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Resumen

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es un biomarcador tumoral cuya deteccion
cumple un rol importante en el diagnostico y monitoreo del tratamiento de algunos tipos
de cancer. Sin embargo, ain existe un amplio campo de desarrollo para mejorar la
sensibilidad y especificidad de los ensayos actualmente utilizados en clinica para su
deteccion. En ese sentido, la incorporacion de los nanomateriales en el disefio de
biosensores se presenta como una alternativa reciente para la obtenciéon de mejores
resultados en la deteccion de este biomarcador que pueden llevar al diagnostico precoz
de algunos tipos de cancer.

En este trabajo de investigacion, se estudian los diferentes aspectos a tener en cuenta en
el desarrollo de biosensores basados en nanomateriales para la deteccion de CEA. En
primer lugar, se describen en detalle tres de los nanomateriales més utilizados, puntos
cuanticos, nanoparticulas magnéticas y nanoparticulas de metales nobles, asi como sus
propiedades unicas y como éstas se pueden aprovechar en el disefio de biosensores. En
segundo lugar, se presentan los dos tipos de bioreceptores mas empleados, anticuerpos y
aptameros, los cuales permiten la captura selectiva del analito para su posterior
deteccion, y las ventajas y desventajas de cada uno de ellos. En tercer lugar, se
presentan las estrategias de conjugacion para funcionalizar el nanomaterial con el
bioreceptor y las situaciones en las que se emplea cada una de ellas.

Finalmente, se describe como todos estos aspectos se han integrado en el disefio de
varios tipos de biosensores del biomarcador CEA empleando técnicas analiticas
diversas como la espectrometria de masas, la deteccion eléctrica y la deteccion Optica.
Se discuten las ventajas y desventajas de estos métodos, y las tendencias futuras en este
campo con el objetivo final de aplicar estos sensores en clinicas y hospitales para
mejorar la calidad de vida del paciente.
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1 Introduccién

1.1 Cancer

El cancer es la segunda causa de muerte mas comun en el mundo y solo en el 2018 fue
la responsable de 9.6 millones de defunciones.' A pesar de la elevada cantidad de
recursos invertidos para enfrentar esta enfermedad, ain no se ha encontrado la forma
mas adecuada de combatirla. Una de las razones es que el cancer, a diferencia de otras
enfermedades, no es solo una enfermedad sino un conjunto de enfermedades
relacionadas. En todos los tipos de céancer, algunas células del cuerpo empiezan a
dividirse sin parar y se esparcen en los tejidos cercanos.

Debido a la alta tasa de mortalidad, los fuertes efectos secundarios y la falta de
tratamientos eficaces para combatir esta enfermedad, hay una tendencia hacia la
transicion desde la medicina terapéutica a la medicina preventiva. Siguiendo estrategias
preventivas como una forma de combatir el cancer, se estima que se podrian evitar entre
un tercio y la mitad de casos.”

Sin embargo, la deteccion temprana del céncer se dificulta pues los sintomas de esta
enfermedad no aparecen hasta que el paciente se encuentra en etapas mas avanzadas.
Por este motivo, es necesario contar con pruebas de alta sensibilidad que brinden un
diagndstico certero y que, ademas, permitan monitorear el estadio del cancer.

En consecuencia, la demanda de este tipo de métodos de diagndstico se ha
incrementado. Muchas de las investigaciones se han enfocado en el estudio de los
cambios en el cuerpo de un paciente que sufre esta enfermedad que puedan servir para
dar un diagndstico preciso de su avance. Uno de los descubrimientos més importantes
dentro de esta area ha sido la identificacion de los biomarcadores.

1.2 Biomarcardores

Los biomarcadores o marcadores bioldgicos son indicadores objetivos y medibles de un
estado biologico o condicion. Estos marcadores son normalmente medidos y evaluados
para examinar procesos bioldgicos, procesos patogénicos, o respuestas farmacologicas a
una intervencion terapeutica.’ Dentro de los procesos patoldgicos donde se suelen
estudiar los biomarcadores se encuentra el cancer. Para este caso, al marcador biologico
asociado a esta patologia se le denomina biomarcador tumoral.

1.2.1 Biomarcadores tumorales

Los biomarcadores tumorales se pueden definir como moléculas bioldgicas presentes
en, o producidas por, un tumor, o segregadas por el cuerpo en respuesta a las células
cancerigenas.’ Estas moléculas se suelen encontrar en las células, tejidos, sangre u otros
fluidos y son utilizadas para diferenciar un tumor de un tejido normal o para determinar
la presencia de éste por medio de mediciones en la sangre u otros fluidos. Es por esto



que la medicion y evaluacion de estos marcadores tumorales puede servir como
indicador de un proceso cancerigeno dentro de un cuerpo.

Un biomarcador tumoral ideal deberia ser especifico para un solo tipo de cancer y
detectable tinicamente en presencia de las células cancerigenas. Sin embargo, muchos
de los biomarcadores tumorales conocidos hasta el momento carecen de esta
especificidad o sensibilidad debido a que es frecuente encontrarlos en diferentes tipos de
tumores del mismo tipo de tejido.*

Los biomarcadores tumorales conocidos hasta el momento se pueden clasificar de
acuerdo a los diferentes grupos bioquimicos a los que pertenecen como proteinas, ADN,
ARN, micro-ARN, péptidos, hormonas, antigenos oncofetales, citokeratinas y
carbohidratos.” Ademas, se pueden detectar en el sistema circulatorio (sangre, suero o
plasma), en secreciones (heces, orina, esputo o secrecion del pezon) o en otros fluidos
humanos biol(')gicos.6 Esta deteccion puede brindar informacién acerca de la presencia
del tumor, del estado de la enfermedad, o de la respuesta del paciente frente a algun
tratamiento.

Los diversos trabajos de investigacion realizados desde hace unas décadas han
permitido el descubrimiento de biomarcadores tumorales para uso clinico. Hasta la
fecha, la Administracion de Medicamentos y Alimentos de los EE.UU. (FDA) ha
aprobado 19 biomarcadores tumorales proteicos (Tabla 1), de los cuales 11 son
detectables en la sangre. Algunos de estos biomarcadores son utilizados en aplicaciones
clinicas, como por ejemplo, el antigeno carcinoembrionario (CEA), utilizado para el
monitoreo del cancer colorectal.



Tabla 1. Biomarcadores proteicos aprobados por la FDA.’

Tipo de cancer Biomarcador
Fibrina/productos de degradacion de fibrindgeno (FDP)
Matriz de proteina nuclear 22 (NMP-22)
Antigeno tumoral del higado (BTA)
CEA de alto peso molecular y mucina
Antigeno carbohidrato 15.3 (CA 15-3)
Antigeno carbohidrato 27.29 (CA 27-29)
Mama Receptor de estrogeno (ER)

Receptor de progesterona (PR)

Oncogen c-erB-2 (HER2-neu)

Antigeno carcinoembrionario (CEA)

Higado

Colorectal Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
Gastrointestinal ggg{(él?f;n c(lle<1I ;a)lrcoma viral felino tipo 4 v-kit Hardy-
Ovario Antigeno carbohidrato 125 (CA 125)
Proteina 4 de epididimo humano (HE4)
Pancredtico Antigeno carbohidrato 19-9 (CA 19-9)
Prostata Antigeno especifico prostatico (PSA)
Testicular a-fetoproteina (AFP)
Gonadotropina coriénica humana-f§ (B-hCQG)
Tiroides Tiroglobulina (TG)

1.3 Antigeno carcinoembrionario (CEA)

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una glicoproteina (Figura 1) de masa
molecular aproximada de 180 kDa® involucrada en la adhesion celular. Normalmente su
produccion ocurre durante el desarrollo fetal, y se detiene después del nacimiento.

Sin embargo, el CEA es mas conocido por su relacion con el cancer. Esta proteina se
encuentra en niveles bajos en el suero sanguineo de personas sanas (< 2 ng/mL) y
ligeramente superiores en fumadores.” Sin embargo, el CEA se sobreexpresa en tumores
de origen epitelial incluyendo carcinoma colorectal, adenocarcinoma pulmonar y
carcinoma de ovario mucinoso.'’ Es por esto que el CEA es uno de los biomarcadores
clinicos tumorales mas utilizados para la deteccion de carcinomas colorectal primarios y
metastasicos debido en parte a su limitada expresion en tejido normal adulto, al
incremento de su expresion en tumores, y a una buena correlacion entre los niveles de
CEA en el suero y el grado tumoral de pacientes con carcinoma colorectal.'®!!

Debido a la informaciéon que puede brindar una deteccion efectiva del CEA para el
diagndstico y control de ciertos tipos de cancer, se han disefiado diversos biosensores de
CEA cada vez mas rapidos, simples y sensibles.



