+ Strept 1 mg/mL; LT: Strept
1,25 mg/mL y nanoparticulas AUNT@Apt@dATP, y running buffer Tris 50 mM pH 9 + NaCl 100
mM + MgCl, 50 mM.
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5.4.3 Medio del sensor

El medio del sensor determina el pH y la fuerza id6nica adecuada para el
nanoaptasensor, ya que esto influye en su estabilidad, y la interaccién entre en el
aptamero y el biomarcador objetivo.'® Por ello, se exploro la influencia de este factor tras
la funcionalizacién de las nanoparticulas con el aptamero y los agentes de relleno. Se
probé a resuspender estos nanoaptasensores en distintos medios y analizar su
influencia al interaccionar con las tiras de flujo lateral:

- Agua ultrapura
- HEPES 10 mM pH: 7.4, BSA al 0.1 % /v y Tween-20 al 0.1% /v
- NasPO420 mM pH:7, BSA al 5% "/,, sacarosa al 10% "/, y Tween-20 al 0.25% "/,

Se evaluaron los nanoaptasensores de AUNT1100@Apt@PEG funcionalizados con dos
cantidades de aptamero 0.17 (Figura 31, tiras 1, 3, 5y 7) y 1 nmol (Figura 31, tiras 2, 4,
6y 8). Los nanoaptasensores resuspendidos en agua de las tiras 1-4 mostraron sefiales
menos intensas a diferencia de los sensores resuspendidos en buffer (HEPES + BSA +
Tween-20) independientemente de la cantidad de aptamero presente en su superficie,
lo que implica una menor estabilidad debido al medio.

Figura 31. Fotografias de los ensayos realizados para ver la comparacion entre resuspender las
nanoparticulas en agua o en buffer HEPES. Las pruebas fueron realizadas con
AuNT1100@Apt@PEG-COOH (tiras 1, 3, 5 y 7 con nanoparticulas funcionalizadas con 0.17
nmol de aptamero, y las tiras 2, 4, 6 y 8 con nanoparticulas funcionalizadas con 1 nmol de
aptamero). Se utilizaron membranas HP80, LC: AptC+ Strept 0.6 mg/mL; LT: Strept 0.5 mg/mL;
Tratamiento de la almohadilla de conjugado: PVP + BSA + Tween-20. Running buffer: 50 uL Tris
50 mM (pH 9), NaCl 150 mM y MgCl> 300 mM.

Con los resultados mostrados en los ensayos LFA anteriores, se descartd resuspender
el nanoaptasensor en agua porque las nanoparticulas agregaban durante el ensayo y
parte de ellas se quedaban en la almohadilla de conjugado luego de la cromatografia.
Sin embargo, al seguir haciendo pruebas de la estabilidad de las nanoparticulas, se vio
que aquellas en las que el agente de relleno utilizado era dATP como el hanoaptasensor
de AUNT1100@Apt 0.0425 nmol@dATP, también experimentaban algunos problemas
de estabilidad en el buffer HEPES. Por ello, se decidié comparar con otro medio de
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resuspension recomendado en la literatura,* el buffer NasPO4 20 mM pH 7, BSA al 5%
“/v, sacarosa al 10% “/v y Tween-20 al 0.25% /v. Al comparar los resultados obtenidos
con este buffer y el HEPES previamente utilizado, se vieron mejores sefales con el
buffer de fosfato (Figura 32).

Figura 32. Fotografia de los ensayos realizados para ver la comparacion entre resuspender las
nanoparticulas en buffer HEPES o en buffer NasPO4 20 mM pH:7, BSA 5% *“/,, sacarosa 10% “/,
y Tween-20 0.25% Y/,. Se utilizaron membranas HP80, LC: AptC+ Strept 1 mg/mL; LT: Strept
1.25 mg/mL y nanoparticulas AUNT@Apt 0.0425 nmol@dATP. Almohadilla de conjugado sin
pretratar. Running buffer: 50 uL Tris 50 mM (pH 9), NaCl 100 mM 'y MgCl> 50 mM.