Figura 1. Representacion de CEA. Tomada de Boehm y colaboradores.

1.4 Biosensores

Un biosensor es un dispositivo que detecta la presencia o la concentracion de una
biomolécula especifica, microorganismo u otro analito biologico. Este dispositivo
combina un receptor de reconocimiento bioldgico; un transductor fisicoquimico que
convierte ese reconocimiento en una sefial detectable; y una instrumentacion que
procesa esa sefial (Figura 2)."

El proceso de deteccion se lleva a cabo en tres pasos: 1) la captura del analito por parte
de un elemento especifico de reconocimiento (bioreceptor), el cual puede ser una
enzima, un anticuerpo o secuencias especificas de ADN o ARN; 2) la transformacion
del proceso de captura del analito en una sefial fisicoquimica (transduccion), la cual
puede ser Optica, eléctrica o mecanica; y 3) el procesamiento de la sefal para obtener
informacion Util como la presencia y la concentracion del analito.

Siguiendo este esquema, se han desarrollado multiples biosensores selectivos y con
bajos limites de deteccion para diferentes analitos, entre los cuales se encuentran los
biomarcadores tumorales.

Figura 2. Esquema de un biosensor. Adaptada de Smuc y colaboradores.'*



En la busqueda de nuevos materiales para el desarrollo de sensores, se ha descubierto
que los nanomateriales presentan el potencial para incorporarse en los biosensores
ofreciendo soluciones sensibles, especificas, rapidas y de bajo costo.



2 Nanomateriales utilizados en el desarrollo de nanosensores

Los nanomateriales son sistemas que poseen al menos una dimension a nanoescala
(entre 1 y 100 nm)."”” Este tipo de materiales presentan propiedades Opticas,
electrénicas, y mecanicas Unicas, las cuales pueden ser aprovechadas para el desarrollo
de materiales novedosos con aplicaciones variadas en diferentes campos.

Las caracteristicas que mas resaltan en los nanomateriales son: 1) su amplia area
superficial (elevada relacion area:volumen) lo cual permite la funcionalizaciéon con una
alta cantidad de moléculas; 2) sus propiedades nuevas con respecto a sus homologos
macroscopicos que, ademas, se pueden modular mediante cambios en la morfologia y el
tamafio, entre otros factores; y 3) su tamafio comparable a sistemas biologicos.

En las siguientes secciones se tratard acerca de algunos de los nanomateriales mas
utilizados en el desarrollo de biosensores para biomarcadores tumorales: nanoparticulas
magnéticas (MNP), puntos cudnticos (QD) y nanoparticulas de metales nobles (NP). Se
mostraran brevemente los métodos de sintesis de cada uno de estos nanomateriales, los
cuales, en términos generales, se pueden clasificar en dos estrategias: top-down y
bottom-up (Figura 3). Las estrategias fop-down hacen referencia a la ruptura controlada
de los materiales de partida sobre moldes que permiten darle forma a la nanoparticula,
mientras que las estrategias bottom-up consisten en la construccion paso a paso de las
nanoparticulas a partir de sus atomos.

Figura 3. Aproximaciones top-down o bottom-up para la sintesis de nanoparticulas. Adaptada de Pareek
y colaboradores.'®

Ademas, se mostrardn las propiedades Unicas de estos nanomateriales que los
diferencian  significativamente de sus analogos macroscopicos (p.ej. el
superparamagnetismo de las MNP, el confinamiento cuantico en los QD, y la
resonancia del plasmon superficial de las NP). Ademas, se discutird como se pueden
aprovechar estas propiedades peculiares en el desarrollo de nanosensores.



2.1 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas (MNP) son una clase de nanomateriales que pueden ser
manipuladas utilizando campos magnéticos. Estas nanoparticulas estan compuestas por
un nucleo magnético (normalmente hierro, niquel, cobalto o sus o6xidos), un
revestimiento de la superficie, y un componente quimico que le dard funcionalidad a
este material en la capa externa (Figura 4).

Figura 4. Estructura de la MNP. Tomada de Shevtsov y colaboradores."’

Sintesis

Se han sintetizado diferentes tipos de MNP dentro de las cuales se encuentran las de
oxidos de hierro (Fe;Os3 y Fe;0y); ferritas de manganeso, cobalto, niquel y manganeso;
particulas de FePt, cobalto, hierro, niquel, CoPt y FeCo; y MNP multifuncionales como
los heterodimeros Fe;O4-Ag, Fe;O04-Au, FePt-Ag, CdS-FePt, entre otras.'® Estas MNP
se pueden sintetizar por diferentes métodos, de los cuales los mas conocidos son los de
co-precipitacion, microemulsion, descomposicion térmica, hidrotermal y deposicion
quimica de vapor."’

Luego de la sintesis del ntcleo, es necesario estabilizar las MNP con el fin de evitar su
aglomeracion irreversible. Esta estabilizacion se puede conseguir mediante el
recubrimiento de la superficie de la MNP utilizando los polimeros o surfactantes
adecuados.

Superparamagnetismo

Las propiedades magnéticas son ocasionadas por el movimiento de particulas que

presentan masa y carga eléctrica. Una particula cargada girando crea un dipolo
o . 20

magnético conocido como magneton.

Las orientaciones del momento magnético en un material permiten identificar y
clasificar los diferentes tipos de magnetismo observados en la naturaleza. Son cinco los
tipos de magnetismo: diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo,
antiferromagnetismo, y ferrimagnetismo.

Los materiales paramagnéticos presentan momentos atdmicos magnéticos desacoplados
(o magnetones desacoplados), mientras que, en los materiales ferromagnéticos, estos
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magnetones se encuentran asociados en grupos. Al volumen del material ferromagnético
en los cuales todos los magnetones estdn alineados se le conoce como dominio
magnético o dominio de Weiss.”! Este dominio es lo que diferencia un material
paramagnético de uno ferromagnético.

Los dominios de un material ferromagnético determinan una dependencia del
comportamiento magnético con el tamafio de la particula ya que a medida que se reduce
el tamafio, el numero de dominios también disminuye. Una forma de medir esta
dependencia es con la coercitividad, es decir, analizando el campo magnético necesario
para que el material de desmagnetice después de haberlo magnetizado hasta saturacion
(Figura 5).

Figura 5. Dependencia de la coercitividad con el tamafio de la MNP. Adaptada de Duran y
colaboradores.”

Cuando la particula alcanza un tamafio nanométrico, puede convertirse en un material
superparamagnético. Esto significa que no presenta magnetizacion remanente al retirar
el campo magnético externo, lo cual se ve reflejado en su coercitividad, igual a cero. Sin
embargo, cuando se aplica un campo magnético a la MNP, se induce un dipolo
magnético y habra un alineamiento de los momentos magnéticos con el campo (Figura
6).

Esta propiedad es util, pues, al solo estar magnetizadas en presencia del campo
i . . : e 23
magnético externo mas no en ausencia de éste, se evita la agregacion de las MNP.

Aplicacion en el disefio de biosensores

Estas propiedades magnéticas son las mas explotadas de las MNP en el desarrollo de
biosensores; ya que se las pueden utilizar para capturar y concentrar el analito aplicando
un campo magnético externo, o para atraerlas a la superficie activa de deteccion del
biosensor.'"® Mediante estas estrategias se pueden conseguir limites de deteccién mas
bajos y mejorar asi la sensibilidad del sensor.



NP ferromagnéticas NP superparamagnéticas

Figura 6. Comparacion de MNP ferromagnéticas y superparamagnéticas. Adaptada de Vatta y
colaboradores.”

Campo magnético
aplicado

Sin campo
magnético aplicado

2.2 Puntos cuanticos

Los puntos cuanticos (QD) son nanocristales semiconductores coloidales que presentan
propiedades Opticas unicas debido a que estan confinadas en un espacio 3D de
dimensiones nanométricas. Estas propiedades Opticas estan relacionadas con la brecha
de banda (i.e. separacion entre la banda de conduccion y la banda de valencia) asociada
a todo material semiconductor.

Cuando este material absorbe un foton, un electron (e7) se puede excitar de la banda de
. ., . + .

valencia a la de conduccion, dejando un hueco (h') en la banda de valencia. De esta

manera, cuando el electron regresa a la banda de valencia, se emite la fluorescencia.

.7 - + . ,
Luego de la absorcion de luz, el e y h interactian mutuamente y no se mueven
. . . .y , . . “, 7 24
independientemente, debido a la atraccion Couldmbica que existe entre ellos (exciton).

. . - + .

A la distancia entre el par ¢ y h' se le conoce como radio de Bohr y cuando las
dimensiones del material semiconductor son menores que este radio de Bohr del
exciton, se dice que se encuentra en un confinamiento cuantico y al material se le
denomina punto cuantico (QD).