Con estos resultados, se decidié escoger el buffer NasPOs 20 mM, BSA al 5% “/,,
sacarosa al 10% "/v y Tween-20 al 0.25% "/, para los ensayos finales, al observarse un
mejor marcaje de las linea control y menor presencia de agregados en la corrida para
todos los tipos de nanoparticulas explorados. Ademas, se observa que al usar un
nanoaptasensor modificado con menor cantidad de aptamero, se logra disminuir la
marca de la linea de ensayo en la prueba en ausencia de CEA.

5.4.4 Running buffer

Otro de los factores importantes en el desarrollo de tiras de flujo lateral es el running
buffer o buffer de corrida, que es el encargado de favorecer el avance de las muestras
(la mezcla del nanoaptasensor en presencia o ausencia del biomarcador) por la
membrana. Este buffer afecta no sélo el flujo del nanoaptasensor, sino a la interaccion
de las nanoestructuras con las especies depositadas en la linea de ensayo y la linea de
control, lo cual impacta directamente, tanto en la selectividad como en la sensibilidad
del ensayo. Por este motivo, se probaron diversos running buffer. En la Figura 33 se
muestran los resultados obtenidos al utilizar AuNT1100@Apt@PEG-COOH con
distintas cantidades de aptamero (0.085, 0.0017, 0.0425 y 0.0213 nmol
respectivamente). Como se puede apreciar en la Figura 33, el buffer de PBS (PBS 10x
pH 9 + BSA al 0.5% + Tween-20 al 1%) no favorecié la interaccion de las
nanoestructuras con las membranas por lo que se descartd, debido a que tanto la linea
de ensayo como la de control no se marcaron. Al comparar los resultados obtenidos al
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utilizar buffer citrato salino-sodico (SSC) (SSC 5x + 5% BSA), se observé que las lineas
de control no se marcaron al probar nanoaptasensores modificados con poca cantidad
de aptamero, solo en la tira 8 (AUNT@Apt 0.085 nmol@PEG-COOH) se vio la marca en
la linea de ensayo y control. Otro punto que se debe mencionar es que la almohadilla
de absorcion muestra que los nanoaptasensores podrian haber agregado, ya que se ve
una mancha oscura en esta ultima seccién de la tira. Por ultimo, se probé el buffer Tris
(Tris 50 mM pH 9 + NaCl 100 mM + MgCl, 50 mM), y fue en este caso en el que se
consiguidé que se marcara la linea de control en todas las membranas, aun con bajas
cantidades de aptamero, obteniéndose una muy baja senal en la linea de ensayo. Por
este motivo, se decidid mantener el buffer de Tris como running buffer.

Figura 33. Fotografias del estudio del efecto del running buffer en las tiras de flujo lateral: a)
buffer PBS (PBS 10x pH 9 + BSA al 0.5% + Tween-20 al 1%), b) buffer SSC (SSC 5x + 5% BSA),
y c) buffer Tris (Tris 50 mM pH 9 + NaCl 100 mM + MgCl> 50 mM). Se utilizaron membranas
HP80, LC: AptC+ Strept 2 mg/mL; LT: Strept 1,25 mg/mL y el nanoaptasensor
AuNT@ApPt@PEG-COOH (8: 0,085 nmol Apt; 9; 0,0017 nmol apt; 10: 0,0425 nmol; 11: 0,0213
nmol Apt). Tratamiento de almohadilla de conjugado: acido bérico 50 mM pH 8, BSA al 0,5%,
PVP 40 kDa al 0,5% y Tween-20 al 1%.