Los QD estan compuestos por un nucleo hecho de un semiconductor metalico que
normalmente esta cubierto por otro material semiconductor llamado capa, el cual
presenta mayor brecha de banda que la del nucleo (Figura 7). El nucleo es el
responsable de las propiedades Opticas fundamentales como absorcién y emision.” Por
otro lado, la capa se encarga de pasivar la superficie del niicleo de manera que mejore
sus propiedades oOpticas y se reduzca el ataque quimico, y, en menor medida, de
modular las propiedades opticas.’*?’ De esta manera, las propiedades opticas del QD
son menos sensibles a cambios en el medio que se encuentra como la presencia de
oxigeno o variaciones en el pH.



Figura 7. Estructura del QD. Adaptada de Fontes y colaboradores.”®

Para que la emision por fluorescencia se encuentre en la region visible, tanto el ntcleo
como la capa deben estar compuestos por elementos del grupo II-B y VI-A de la tabla
periodica. Los principales QD de este tipo son CdSe/ZnS, CdTe/CdS y ZnSe/ZnS.*

Sintesis de QD

Siguiendo las estrategias generales de sintesis (fop-down y bottom-up), se han propuesto
diversos métodos incluyendo procesos de calentamiento/combustion, técnicas
hidrotermales, sintesis electroquimicas, oxidaciones 4cidas y tratamiento con plasma,
entre otros.”

La mayoria de métodos de sintesis del tipo bottom-up de los QD involucran los
siguientes pasos: (i) nucleacién, (ii) crecimiento del cristal preformado en particulas
aisladas del tamafio deseado, y (ii1) tratamientos post-preparativos como purificacion
del QD. Estos métodos de sintesis se pueden clasificar de acuerdo al medio en el que se
lleva a cabo la sintesis, es decir, en medio organico o medio acuoso. Comparando estas
dos rutas, las de medio acuoso son menos costosas, menos toxicas y los QD obtenidos
son biocompatibles.”

Luego de la sintesis en cualquiera de los dos medios, los QD terminan cubiertos por
moléculas organicas o inorganicas (surfactantes), las cuales previenen la aglomeracion y
precipitacion de los nanocristales formados. Ademas, los grupos carboxilos, tioles o
aminas de estas moléculas se pueden utilizar para la funcionalizacion posterior con
biomoléculas, las cuales les dan especificidad hacia un analito determinado (Figura 7 ).

Por otro lado, en las sintesis en medio no acuoso, luego de obtener los QD, estos deben
ser transferidos al medio acuoso para su uso en biosensores. Para ello, una alternativa es
utilizar un método de intercambio de ligandos y el recubrimiento con lipidos o
polimeros para conseguir mejor solubilidad en agua.*
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Propiedades

Una de las propiedades mas resaltantes de los QD es la fluorescencia. Los QD presentan
diversas ventajas sobre otros compuestos como los tintes organicos debido a sus
propiedades fisicoquimicas, las cuales son:

1.

Los QD son mas fotoestables que los tintes organicos tradicionales debido a su
composicion inorganica.

El rendimiento cuantico de los QD es alto (10-20 veces mas brillante que los
tintes organicos).

Los QD son menos propensos a la degradacion y presentan alta resistencia a la
fotodesactivacion.

Los QD presentan amplios espectros de absorcion y espectros estrechos de
emision.”!

El espectro de emision depende del tamafno del QD (Figura 8) y éste se puede
regular cambiando los pardametros de sintesis.>!

Aplicacion en el disefio de biosensores

Muchos de los ensayos disefiados para la deteccion de biomarcadores tumorales utilizan

.y . 32 . .
la deteccion por fluorescencia.” En ese sentido, los QD son una gran herramienta como
material de partida debido a las propiedades mencionadas anteriormente.

Dentro de estas propiedades, la dependencia del espectro de emision con el tamafio del

QD de un mismo material es de gran utilidad (Figura 8), y se puede aprovechar para el
desarrollo de sensores de multiples analitos utilizando una sola longitud de onda de

. ., 3
excitacion.
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Figura 8. Relacion del tamafio del QD con el espectro de emisién a una sola longitud de onda de
excitacion. Adaptada de Altintas y colaboradores.**

2.3 Nanoparticulas de metales nobles

Se conoce como metales nobles a aquellos metales que son resistentes a la corrosion y
oxidacioén en aire hiimedo. Dentro de estos metales se encuentran el rutenio, el rodio, el
paladio, la plata, el osmio, el iridio, el platino y el oro. De todos estos materiales, las
nanoparticulas de oro y plata en sus diversas formas y tamafios son las mas estudiadas
(Figura 9). Esto ha conducido al desarrollo de diversas técnicas y métodos para
diagnostico molecular, terapia e imagen. Ademds, debido a sus propiedades Opticas
Unicas, también se ha explorado ampliamente su aplicacion en el desarrollo de nuevos
biosensores.

Figura 9. Diferentes formas y tamafios de las NP. Adaptada de Bolafios y colaboradores.”
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Sintesis

En las ultimas décadas, se han desarrollado diversos métodos nuevos y prometedores
para la sintesis de las nanoparticulas de metales nobles (NP), debido a que es uno de los
aspectos fundamentales en el estudio y aplicacion de estos materiales. La razon de esto
es que las propiedades fisicoquimicas dependen de su forma, tamafio y composicion.

La mayoria de métodos de sintesis descritos en la literatura son bottom-up debido a que

mediante estos métodos se pueden sintetizar nanoestructuras homogéneas con
. , . . . . . g 1

estructuras cristalograficas perfectas, sin necesidad de instalaciones especializadas.'®

Por otra parte, los métodos de sintesis se pueden clasificar como métodos fisicos (por
ejemplo, deposicion de vapor, ablacion laser, molienda, etc) y quimicos (por ejemplo,
reduccién quimica, reduccidén fotoquimica, co-precipitacion, descomposicion térmica,
hidrélisis, etc).® Todas estas técnicas de sintesis que se han desarrollado y se estan
mejorando, tienen como finalidad la obtencion de NP con un elevado nivel de
homogeneidad (monodispersidad), y un control fino en su tamafio y forma.

Muchos de los sensores basados en NP que se han propuesto hasta el momento estan
basados en nanoparticulas de oro (AuNP) debido a sus propiedades Opticas Unicas, su
facilidad de derivatizacion con diferentes biomoléculas en solucidon acuosa, y su gran
estabilidad frente a la oxidacion que les da una gran ventaja frente a las AgNP.>” Las
AuNP se pueden sintetizar facilmente con tamafios que estan entre 3 y 200 nm de
diametro, siendo las mas comunes las de forma cuasi-esférica.

Generalmente, el método mas comln para sintetizar AuNP cuasi-esféricas es la
reduccién quimica de los iones Au(Ill) a Au(0) utilizando iones citrato como agente
reductor, el cual fue desarrollado por Turkevich®® y luego fue optimizado por Frens
(Figura 10). En este método, el citrato actia como agente reductor y como agente de
recubrimiento o surfactante ya que a medida que las AuNP se forman, previene que
estas sigan creciendo, y las estabiliza debido a la repulsion entre las NP una vez
recubiertas. Mediante modificaciones en la relacion Au/citrato se puede modular el
tamaiio de las nanoesferas de oro resultantes desde 9 a 120 nm de diametro.*

Figura 10. Sintesis de AuNP cuasi-esféricas por el método de reduccion con citrato.
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Alternativamente, se han estado desarrollando otras metodologias para la sintesis
controlada de diferentes NP. Estos métodos incluyen NP esféricas o no esféricas; puras
o del tipo nticleo/capa.*

Propiedades

Las nanoparticulas de metales nobles presentan propiedades que se pueden utilizar en el
desarrollo de biosensores como la resonancia de plasmon de superficie localizado
(LSPR), la dispersion Raman mejorada en superficie (SERS), el aumento o
desactivacion de la fluorescencia, la actividad electroquimica, etc.

Una de las propiedades fisicoquimicas Unicas de las nanoparticulas de metales nobles
que ha sido mas explorada para el desarrollo de biosensores, es su resonancia de
plasmén de superficie localizado (LSPR). Este fendmeno ocurre cuando una onda
electromagnética (como la luz) incide en la superficie de la nanoparticula metélica a una
frecuencia en resonancia con la frecuencia de oscilacion de los electrones de conduccion
del metal, lo cual genera que estos oscilen de forma coherente, lo que se conoce como
LSPR (Figura 11).*' Esta oscilacion colectiva produce una intensa absorcion y/o
dispersion de la luz.