5.4.5 Tipo de nitrocelulosa

Se usaron dos tipos de nitrocelulosa (NC): HP80 y HP120, cuya diferencia es el tamafio
de poro. La nitrocelulosa HP120 tiene un menor tamafo de poro, lo que hace que el flujo
sea menor y el tiempo de contacto entre los nanoaptasensores y la membrana NC
aumente. Este mayor tiempo de contacto favorece una mejor interaccién entre el
nanoaptasensor y la linea de ensayo/linea de control. En la Figura 34 se puede observar
cdmo en los ensayos realizados con la nitrocelulosa HP80 las lineas detectadas son
mas anchas que en los ensayos realizados con la nitrocelulosa HP120, con la que se
obtienen lineas mas definidas y una mejor resolucién. El nanoaptasensor utilizado fue
AuNT@Apt 0.17 nmol@PEG-COOH, una muestra resuspendida en agua y otra en
HEPES, en ambos casos se observa que el mejor resultado es con la nitrocelulosa
HP120. Por ello, se selecciond realizar las pruebas de deteccién de CEA con la NC que
dio mejor resultado.
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Figura 34. Fotografia de los ensayos realizados para ver la comparacion entre las lineas de
ensayo y control utilizando nitrocelulosa HP80 y HP120. LC: AptC+ Strept 0.5 mg/mL; LT: Strept
0.5 mg/mL; Tratamiento de almohadilla de conjugado: PVP + BSA + Tween-20. En ambos casos
se utilizaron AUNT@Apt 0.17 nmol@PEG- COOH (nanoaptasensores resuspendidos en (a) agua
o (b) buffer HEPES). Running buffer: 50 uL de Tris 50 mM (pH 9), NaCl 150 mM y
MgCl> 300 mM.

5.4.5 Deteccion de CEA

Una vez estudiados los parametros descritos, las siguientes pruebas de deteccion de
CEA se trabajaron con las siguientes condiciones:

- Pretratamiento de la almohadilla de conjugado en el buffer Tris (Tris 1 M pH 8,
Triton X-100 5% “/v y NaCl 0.15 M).

- El medio de resuspension del nanoaptasensor fue Na;PO420 mM pH:7, BSA al
5% "YI\, sacarosa al 10% “/v y Tween-20 al 0.25% "/,

- El running buffer seleccionado fue Tris 50 mM pH 9, NaCl 100 mM y MgCl-
50 mM

- La nitrocelulosa seleccionada fue HP120

Tras la optimizacion de los parametros anteriores, se realizaron pruebas preliminares
de la deteccion de CEA para analizar el efecto de este disefio de las tiras LFA en la
interaccion con el biomarcador. Se probé trabajar con el nanoaptasensor modificado con
0.068 nmol de aptamero y el agente de relleno de dATP, por su tiempo reducido durante
la funcionalizacién. Las concentraciones evaluadas de CEA fueron 0, 18, 45, 90 y
180 ng/mL (Figura 35).
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Figura 35. Fotografias de los resultados obtenidos con las tiras de flujo lateral al analizar
AuNT@APt@AdJATRP tras ser incubados con distintas concentraciones de CEA (0, 0.1, 0.25, 0.5 y
1 nM). Se utilizaron membranas HP120 con una almohadilla de conjugado pretratado con buffer
Tris (Tris 1 M pH 8, Triton X-100 5%, NaCl 0.15 M). LC: AptC+ Strept 1 mg/mL;
LT: Strept 1,25 mg/mL y running buffer Tris 50 mM pH 9 + NaCl 100 mM + MgCl, 50 mM.

En vista de los resultados obtenidos, se procedio a repetir los experimentos descritos y
a incluir un mayor numero de réplicas de los distintos tipos de sensores utilizados. Para
minimizar diferencias en las fotografias de las tiras por la distinta exposicién a la luz de
los sensores, enmarcado en el proyecto se disefido una caja negra donde al introducir
las tiras, la caja se pudiera acoplar con un celular de uso comuin a modo de detector.
Cabe mencionar que, en esta etapa de la toma fotografica, aun no se habia realizado la
optimizacién de la caja negra para la medicién, por lo que pudo haber influido en la
irreproducibilidad. Al hacer el analisis cuantitativo por Imaged mediante la determinacién
de la intensidad de las lineas de ensayo, si bien no se obtuvieron resultados lineales, si
se pudieron observar diferencias en las sefales al comparar los ensayos en ausencia y
en presencia de CEA, aunque se ha visto la necesidad de trabajar en mejorar la
reproducibilidad (Figura 36). En todas las réplicas se pueden distinguir concentraciones
de CEA por encima de 18 ng/mL, valor que es aceptable dentro del rango que se quiere
detectar.
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Figura 36. Andlisis de las intensidades de pixeles de la linea de ensayo de diversos ensayos
llevados a cabo utilizando AuNT1100@Apt 0.068 nmol@dATP, en presencia de diferentes
concentraciones de CEA (0, 18, 45, 90 y 180 ng/mL). Cada numero de ensayo se realizd con
distintos lotes de nanotriangulos en diferentes fechas. En todos los casos se utilizaron
membranas HP120, LC: AptC+Strept 1 mg/mL LT: Strept 1 mg/mL Tratamiento de la almohadilla
de conjugado: Tris 0.02 M, Triton X-100 0.25%, NaCl 0.15M y running buffer Tris 20 mM pH: 7.4,
NaCl 100 mM, MgCl> 5 mM.

5.5 Deteccién de CEA por LFA con AuNTs785

A continuacion, se muestran los ensayos de deteccion por LFA de CEA con los
nanoaptasensores preparados en el laboratorio QNano+, en el cual se usaron AuNTs
de Amax 785 nm. La deteccién de CEA mediante LFA se estudié por colorimetria y por
SERS.

5.5.1 Deteccion colorimétrica

Uno de los primeros ensayos de deteccion por LFA fue usando el nanoaptasensor de
AuNT785@Apt@PEG@MPA modificados con 1 nmol de aptéamero y dos distintas
cantidades de agentes de relleno (AUNT785@Apt@PEG@MPA (a) corresponde a
25 nmol de MPA y 20 nmol de PEG-OMe para las tiras 1-3 vy
AuNT785@Apt@PEG@MPA (b) corresponde a 50 nmol de MPA y 20 nmol de
PEG-OMe). Tal como se muestra en la Figura 37, los nanoaptasensor fueron evaluados
con distintas concentraciones de CEA 0 yg/mL (tira 1y 4), 5 pg/mL (tira 2y 5) y 10
pg/mL (tira 3 y 6), al observar las lineas de ensayo, tanto para el nanoaptasensor ay b,
estas se ven marcadas. Sin embargo, en el caso del nanoaptasensor a, se puede
observar una ligera tendencia, en el que la linea de ensayo se ve mas coloreada al tener
mayor concentracioén de CEA.
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Figura 37. Tiras de flujo lateral (de izquierda a derecha) del ensayo del sensor con 0 ug/mL (1y
4), 5 ug/mL (2 y 5) y 10 ug/mL (3 y 6) de CEA. Se usoé el sensor AUNT@Apt@PEG@MPA (a)
corresponde a 25 nmol de MPA y 20 nmol de PEG-OMe para las tiras 1-3 y
AuUNT@ApPt@PEG@MPA (b) corresponde a 50 nmol de MPA y 20 nmol de PEG-OMe para las
tiras 4-6. En todos los casos se utilizaron membranas HP80, LC: AptC+Strept 0.5 mg/mL
LT: Strept 0.5 mg/mL Tratamiento de la almohadilla de conjugado: PVP + BSA + Tween-20.
Running buffer contiene: PBS 1x, Tween-20 0.25% Y/,, sacarosa 10% "/, y BSA 0.1% "/,.

Con el fin de comparar ambos nanoaptasensores, se realizaron al menos 4 réplicas de
los ensayos mostrados anteriormente. Cada uno de los nanoaptasensores fueron
preparados en distintas fechas con el fin de evaluar su reproducibilidad. Se procedié a
analizar las lineas de ensayo de cada una de las tiras, para lo cual se realizé la toma de
fotografias con la caja negra disefiada en el laboratorio. Después se midio la cantidad
de pixeles de las lineas de ensayo (Figura 38), y se observé que el nanoaptasensor (a)
si logra distinguir la presencia de CEA a concentraciones mayores de 5 ug/mL. En
cambio, el nanoaptasensor (b) no distingue la presencia del biomarcador. En todos los
casos con los nanoaptasensores evaluados, los resultados no son reproducibles.
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Figura 38. Anélisis de las intensidades de pixeles de la linea de ensayo de la deteccion de CEA
mediante LFA utilizando dos tipos de nanoaptasensores (AUNT785@Apt@20PEG+25MPA (a)
corresponde  a 25 nmol de MPA v 20 nmol de PEG-OMe 'y
AuNT785@Apt@20PEG-OMe+50MPA (b) corresponde a 50 nmol de MPA y 20 nmol de PEG-
OMe), en presencia de diferentes concentraciones de CEA (0, 5y 10 ug/mL). Cada numero de
ensayo se realizo con distintos lotes de nanotriangulos en diferentes fechas. En todos los casos
se utilizaron membranas HP80, LC: AptC+Strept 0.5 mg/mL, LT: Strept 0.5 mg/mL. Tratamiento
de la almohadilla de conjugado: PVP + BSA + Tween-20. Running buffer contiene: PBS 1Xx,
Tween-20 0.25% v/,, sacarosa 10% “/, y BSA 0.1% "/,.