Figura 11. Ilustracion esquematica de la resonancia de plasmén de superficie localizado. Adaptada de
Peiris y colaboradores.*

En el caso particular de las nanoparticulas de oro (como ocurre también para las de
plata), debido a la LSPR estos nanomateriales presentan elevados coeficientes de
extincion 'y propiedades de dispersion excepcionales en el rango del
ultravioleta/visible/infrarrojo cercano.” Esto ultimo permite que las NP den una alta
sensibilidad cuando se utilizan en métodos de deteccion Optica. Por esta razon, las NP
de oro y plata son buenas candidatas en el desarrollo de biosensores colorimétricos, pero
se suelen utilizar mas las de oro, debido a su menor susceptibilidad a oxidacién, como
se indico anteriormente. Adicionalmente, las propiedades del LSPR se pueden modular
de acuerdo al tamafio, forma y composicion de la Np.*
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Este fendbmeno también puede mejorar técnicas tradicionales como la espectroscopia
Raman. Esta técnica se basa en la dispersion Raman que ocurre debido a la dispersion
inelastica de los fotones incidentes que impactan en una molécula y pierden o ganan
energia de las transiciones roto-vibracionales de la molécula. Esta dispersion puede ser
amplificada significativamente (en un factor de 10*-10®) cuando el analito se encuentra
adsorbido o cerca de la superficie de la nanoparticula.” La espectroscopia que
aprovecha esta mejora en las sefiales en Raman se denomina espectroscopia Raman
mejorada en superficie (SERS) (Figura 12).

Esta mejora se debe principalmente a la LSPR de las nanoestructuras metalicas. La
amplificacion puede ser aun mayor cuando el analito se encuentra en los /ot spots, es
decir, zonas de la NP donde el campo electromagnético es mayor, como en los espacios
intersticiales formados en los agregados de NP o en determinadas zonas de las NP
anisotropicas.*

Figura 12. Principio de SERS. Adaptada de Ding y colaboradores.*’

Aplicacion en el disefio de biosensores

Una de las propiedades de las NP mencionadas que se puede aprovechar en el desarrollo
de biosensores es la facilidad que tienen estas de desactivar la fluorescencia
(quenching). La desactivacion de la fluorescencia ocurre principalmente por el
mecanismo de transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET) donde la
molécula fluorescente es el donador mientras que la nanoparticula es el aceptor. En este
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caso, en un biosensor la interaccion del analito con el receptor puede generar un cambio

en la distancia entre la NP y el donador, de manera que el efecto FRET se anule o se dé¢,
.. . 48

generando variaciones en la fluorescencia del donador.

Como se mencion6 anteriormente, los altos coeficientes de extincion de las NP permiten
que estas también puedan ser utilizadas en el desarrollo de biosensores colorimétricos.
Esto se logra, pues las bandas de LSPR dependen ligeramente del tamafio de la NP y del
indice de refraccion de los alrededores, pero varian en gran medida con la distancia
entre las NP. Por ejemplo, la agregacion de las NP produce un cambio pronunciado en
el color, debido al acoplamiento entre los plasmones de las NP adyacentes.*’ Algunos
biosensores colorimétricos basados en NP de oro o plata utilizan este cambio debido a
la agregacion como sefial de presencia o ausencia del analito. Mientras, otros sensores
aprovechan los cambios en la posicion de la banda de LSPR ocasionado por la presencia
del analito para su deteccion.
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3 Moléculas dirigidas para la identificacion de
biomarcadores tumorales

El primer paso del proceso de deteccion de un analito con un biosensor es el
reconocimiento de éste por medio de un bioreceptor. Para llevar a cabo este proceso se
han utilizado principalmente dos tipos de biomoléculas: anticuerpos y aptameros.

3.1 Anticuerpos

Los anticuerpos (Ab) o inmunoglobulinas (Ig) son proteinas grandes con forma de “Y”
producidas por células plasmaticas del sistema inmune adaptativo. Esta produccion de
Ab es utilizada por el sistema inmune para neutralizar patégenos como virus o bacterias.
Una parte fundamental de este proceso de neutralizacion es el reconocimiento de una
molécula del patdégeno llamada antigeno por medio del anticuerpo. Esto se logra, porque
cada punta superior de la “Y” en el anticuerpo contiene una seccion llamada paratopo
que reconoce especificamente a una zona del antigeno, el epitopo. Cuando el anticuerpo
y el antigeno se juntan, forman un complejo por medio de interacciones no covalentes
con una elevada precision y afinidad (Figura 13). De esta manera, se logra marcar a un
patogeno o célula infectada para que sean atacadas o inhibidas por el sistema inmune.

Figura 13. Estructura basica del Ab y representacion de la interaccion antigeno — anticuerpo.

Estructura

En la estructura basica de un Ab (Figura 14) se pueden distinguir cuatro cadenas
polipéptidicas, esto es, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) que estan
unidas por puentes disulfuro. Cada una de estas cuatro cadenas presenta a su vez una
seccion constante (C) y una variable (V).
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En el Ab también se pueden distinguir dos bloques de construccion: el fragmento de
unidn del antigeno (Fab) y el fragmento constante (Fc). El fragmento Fab contiene la
region del fragmento variable (V), donde se forman los sitios de enlace del Ab y que le
confiere especificidad hacia el antigeno.”® En la Figura 14, se puede notar que el
fragmento Fab estd compuesto por la region variable de la cadena pesada (VH) y la
ligera (VL).

Figura 14. Estructura de un anticuerpo (Ab) de 150 kDa unida a su antigeno (amarillo). Las lineas rojas
son los puentes disulfuro. VL: Region variable de la cadena ligera, VH: Region variable de la cadena
pesada, CL: Region constante de la cadena ligera, CH, »5: Region constante de la cadena pesada. Tomada
de Conroy y colaboradores.”'

Es importante conocer la estructura del Ab, pues la funcionalizacion del nanomaterial
con éste sin alterar su especificidad y eficiencia es un paso crucial para la obtencion de
un sensor sensible. Debido a que el Ab es una macromolécula asimétrica, si su
funcionalizacion no se controla, puede ocurrir en diferentes orientaciones. Por ejemplo,
si la funcionalizacion ocurre a través de la region constante (Fc) y el sitio de enlace del
antigeno (Fab) se encuentra libre, entonces el sensor sera efectivo. En cambio si, por
otro lado, la funcionalizacion ocurre a través de Fab, entonces el sensor no mostrara su
mejor desempefio. En el siguiente capitulo, se discutird como se puede llevar a cabo esta
funcionalizacién de manera adecuada.

Tipos de Ab segln su obtencion

Dependiendo del tipo de aplicacion o la funcion que vayan a desempenar los Ab, se
pueden preparar anticuerpos monoclonales (mAb) o policlonales (pAb). Los anticuerpos
policlonales pueden reconocer diferentes epitopos, mientras que los anticuerpos
monoclonales, solo uno (Figura 15).

En algunos casos, es conveniente utilizar solo un tipo de Ab, pero en otros se pueden
utilizar ambos tipos de Ab, dependiendo de la funciéon que éstos cumplan en un sensor.
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Por ejemplo, se suele recomendar el uso de pAb para la captura del analito objetivo, y
mAb para la deteccion en ELISA de tipo sandwich.

Para el antigeno CEA existen ambos tipos de anticuerpos y han sido utilizados en el
desarrollo de nanosensores. Por ejemplo, Chon y colaboradores®® disefiaron un
nanosensor SERS de CEA utilizando ambos tipos de Ab para formar un
inmunocomplejo del tipo sandwich. De esta manera, se logra unir nanosferas huecas de
oro funcionalizadas con pAb que amplifican la sefial en Raman, y nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas con mAb para la separacion del analito de la matriz.

Figura 15. Especificidad de los anticuerpos policlonales y monoclonales.>

Ventajas y desventajas

Debido a la especificidad y afinidad de los Ab por sus antigenos, los anticuerpos (mAb
y pAb) tienen numerosas aplicaciones en el area de diagnostico siendo el desarrollo de
biosensores una de las areas mas explotadas.”® Para poder aplicar los anticuerpos en el
disefio de biosensores, se tienen que considerar ciertas caracteristicas como la
sensibilidad, la selectividad, la estabilidad y la facilidad de inmovilizacién. Estas
caracteristicas de los mAb y pAb se muestran en la Tabla 2 a modo de comparacion.

Tabla 2. Caracteristicas de los anticuerpos monoclonales y policlonales.”

Caracteristicas Policlonal Monoclonal
Facilidad de produccion 4+ 4+

Costo -+ T+
Estabilidad +++ Tt
Disponibilidad comercial +++ N
Facilidad de inmovilizacion | ++++ At
Sensibilidad-afinidad +++ FE
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A pesar de que los anticuerpos ofrecen capacidades de deteccion excelentes, estos
. .. . 4
presentan ciertas limitaciones:’

e [Estabilidad limitada frente a pH y temperatura.
e Pérdida de funcionalidad en medios no acuosos.
e Altos costos de produccion.

En los ensayos que utilizan nanomateriales para deteccion de biomarcadores, los
anticuerpos estan involucrados en la captura especifica del analito por medio de
interacciones antigeno-anticuerpo. Debido a la selectividad y sensibilidad de los
anticuerpos, la mayoria de biosensores plasmonicos han utilizado estas moléculas como
elemento de reconocimiento.>

3.2 Aptéameros

Los aptameros (Apt) son oligonucleo6tidos, como el 4cido ribonucleico (ARN) y el 4cido
desoxiribonucleico monocatenario (ssADN), o moléculas peptidicas, que pueden
reconocer una molécula con una alta afinidad y especificidad, debido a que los Apt
pueden adoptar una estructura tridimensional que les permite interaccionar con el
objetivo.”® Dependiendo de su secuencia y estructura 3D, los aptimeros pueden
disenarse para enlazarse a una gran variedad de analitos, desde moléculas simples hasta
proteinas, receptores de membrana u organismos enteros.’

La afinidad del aptdmero por su objetivo tiende a ser alta con una constante de
disociacion del complejo aptamero-objetivo que se encuentra en el rango de pico- a
milimolar. Estas afinidades son similares a las medidas para las interacciones entre mAb
y antigenos, por lo cual los aptameros también se pueden utilizar como bioreceptores.’®
Ademas, estas elevadas afinidades van acompafiadas de una gran selectividad, de
manera que los Apt pueden llegar a distinguir enantiomeros de moléculas pequefias o
variaciones pequefias en la secuencia de una macromolécula.”

La elevada afinidad y especificidad del aptamero se debe al cambio conformacional
adaptativo, es decir, los Apt pueden adaptar su conformacion e interaccionar con el
objetivo formando lo que se conoce como el complejo aptamero-objetivo (Figura 16).
En el proceso de formacion de este complejo, el aptdmero modifica su superficie de
reconocimiento con el objetivo y maximiza la complementariedad a través de puntos de
contacto cercanos.”® Dependiendo de los grupos funcionales del objetivo, las fuerzas
intermoleculares involucradas en la interaccion con el aptamero pueden ser los enlaces
puente de hidrogeno, las interacciones electrostaticas, de apilamiento e hidrofobicas.'
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Figura 16. Estructura de un complejo aptamero-objetivo.®

Estructura

Como se mencion6 anteriormente, el aptamero adopta una estructura 3D que le permite
reconocer a un analito selectivamente. Esta estructura tridimensional compleja esta
caracterizada por elementos como bucles, protuberancias, horquillas, pseudonudos,
tripletes o cuadrupletes (algunos de estos motivos estructurales se muestran en la Figura
17), y esta definida tanto por la secuencia del aptamero como por otros aditivos (p.¢j. la
presencia de cationes divalentes como Ca*" y Mg”").”*¢!

Al igual que en el caso de los anticuerpos, es muy importante conocer la estructura que
el aptamero debe adoptar, porque permite entender la necesidad de algunos aditivos. Por
ejemplo, Szostak y colaboradores® describieron un aptdmero de ARN capaz de
interactuar de manera especifica y selectiva con el grupo trifosfato del ATP, pero
Ginicamente en presencia de Mg”".

Por otro lado, la interaccion del aptamero con el analito induce un cambio en la
estructura del aptamero, lo cual puede ser util pues este cambio puede ser aprovechado
y monitoreado para el desarrollo de un sensor. Por ejemplo, Wen y colaboradores®
desarrollaron un biosensor de CEA con un aptamero horquilla biotinilado que se abre en
presencia de este analito exponiendo a la molécula de biotina. Este proceso permite su
captura en un electrodo modificado con grafeno y estreptavidina, permitiendo la
deteccion de CEA por cambios en la corriente de reduccion.
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Figura 17. Motivos estructurales de una secuencia de ADN. Adaptada de Yurushkin y colaboradores.**

Obtencion

Los aptameros son elegidos mediante un proceso de seleccidon combinatoria in vitro
altamente eficiente llamado SELEX (evolucion sistematica de ligandos por
enriquecimiento exponencial por sus siglas en inglés) mostrado en la Figura 18.

En este proceso, se parte de una amplia libreria de 10"-10"° secuencias diferentes de
oligonucledtidos. En primer lugar, el analito de interés es incubado junto con la libreria
de oligonucleétidos y, en este proceso, algunas secuencias interaccionan en mayor o
menor medida con el analito formando un complejo aptamero-analito. En el siguiente
paso, el lavado, se separan las secuencias mdas afines hacia el analito del resto de
secuencias de la libreria mediante técnicas como cromatografia de afinidad. Estos
oligonucleétidos luego son eluidos para separarlos del analito. Posteriormente, estas
secuencias son amplificadas mediante PCR (reaccion de polimerasa en cadena) para
generar ADN de cadena doble (dsADN). Como de estas dos cadenas solo una es afin al
analito, después se debe realizar un paso de separacion de estas hebras para obtener el
ssSADN deseado. Finalmente, las hebras amplificadas forman parte de la nueva libreria
para una siguiente ronda de seleccion. Después de alrededor de entre 10-15 ciclos, la
libreria enriquecida se clona y se secuencia. Cada uno de los oligonucleotidos es
evaluado con el fin de determinar la minima secuencia requerida para el enlace
especifico con el analito.'*”’

Para seleccionar aptameros de ARN, se necesitan realizar pasos adicionales de
transcripcion y transcripcidn reversa in vitro para interconvertir entre ADN y ARN,
dado que la PCR solo es posible para ADN.”
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Figura 18. Proceso SELEX. Adaptada de Smuc y colaboradores."

Ventajas y desventajas

Los aptameros se han convertido en una herramienta importante para el desarrollo de

biosensores. De hecho, los biosensores basados en aptameros presentan algunas
- - 59,65

ventajas sobre los basados en anticuerpos como:””

e Una mayor facilidad de obtencion, pues los aptdmeros se pueden sintetizar de
manera artificial, mientras que los anticuerpos no.

e En principio, se podrian seleccionar aptdmeros para enlazar cualquier analito,
mientras que los anticuerpos presentan problemas para detectar moléculas muy
pequeiias, lo cual reduce su aplicabilidad.

e Los aptadmeros son quimicamente mas estables que los anticuerpos.

e Algunos aptameros sufren cambios conformacionales en presencia del analito.
Esto permite tener mayor flexibilidad en el disefio de biosensores mas
novedosos, pues los aptdmeros no solo se podrian utilizar como sistema de
captura (reconocimiento) sino también en la transduccion de la sefial.

e Los aptameros son potencialmente reutilizables.
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Pese a que en algunos aspectos los aptdmeros son mejores que los anticuerpos, aun
presentan algunos problemas que limitan sus aplicaciones en el disefio de biosensores.
Una de las principales desventajas es su rapida degradacion (especialmente los de ARN)
por nucleasas en medio biolégico, lo cual puede limitar su aplicacion practica.®®
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4 Estrategias de conjugacion para funcionalizacion de
nanoparticulas

En la mayoria de sensores, la superficie del nanomaterial se debe funcionalizar con el
bioreceptor que interacciona directa o indirectamente con el analito. Con este fin, se han
estado utilizando diferentes técnicas de conjugacion para asociar moléculas funcionales
a la superficie del nanomaterial, las cuales se pueden clasificar en dos grupos: el
entrecruzamiento quimico y las interacciones fisicas. Idealmente, la molécula que se
une a la nanoparticula debe mantener su funcionalidad después de conjugarse con el
nanomaterial y no deberia alterar las propiedades de este ultimo a menos que este
proceso sea parte de la deteccion.

En este capitulo, se mostraran las principales técnicas de conjugacion utilizadas en la
fabricacién de un nanosensor. Se discutirdn las reacciones involucradas en cada una de
estas técnicas, las moléculas que se pueden conjugar, y como se pueden aprovechar en
la fabricacion de nanosensores.

4.1 Entrecruzamiento quimico

El entrecruzamiento quimico es el proceso en el cual dos o mas moléculas se juntan por
medio de un enlace covalente. Este método se utiliza muchas veces con proteinas u
otras biomoléculas, y es un componente critico en muchas técnicas como Western
Blotting y ELISA. Sin embargo, también se utiliza ampliamente para acoplar
determinados ligandos con nanomateriales para aplicaciones como imagen, el transporte
de un farmaco, y el desarrollo de sensores, entre otros.

La propiedad més importante de un reactivo entrecruzador es su grupo quimico
reactivo, lo que establece el método y el mecanismo para la modificacion quimica. Las
moléculas entrecruzadoras contienen por lo menos dos grupos reactivos que son capaces
de unirse quimicamente a grupos funcionales comunes y especificos. En ese sentido, la
mayoria de técnicas de entrecruzamiento involucran solo cuatro grupos funcionales:
aminas primarias, carboxilos, sulthidrilos o tioles, y carbonilos.