Posteriormente, se evalu6 mediante LFA el nanoaptasensor AuNT@Apt@dATP
funcionalizado con 0.068 nmol de aptamero. En este caso, se redujo el rango de
concentraciones de CEA de a pg/mL a ng/mL (0,18, 45, 90, 180 y 1800 ng/mL). Se
trabajé con los parametros optimizados de los resultados obtenidos durante la estancia
en el grupo Bionanosurf que habia dado buenos resultados para los AuNTs
Amax 1100 nm. En la Figura 39 se muestra el resultado del ensayo LFA, en el cual se
observa que se logré disminuir el marcaje de la linea de ensayo (tira 1) en ausencia del
biomarcador a comparacion de la presencia de este (tiras 2-6).

Figura 39. Tiras de flujo lateral 1-6 (de izquierda a derecha) del ensayo de deteccién de CEA
(0,18, 45, 90, 180 y 1800 ng/mL) con el nanoaptasensor de AUNT@Apt 0.068 nmol@dATP. En
fodos los casos se utilizaron membranas HP120, LC: AptC+Strept 1 mg/mL, LT: Strept 1 mg/mL.
Tratamiento de la almohadilla de conjugado: Tris 0.02 M, Triton X-100 0.25%, NaCl 0.15M y
running buffer Tris 20 mM pH: 7.4, NaCl 100 mM, MgCl> 5 mM.
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Al observar que los resultados a simple vista distinguen la presencia de CEA, se
realizaron al menos 4 réplicas para evaluar el rango de deteccidon. Cada una de las tiras
fue fotografiada dentro de la caja negra, cabe destacar que esta vez se optimizé el
disefio de la caja en la cual se elimind la interferencia de la luz externa. El analisis
colorimétrico se llevo a cabo mediante el andlisis de las fotografias tomadas utilizando
el software ImagedJ como en las pruebas anteriores. En todos los ensayos de deteccion
(Figura 40), se observo que el nanoaptasensor puede distinguir las concentraciones de
CEA superiores a 90 ng/mL, lo cual se encuentra en el rango adecuado. Sin embargo,
en todas las réplicas se observa una disminucién de la intensidad de pixeles para la
concentracién de 1800 ng/mL, esto podria deberse a la saturacion en la formacion del
complejo aptamero-CEA que conlleva a que el flujo del nanoaptasensor no sea completa
porque podria formarse aglomerados. Este método funciona adecuadamente para las
pruebas de deteccion en las que se busca detectar la presencia de CEA en la muestra.

70000.00
60000.00
@ [CEA]
< 50000.00
:51 m(0 ng/mL
9 40000.00 =18 ng/mL
©
T 30000.00 45 ng/mL
% m 90 ng/mL
< 20000.00 ® 180 ng/mL
10000.00 1800 ng/mL
0.00

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4
N° de ensayo

Figura 40. Andlisis de las intensidades de pixeles de la linea de ensayo de diversos ensayos
llevados a cabo utilizando distintos tipos de AUNT785@Apt 0.068 nmol@dATP, en presencia de
diferentes concentraciones de CEA (0, 18, 45, 90, 180 y 1800 ng/mL). Cada numero de ensayo
se realizo con distintos lotes de nanotriangulos en diferentes fechas. En todos los casos En todos
los casos se utilizaron membranas HP120, LC: AptC+Strept 1 mg/mL, LT: Strept 1 mg/mL.
Tratamiento de la almohadilla de conjugado: Tris 0.02 M, Triton X-100 0.25%, NaCl 0.15M y
running buffer Tris 20 mM pH: 7.4, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM.

La Tabla 10 muestra las condiciones finales para la evaluacion de los nanoaptasensores
de AuNT785 para la deteccién de CEA mediante el ensayo LFA. Fue posible distinguir
la presencia del biomarcador a 5 y 10 ug/mL con el nanoaptasensor de
AUNT785@Apt@20PEG+ 25MPA comparado con AuNT785@Apt@20PEG+ 50MPA
que no dio buenos resultados. Ademas, de manera similar que los resultados obtenidos
en solucion, el nanoaptasensor AuNT785@Apt@dATP distinguid concentraciones
superiores a 90 ng/mL de CEA, por lo que se consiguié reducir el rango de deteccion.
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Tabla 10. Condiciones finales evaluadas para la deteccion de CEA mediante LFA con los

AuNTs785.
AuNT Pretratamiento Medio del Running buffer Tipo [CEA]
funcionalizado | de la almohadilla ensayo de NC
de conjugado
AuNT785@Apt acido boérico PBS 1x + PBS 1x, Tween-20 | 80HP 0-10
@20PEG+ 50 mM pH 8, BSA | BSA0.01% | 0.25% /v, sacarosa pg/mL
25MPA 0.5 % Y/, PVP Wiy 10% Y/v y BSA
AuNT785@Apt | (PM: 40 kDa) 0,5 0,1% Y/
@20PEG+ % Y/vy Tween-20
50MPA 1% Viv
AuNT785@Apt Buffer 1x diluido | NasPOs4 20 | Tris-HCI 50 mM pH | 120HP | 0-1800
@dATP del buffer 20x mM pH:7, | 9, NaCl 100 mM y ng/mL
(Tris 1M pH 8, BSA al 5% | MgCl2 50 mM
Triton X-100 5%, | “/v, sacarosa
NaCl 0.15M) al 10% %/ vy
Tween-20 al
0.25% VIv

Si se comparan los resultados del analisis colorimétrico LFA obtenidos entre
AuNT1100@Apt 0.068 nmol@dATP (Figura 36) y AuUNT785@Apt 0.068 nmol@dATP
(Figura 40), se puede observar que la deteccion es mas reproducible con los
nanoaptasensores de AUNT1100 que con los de AUNT785. Una de las razones por las
que la deteccion de CEA es reproducible es porque en cada ensayo se ajustaba la
concentracion de AuNT1100@Apt 0.068 nmol@dATP, ya que era posible la
cuantificacién al trabajar con el coeficiente de extincion de los AuUNTs1100. Ademas,
podria ser que al emplear nanotriangulos mas grandes favorezca el cambio de
conformacion del aptamero e interaccione con el analito. En cambio, con el
nanoaptasensor de AuNT785, si bien se repetia el mismo procedimiento, no se ajusto
la concentracién, sino que se utilizd directamente después de la preparacion. Cabe
considerar que para ambos nanoaptasensores se us6 la misma cantidad de aptamero,
pero la interaccion entre el aptamero y CEA podria variar al usar nanoestructuras de
distinto tamaiio.

5.5.2 Deteccion por SERS y analisis multivariable

La espectroscopia Raman es util para la deteccion de compuestos por la identificacion
de las sefales vibracionales. Sin embargo, esta técnica presenta una baja sensibilidad
que puede ser superada si se emplea nanoestructuras como los nanotriangulos de oro.*®
Esta técnica conocida como SERS permite aprovechar las propiedades 6pticas de las
nanoparticulas para mejorar el rango de deteccién, ya que el aumento del campo
electromagnético en los alrededores de las nanoestructuras amplifica las senales
obtenidas hasta en 10°-108 veces.