Cuando se escoge un entrecruzador para la fabricacion de un biosensor de interés, es
necesario tener en cuenta algunos factores como:

e la reactividad quimica del entrecruzador y su especificidad por un grupo
funcional particular;

e la longitud del espaciador, la cual se refiere a la distancia entre las moléculas
conjugadas;

e la solubilidad en agua, pues los grupos funcionales del entrecruzador pueden
afectar esta propiedad del nanomaterial utilizado;

e la velocidad de la reaccion, dado que en la conjugacion de un nanomaterial
puede afectar si el entrecruzador reacciona tan pronto es afladido en la solucion.
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Existen diversos métodos para enlazar ligandos con grupos reactivos a la superficie de
un nanomaterial mediante enlaces covalentes. Las conjugaciones covalentes mas
comunes que se llevan a cabo en la fabricacién de nanosensores son entre los grupos
hidrazida y aldehido, maleimida y tiol, acido carboxilico y amina primaria, y superficie
de oro y moléculas tioladas (Figura 19).
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Figura 19. Estrategias de conjugacion mas comunes en sintesis de nanosensores. (a) Hidrazida-aldehido,
(b) maleimida-tiol, (c) acido carboxilico-amina primaria con carbodiimida (EDC) y (d) superficie de oro y
moléculas tioladas. Adaptada de Werengowska-Ciecwierz y colaboradores.®’

En esta seccidon, se mostraran dos de las técnicas mas comunes de entrecruzamiento
utilizadas para la fabricacion de nanosensores: acoplamiento a través del enlace Au-S, y
conjugacion a través de la reaccidon con carbodiimida y N-hidroxisuccimida (EDC-
NHYS).

Enlace Au-S

La interaccion fuerte entre los compuestos tiolados (mercaptanos o grupos sulthidrilos)
y la superficie de metales nobles, sobre todo el oro, ha permitido el disefio y la
preparacion de monocapas de estas moléculas en la superficie de nanoparticulas de oro
para aplicaciones relacionadas con el desarrollo de biosensores.

La naturaleza inerte de las AuNP ha permitido el uso de cadenas de alcanos, asi como
otras moléculas tioladas, con una variedad de grupos funcionales terminales para asi
darle funcionalidad a la superficie de las AuNP. Por ejemplo, el &cido 11-
mercaptoundecanoico cuenta con un grupo —SH y un —COOH que, tras la unién a las
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AuNP, luego se puede utilizar para unir covalentemente biomoléculas como se mostrara
mas adelante (Figura 20-3). Otro ejemplo es el dcido 4-mercaptobenzoico, que posee un
grupo —SH, para la unién a las AuNP, y un —COOH unidos por un anillo de benceno,
que Wang y colaboradores®® utilizaron tanto como un reportador de sefial Raman como
para unir al Ab de CEA a través del grupo —COOH de esta molécula tiolada.

Por otro lado, los aptameros se pueden modificar quimicamente con determinados
grupos tiolados para que estos puedan conjugarse a la superficie de las AuNP
directamente.®” En estos casos, es necesario afiadir al aptimero (normalmente antes del
residuo —SH) un espaciador compuesto por una cadena de carbonos (Figura 20-4) o una
cadena de timinas/adeninas (Figura 20-6,7) con el fin de prevenir efectos de
impedimento estérico a nanoescala.”’ Un ejemplo de esto ultimo aplicado a la deteccion
de CEA, se encuentra en el uso de un espaciador de seis carbonos en el aptamero
horquilla de CEA (HS-(CH;)s-Aptamero-biotina) utilizado en el sensor de Wen y
colaboradores.®

Figura 20. Funcionalizaciéon de las AuNP con derivados tiolados. Las estructuras quimicas no estin
dibujadas a escala. (1) 11-Mercapto-1-undecanol, (2) acido 11-mercaptoundecanoico, (3) proteina
enlazada al 4cido 11-mercaptoundecanoico por medio de un enlace amida, (4) ADN enlazado al 4cido 11-
mercaptoundecanoico por medio de un enlace amida, (5) ADN directamente enlazado a la superficie de
oro a través de un espaciador de citosinas o de (6) timinas, (7) ADN enlazado a la superficie de oro a
través de una cadena complementaria parcial modificada con tiol, (8) proteina enlazada a la superficie de
oro a través de un enlace amida con 4-aminotiofenol, (9) ditiol, (10) PEG tiolado, (11) &cido
mercaptopropidnico. Adaptada de Yiice y colaboradores. ™

La formacion del enlace Au-S no requiere de condiciones drasticas, incluso, en algunos
casos, solo basta con mezclar las AuNP y el tiol por un tiempo determinado de
incubacion. Sin embargo, la fuerza de este enlace y la estabilidad de la AuNP
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funcionalizada con la molécula tiolada depende de diversos factores como el pH de la
solucion, la concentracion salina, el tiempo de incubacion y el tipo de compuesto
tiolado utilizado.”"

Modificacion a través de la reaccion con EDC-NHS

El acoplamiento con carbodiimida es uno de los métodos mas comunes utilizados para
modificar covalentemente grupos acidos carboxilicos libres con aminas primarias, con
el fin de funcionalizar una superficie. Las carbodiimidas son probablemente los
entrecruzadores de longitud cero mas utilizados, es decir, que una vez formado el enlace
amida, la carbodiimida deja de formar parte de la molécula.”” Estas moléculas
basicamente se pueden clasificar en dos tipos: las solubles y las insolubles en agua. De
estos dos, las solubles en agua son las mads utilizadas para conjugaciones de
biomoléculas, pues la mayoria de estas son solubles en agua, y dentro de este grupo, la
N-(3-dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida (EDC) es la mas recurrente para este
proposito.

La EDC puede reaccionar con el acido carboxilico formando un intermediario muy
reactivo, llamado o-acilisourea. Luego, este intermediario puede reaccionar con un
nucleofilo, como una amina primaria (-NH,), para formar el enlace amida (Figura 21).
Esta reaccion es mas efectiva en condiciones 4cidas (pH 4.5-5.5) y, para que la
conjugacion sea selectiva, se deben utilizar buffers libres de amina como, por ejemplo,
el buffer MES (4cido 4-morfolino-etano-sulfonico) o TBS (buffer Tris salino).
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Figura 21. Mecanismo de reaccién del EDC con un acido carboxilico para la formacion de la amida.
Adaptada de Hermanson y colaboradores.”

El problema de esta reaccion es que, durante la activacion del acido carboxilico, el
intermediario o-acilisourea es susceptible a una hidrdlisis rédpida regenerando al grupo
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carboxilo.” Este inconveniente se puede solucionar introduciendo N-hidroxisuccimida
(NHS) o su analogo mas soluble en agua N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) junto
con el EDC. Al introducir cualquiera de estos compuestos, luego de la formacion del
intermediario o-acilisourea, se produce la reaccion de esta molécula con el NHS
formando otro intermediario, éster succinimidil, mas estable (hidrdlisis mas lenta) y con
una mayor afinidad por las aminas primarias (Figura 22). De esta manera, se logra
mejorar notablemente el rendimiento del acoplamiento.

A diferencia del acoplamiento con EDC, el éster succinimidil reacciona con aminas
primarias bajo condiciones ligeramente alcalinas (pH 7.2-8.5). Como se menciond
anteriormente, esta conjugacion se debe llevar a cabo en condiciones libre de aminas,
sin embargo, el buffer TBS, asi como otras aminas primarias, se pueden utilizar para el
bloqueo de la reaccidn, es decir, el paso posterior al acoplamiento para desactivar los
grupos carboxilos activados que no hayan reaccionado.
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Figura 22. Esquema de reaccion del acoplamiento de grupos —-COOH y —NH, con EDC y sulfo-NHS.
Tomada de Hernandez y colaboradores.”™

Los ésteres succinimidil derivados del sulfo-NHS son similares a los de NHS a
excepcion del grupo sulfonato en el anillo N-hidroxisuccinimida. La carga que le otorga
este grupo a la molécula no afecta a la quimica de la reaccién de acoplamiento, pero si
incrementa la solubilidad del intermediario en medio acuoso. Adicionalmente, esta
carga evita que las nanoparticulas que se estan funcionalizando agreguen, debido a que
se mantiene la carga negativa que antes estaba dada por el grupo —COO".
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Esta técnica es ampliamente utilizada para la funcionalizaciéon de nanoparticulas, dado
que muchas veces el surfactante presenta un grupo carboxilo y todas las proteinas (por
ejemplo, los anticuerpos) contienen grupos aminas primarias en su estructura.®®

4.2 Interacciones fisicas

Otro método de conjugacion importante es a través de las interacciones fisicas o no
covalentes. Estas principalmente estdn basadas en fuerzas intermoleculares como los
enlaces puente de hidrogeno, las interacciones electrostaticas, de apilamiento e
hidrofobicas. En base al grado de especificidad entre estas interacciones, se pueden
clasificar en interacciones especificas y no especificas.