Para estos experimentos se utilizaron las condiciones (AuNTs, membranas, running
buffer, etc.) que mejores resultados habian dado en los analisis colorimétricos y se
probaron concentraciones de CEA: 0, 4.5, 9, 18, 45 y 90 ng/mL. Para el analisis de las
membranas, después de haber llevado a cabo el ensayo correspondiente y haber dejado
secar la membrana, esta se puso en un microscopio conectado al equipo Raman portatil,
utiizando la fuente mencionada anteriormente (tiempo de adquisicion 50 s,
5 adquisiciones y 5-10% de potencia del laser). Ademas, para cada condicion se
analizaron 3 regiones diferentes de la membrana para aumentar la reproducibilidad. En
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la figura 41 se puede observar cédmo con todos los tipos de AuNTs analizados
permitieron obtener espectros con gran cantidad de sefales apreciables. Aunque aun
no se ha identificado cada una de las sefiales para saber si corresponden a los
aptameros, a la proteina o al papel, al intentar relacionar la intensidad de algunas de
ellas con la concentracién de CEA presente en el ensayo, no se obtuvieron resultados
consistentes (Figura 41). Es por ello que se decidié pasar a utilizar analisis multivariante
(regresién de minimos cuadrados parciales o PLS) y asi poder utilizar en el analisis
todas las sefiales de los espectros completos.

En la Tabla 11 se muestran las concentraciones equivalentes de CEA de ng/mL a nM.

Tabla 11. Concentraciones de CEA.

CEA (nM) | O 0.025 0.05 0.1 0.25 0.5
CEA 0 4.5 9 18 45 90
(ng/mL)

Figura 41. Espectros Raman obtenidos en presencia de diferentes concentraciones de CEA (0,
0.025, 0.05, 0.1 y 0.25 y 0.5 nM) utilizando el nanoaptasensor AUNT@Apt 0.068 nmol@dATP.
En todos los casos se utilizaron membranas HP120, LC: AptC+Strept 1 mg/mL LT: Strept 1
mg/mL Tratamiento de la almohadilla de conjugado: Tris 0.02 M, Triton X-100 0.25%, NaCl 0.15M
y running buffer Tris 20 mM pH: 7.4, NaCl 100 mM, MgCl> 5 mM.

Tal y como se ha descrito arriba, al no poder relacionar la intensidad de una unica senal
con las concentraciones utilizadas de CEA, se pas6 a hacer un analisis multivariante
utilizando el método de regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) en el software
SOLO®. Al intentar cuantificar, los resultados no fueron los esperados tras el proceso de
validacién cruzada, y no se pudo establecer una tendencia lineal. Sin embargo, al
relacionar la concentracion de CEA presente en cada muestra con los scores en la
variable latente 1 (Figura 42), si se pudo ver una muy buena correlacion. Esto indica
que, si bien por el momento no es posible utilizar el método para cuantificar, si es posible
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distinguir entre la ausencia y presencia de diversas concentraciones del biomarcador de
CEA en el rango de ng/mL. En la Figura 43 los valores VIP por encima de 1 representan
las sefales que mas influyen en el modelo generado, lo que se relaciona con las
variables que corresponden al desplazamiento Raman de los espectros, y permite
explicar cudles han sido las regiones de los datos tomados que aportaron en el modelo.
En la Tabla 12 se muestran los valores de referencia de las variables analizadas por
PLS que corresponden a cierto valor de desplazamiento Raman.

Figura 42. Analisis PLS de los espectros Raman obtenidos utilizando distintos tipos de
AuUNT@APt@AdATP en presencia de distintas concentraciones de CEA. En todos los casos se
utilizaron membranas HP120, LC: AptC+Strept 1 mg/mLLT: Strept 1 mg/mL Tratamiento de la
almohadilla de conjugado: Tris 0.02 M, Triton X-100 0.25%, NaCl 0.15M y running buffer
Tris 20 mM pH: 7.4, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM. Para el analisis PLS se utiliz6 el software SOLO
(Eigenvector Research, Inc.) con un preprocesamiento de sustraccion de linea base por minimos
cuadrados ponderados (orden 2), suavizado (Savitzky-Golay, 2nd order, 15 pt), y normalizados
utilizando la correccion de dispersion multiplicativa (basada en la media) y tratado con
ponderacion de minimos cuadrados generalizados (GLSW a=0.02).
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Figura 43. Valores VIP de los espectros Raman de la deteccion de CEA con el nanoaptasensor
AuNT@Apt 0.068 nmol@dATP analizados por PLS.