Dentro del grupo de las interacciones no especificas, se encuentran los métodos de
adsorcion de las biomoléculas sobre la superficie del nanomaterial. Este es uno de los
métodos utilizados para inmovilizar anticuerpos sobre la superficie de las nanoparticulas
de oro. En este proceso de interaccion entre AuNP y el Ab, participan principalmente
las interacciones electrostaticas e hidrofobicas.”” La adsorciéon de anticuerpos sobre
AuNP ya ha sido utilizada en la preparacion de biosensores de CEA, por ejemplo, Liu y
colaboradores’® lo usaron para inmovilizar el Ab de CEA sobre AuNP en el sensor de
deteccion por espectrometria de masas (MS) que desarrollaron. La principal desventaja
de la conjugacion por adsorcion es el bajo control de la orientacion de los anticuerpos
adheridos a la superficie del nanomaterial, lo cual puede disminuir la sensibilidad del
Sensor.

Sin embargo, la técnica de adsorcion no solo se utiliza para inmovilizar anticuerpos,
sino que también para conjugar otras moléculas de interés como, por ejemplo, Chon y
colaboradores™ que funcionalizaron las nanoesferas huecas de oro con el reportador
Raman 4,4’-dipiridil mediante adsorcion.

Por otro lado, las interacciones fisicas pueden también ser especificas como la
hibridacion de oligonucledtidos (combinacion de dos cadenas de oligonucleotidos de
secuencias complementarias para formar una doble cadena) o la interaccion
estreptavidina-biotina. Esta ultima técnica se discutird con mas detalle a lo largo de esta
seccion.

Estreptavidina-biotina

La interaccion no covalente entre (estrept)avidina y biotina es conocida como una de las
interacciones no covalentes mas fuertes en la naturaleza con una constante de
disociacion alrededor de 107" mol.L".”* La avidina es una glicoproteina que contiene
cuatro subunidades idénticas de 16 400 Da cada una, y cada subunidad contiene un sitio
de enlace para la biotina o vitamina H (Figura 23a) y una modificacion de
oligosacarido. La ventaja de esta proteina es su resistencia a la degradacion incluso bajo
condiciones extremas.

Tanto la fuerza del enlace no covalente entre avidina y biotina como su resistencia a
desnaturalizarse, hacen de esta proteina una herramienta Util para la conjugacion
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quimica. Sin embargo, la unica desventaja es su elevado punto isoeléctrico (pI = 10),
pues su carga positiva puede ocasionar interacciones no especificas del tipo idnicas con
moléculas cargadas negativamente.

La estreptavidina, por otro lado, es similar a la avidina en cuanto al enlace con la
biotina, es decir, contiene cuatro subunidades, cada una de ellas con un sitio de enlace
de biotina (Figura 23b). Sin embargo, debido a las diferencias estructurales con la
avidina, la estreptavidina puede superar la limitacion de la avidina relacionada a las
interacciones no especificas, pues presenta un punto isoeléctrico menor (pl 5-6). Por
otro lado, la estreptavidina, al igual que la avidina, también es robusta, es decir, puede
tolerar un amplio rango de condiciones de buffer, pH y procesos de modificacion
quimica.
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YNH H
HN ““MOH
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Figura 23. (a) Estructura de la biotina. (b) Esquema de la interaccion biotina estreptavidina. La

estreptavidina puede enlazarse a cuatro moléculas de biotina las cuales pueden estar conjugadas con
77

otras.

La biotina, también conocida como vitamina H o vitamina B7, es una vitamina
compuesta por un anillo ureido fusionado con un anillo tetrahidrotiofeno y un éacido
valérico unido a uno de los carbonos de este ultimo anillo (Figura 23a). El grupo
carboxilo del acido valérico de la biotina se puede conjugar con otras moléculas, como
proteinas y aptameros, con el fin de etiquetarlas para un posterior enlace con
estreptavidina, tal como se muestra en la Figura 23b.

Para la construccion de nanobiosensores basados en la interaccion biotina-
estreptavidina, normalmente se comienza con la modificacion de la superficie del
nanomaterial con estreptavidina seguido de la incubacidon con la molécula que lleva la
biotina para enlazarse al nanomaterial con estreptavidina.
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Para el primer paso, la modificacion del nanomaterial con estreptavidina, se pueden
utilizar diferentes métodos. Por un lado, dependiendo de la superficie del nanomaterial,
estas se pueden, simplemente, incubar junto con la estreptavidina en una solucion buffer
seguido de la eliminacion de la proteina no enlazada del medio de reaccion por
centrifugacion o filtracion.” En este caso, la adsorcion de la estreptavidina se puede
explicar por interacciones electrostaticas, van der Waals, o puentes de hidrogeno.”® Por
otro lado, también se puede utilizar la quimica EDC/Sulfo-NHS para acoplar los grupos
carboxilo del nanomaterial con las aminas de la estreptavidina.”

La interaccion estreptavidina-biotina ha sido utilizada en el desarrollo de biosensores de
CEA. Por ejemplo, Rong y colaboradores’® utilizaron nanoparticulas de oro modificadas
con estreptavidina para incrementar la sefial obtenida por SPR por medio de la
interaccion estreptavidina-biotina que solo ocurre en presencia del analito.
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5 Estrategias de deteccion de CEA Dbasados en
nanoparticulas

Las técnicas de deteccion juegan un papel importante en el descubrimiento y deteccion
de biomarcadores para aplicaciones clinicas o relacionadas a investigacion. Dentro de
este aspecto, existen diferentes factores a tener en cuenta en el desarrollo de
nanosensores de un biomarcador. Uno de ellos involucra la posibilidad de realizar el
ensayo propuesto en fluidos corporales, como el suero, pues es la forma mas directa de
analizar el contenido de un biomarcador y el tipo de pruebas mas utilizado clinicamente.
La principal desventaja del uso de suero, como muestra de analisis, es la variedad y
cantidad de componentes que contiene, ademdas de los biomarcadores de interés. Por
esta razon, se desea que el método de deteccion sea muy especifico, sin perder
sensibilidad.

La formacion del complejo sandwich es la estrategia mas empleada para la deteccion de
biomoléculas grandes, como el CEA, que son capaces de unirse a, por lo menos, dos
elementos de deteccion. Un ensayo que involucra la formacion de este complejo precisa,
principalmente, de dos elementos: (1) una superficie o nanomaterial (p.ej. MNP)
modificado con un elemento de reconocimiento (anticuerpos o aptdmeros) que captura y
concentra al biomarcador en una muestra, y (2) un elemento de reconocimiento
secundario que se une al biomarcador capturado en el paso anterior. Este elemento de
reconocimiento secundario, en el caso de nanosensores, se encuentra en la superficie de
un nanomaterial, el cual permite la obtencion de una sefial medible. En la Figura 24, se
representa esquematicamente el ensayo del tipo sandwich.

Figura 24. Representacion esquematica del ensayo tipo sandwich.

En ese sentido, tanto para los ensayos del tipo sindwich como para otro tipo de ensayos,
los nanomateriales han demostrado grandes ventajas en la deteccion de biomarcadores
mejorando la sensibilidad o selectividad de los ensayos clinicos actuales.

En este capitulo, se mostraran los avances en el desarrollo de nanosensores del antigeno
carcinoembionario (CEA) que utilizan técnicas convencionales como la espectrometria
de masas (MS), la deteccion eléctrica o electroquimica, y la deteccion Optica.
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5.1 Espectrometria de masas

La deteccién directa de biomarcadores tumorales en muestras reales utilizando
espectrometria de masas (MS) es dificultosa debido a su baja concentracion y a la
presencia de otras moléculas en el suero que pueden interferir en el andlisis. Es por esto
que en las investigaciones de los ultimos veinte afios se ha desarrollado técnicas de
deteccion utilizando nanomateriales para asistir a las técnicas basadas en MS. En el caso
de la deteccion de CEA, los nanomateriales han sido utilizados para amplificar la sefial
en la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).