Tabla 12. Valores de referencia de las variables analizadas por PLS

Variable 1 200 400 600 800 1000

Desplazamiento | 289.04 647.93 982.92 1294.26 | 1583.85 | 1853.37
Raman (cm™)

De esta forma se puede ver como la técnica SERS combinado con el analisis
multivariante permiten discernir concentraciones de hasta 9 ng/mL (0.05 nM) lo cual es
ideal para la deteccion de CEA en casos de cancer.
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6. Conclusiones y perspectivas

Se sintetizaron nanotriangulos de oro con una banda plasmoénica ubicada a A= 785 nm
siguiendo el protocolo del laboratorio. Estos fueron caracterizados por espectroscopia
UV-Vis-NIR y TEM, la banda plasmonica se encontraba a 785 nm + 30 nm, y se confirmo
la geometria de la nanoestructura con una longitud de 52 + 16 nm. También se
prepararon AuNTs con una banda plasmoénica ubicada a A= 1100 nm que se utilizaron
por la optimizacion del sistema LFA.

Se estudid la influencia de ciertos parametros para la funcionalizacion de las
nanoestructuras con el aptamero-horquilla, tales como el pretratamiento térmico y
quimico, la relacion Apt.:TCEP, la cantidad de aptamero y la influencia de la
concentracion de buffer. Estas condiciones mostraron influir en la bioconjugacién del
aptamero.

Se evaluaron distintos agentes de relleno, como HS-PEG(8)-COOH, HS-PEG(7)-OMe,
MPA y dATP. La estabilidad del nanoaptasensor es afectada por la cantidad de agente
de relleno utilizado, y del orden en el que se sigue la fucionalizacién. Ademas, la
utilizacion del agente de relleno dATP no solo contribuyé a reducir el tiempo de
preparacion, sino que también ayudd a minimizar la exposicion de la biotina en ausencia
del biomarcador.

Se encontraron varias consideraciones importantes en la deteccion de CEA, tanto en
solucion como en el ensayo LFA, relacionadas con la modificacion del nanoaptasensor
mediante diferentes agentes de relleno. En primer lugar, al modificar los AuNTs con el
aptamero antes de anadir los agentes de relleno, se observaron mejoras significativas
al detectar CEA en comparacion con el AUNT modificado primero con los agentes de
relleno y luego con el aptamero. Ademas, la reduccion de la cantidad de aptamero en la
funcionalizacion mostré mejoras en la interaccién con el biomarcador, ya que se pudo
mejorar la sensibilidad y trabajar en un rango de concentracién mas diluidas.

Se encontraron los parametros optimos para el disefio del ensayo LFA, el cual es
influenciado por el tipo de NC, el pretratamiento de la almohadilla de conjugado, el
running buffery el medio de resuspension del nanoaptasensor. Las condiciones optimas
encontradas permitieron reducir el marcaje de la linea de ensayo en ausencia del
biomarcador.

La deteccion de CEA mediante el método LFA con los nanoaptasensores
AuNT@Apt@PEG@MPA y AUNT@Apt@dATP permiten distinguir la presencia de CEA,
tanto en el rango de 0 - 10 pg/mL como 0 — 1800 ng/mL, a pesar de que la linea de
ensayo se marque en la ausencia del biomarcador.

Se logré la deteccion de CEA en el rango de ng/mL con el nanoaptasensor de
AuNT@Apt@dATP. Ademas, la deteccién colorimétrica en LFA de CEA dio resultados
prometedores en el rango debajo de 90 ng/mL.

Al aplicar la técnica SERS en LFA, se logré detectar la presencia de CEA un orden de
magnitud menos del rango de deteccion, permitiendo la identificacién de
concentraciones tan bajas como 9 ng/mL de CEA. El uso completo del conjunto de datos
mediante un analisis estadistico permite obtener un modelo mas preciso al aprovechar
toda la informacién contenida en los espectros SERS de LFA.
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Los estudios posteriores pueden ser la evaluacion de selectividad del nanoaptasensor
6ptimo con distintas proteinas, ademas del analisis de CEA en una muestra que simule
una muestra real.

El nanoaptasensor y el dispositivo LFA optimizados pueden ser empleados
potencialmente para deteccién de CEA con la técnica hipertermia si se trabaja con
nanotriangulos mas grandes de Amax = 785 nm.
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