ICP-MS es una técnica de analisis inorganico, elemental e isotdpico capaz de
determinar y cuantificar un amplio rango de metales y no metales. Las ventajas de esta
técnica incluyen bajos limites de deteccion, bajo efecto de la matriz, amplios rangos
dinamicos, y elevada resolucion espectral para elementos e is6topos.™

Debido a estas ventajas, ICP-MS acompafiado del etiquetado elemental del biomarcador
por medio de un nanomaterial se puede utilizar como una técnica para el desarrollo de
novedosos ensayos. ICP-MS, como método de deteccion, no requiere que las
nanoparticulas presenten caracteristicas Opticas, magnéticas, electroquimicas u otra
propiedad especial, dado que los iones metalicos resultantes de estas son detectados
directamente. Una ventaja adicional de este tipo de método es la obtencion de una
elevada sensibilidad por el uso nanoparticulas como etiqueta en lugar de iones metalicos
debido a las grandes cantidades de atomos en cada nanoparticula.”’

Rui Lui y colaboradores’ disefiaron un sensor de CEA basandose en el principio
mencionado anteriormente. Este es un inmunoensayo del tipo sandwich en el cual se
utilizaron dos anticuerpos para capturar y detectar el analito, y cuyo procedimiento a
modo de esquema se muestra en la Figura 25. El anticuerpo primario se adsorbe en la
superficie de la microplaca; mientras que el secundario se encuentra adsorbido en las
nanoparticulas de oro (AuNP). El anticuerpo secundario se anade junto con el analito a
la microplaca y luego de los lavados correspondientes, se realiza la amplificacion de la
sefial utilizando la superficie de las AuNP como catalizador de la reduccién de Ag'. De
esta forma, la amplificacion solo ocurre en los anticuerpos secundarios que formaron el
complejo sandwich con el CEA. Después, la capa de plata se disuelve en HNO; para
liberar los iones Ag" depositados, los cuales posteriormente se detectaron por ICP-MS.

Este método permite la cuantificacion de CEA en un rango de 0.07 — 1000 ng/mL con
un limite de deteccion de 0.03 ng/mL. La relevancia de este estudio radica en que es el
primero que utiliza nanosensores € ICP-MS para la deteccion de CEA basandose en la
estrategia sdndwich de ELISA consiguiendo limites de deteccion 60 veces mas bajos
que la técnica convencional.
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Figura 25. Diagrama esquematico del inmunoensayo siandwich y amplificacion con plata para la
detecciéon de CEA con AuNP funcionalizadas con Ab. Adaptada de Liu y colaboradores.™

ICP-MS no solo se ha utilizado en conjunto con nanoparticulas de metales nobles para
la deteccion de CEA, sino que ademas se han fabricado sensores utilizando otro tipo de
nanomateriales como puntos cuanticos (QD) o nanoparticulas magnéticas (MNP).

En el nanosensor disefiado por Cao y colaboradores,* se combinan estos dos ultimos
nanomateriales. Las MNP funcionalizadas con el anticuerpo primario de CEA permiten
extraer el CEA de la matriz. Mientras que los QD de ZnSe funcionalizados con el
anticuerpo secundario se utilizaron como etiqueta para determinar la concentracion de
CEA indirectamente por ICP-MS (Figura 26). La técnica para la deteccion de los QD es
ICP-MS en el modo single particle (SP-ICP-MS) en la cual se pueden introducir
directamente los QD sin necesidad de disolverlos, pues lo que se detecta no son los
iones resultantes, sino los QD. Las ventajas de esta variante sobre ICP-MS
convencional son su elevada exactitud y precision en la deteccion de nanoparticulas en
soluciones heterogéneas. El uso de esta nueva técnica (SP-ICP-MS) y la captura
selectiva de CEA por medio de las MNP contribuyeron a la obtencion de un limite de
deteccidn mas bajo que el sensor anterior (LOD = 0.006 ng/mL) y un amplio rango
lineal de 0.02 — 100 ng/mL.
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Figura 26. (a) Sintesis del ZnSe funcionalizado con el anticuerpo secundario de CEA; (b) Inmunoensayo
mangnético del tipo sandwich utilizando nanoparticulas magnéticas y QD de ZnSe. Adaptada de Cao y
colaboradores.®

Otra de las ventajas de ICP-MS que puede aprovecharse en el desarrollo de sensores es
su capacidad de llevar a cabo detecciones multielementales marcando cada biomarcador
con nanoparticulas de metales diferentes, por ejemplo. Teniendo esto en cuenta, Zhang
y colaboradores®™ desarrollaron un nanosensor para la cuantificacion simultanea de
glicoproteinas, dos biomarcadores glicoproteicos de prueba: el CEA y la alfa-
fetoproteina (AFP). Para conseguirlo, utilizaron perlas magnéticas (MB)
funcionalizadas con 4cido bordnico para la captura de las dos glicoproteinas, y AuNP y
AgNP funcionalizadas con anticuerpos selectivos para el etiquetado elemental. De esta
forma, la cantidad de iones plata u oro detectados por ICP-MS se pueden correlacionar
con la concentracion de cada una de las glicoproteinas analizadas (Figura 27). Los
limites de deteccion obtenidos fueron de 0.086 ng/mL para AFP y 0.054 ng/mL para
CEA y un rango lineal para ambos de 0.2 - 50 ng/mL.
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Figura 27. Esquema del inmunoensayo desarrollado por Zhang y colaboradores. Adaptada de Zhang y
colaboradores.™

Las ventajas que MS ofrece han permitido la fabricacion de nanosensores de CEA
bastante sensibles, de amplio rango dindmico y bastante precisos. Sin embargo, esta
técnica presenta ciertas limitaciones como un elevado costo de instrumentacion o falta
de portabilidad. Por estas razones, se suele optar por la fabricacion de nanosensores que
utilicen técnicas alternativas como detecciones eléctricas u opticas.

5.2 Deteccion eléctrica y electroquimica

Otra estrategia importante para la deteccion de biomarcadores tumorales es la basada en
la deteccion eléctrica o electroquimica. La deteccion electroquimica es muy popular
debido a sus caracteristicas extraordinarias que incluyen alta sensibilidad, un bajo costo,
compatibilidad con estrategias modernas del tipo laboratorio en un chip, y un
pretratamiento de muestra poco exhaustivo (la medicidon no esta afectada por el color o
la turbidez de la muestra).” Por estas razones, la deteccion electroquimica resulta
bastante atractiva para el desarrollo de novedosos nanosensores.

El principio basico de los nanosensores electroquimicos es una reaccion quimica en la
cual se liberan electrones, o se aceptan o consumen iones.*® Esta reaccion se lleva a
cabo entre un ligando restringido y un analito de interés que afecta de forma medible la
sefial transducida, como la corriente eléctrica o el potencial. Esta sefial se cuantifica
directamente y se relaciona con la presencia del analito de interés en la solucion. Las
detecciones electroquimicas presentan diferentes subtipos dependiendo del tipo de sefial
analizada como potenciometria, voltametria, amperometria, y espectroscopia de
impedancia electroquimica, de las cuales la mas comun es la voltametria.
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Los métodos voltamétricos requieren sistemas electroquimicos de dos o tres electrodos
junto con un potenciostato, los cuales permiten la aplicacioén del potencial y la medida
de la corriente obtenida. Para esta técnica, la estructura de la superficie del biosensor
debe estar disefiada cuidadosamente para que el reconocimiento del analito sea
especifico y suprima cualquier tipo de interaccion no especifica.®’

Dentro de las técnicas voltamétricas, se encuentran la voltametria ciclica (CV), la
voltametria de barrido lineal, la voltametria de pulso diferencial (DPV), y 1la
voltametria de onda cuadrada.®’

En la mayoria de nanosensores electroquimicos, se busca la unioén del transductor, un
nanomaterial en este caso, con el electrodo en presencia del analito, lo que finalmente
genera la sefial electroquimica que se mide y relaciona directamente con la
concentracion del analito. Con este fin, la estrategia mas utilizada es la formacion del
complejo sandwich entre el electrodo y el nanomaterial. Sin embargo, como se discutira
en uno de los estudios presentados en esta seccidn, esta estrategia no es la unica.

En un estudio, Peng y colaboradores®™ desarrollaron un sensor voltamétrico para CEA
que utiliza como técnica de deteccion CV. Este sensor se basa en un mecanismo de
amplificacion de sefal que resulta de la participacion de nanoparticulas magnéticas
(Fes04) funcionalizadas con AuNP y una plataforma de deteccion de grafeno/quitosana-
ferroceno (Figura 28). En esta plataforma, se inmovilizan los anticuerpos primarios,
mientras que Fe;O4/AuNP se funcionaliza con los anticuerpos secundarios. De esta
manera, solo en presencia del analito, se logra formar el complejo sandwich y la
cantidad de nanoparticulas de oro presentes en la plataforma de deteccion es
proporcional a la concentracion de CEA. La determinacion sensible de CEA en este
sensor se consigue por la reduccion catalitica de p-nitrofenol (NP) a p-aminofenol (AP)
utilizando las AuNP como etiquetas y catalizadores. Luego, el AP se oxida a p-quinona
imina (QI) por el ion ferrocenio generado electroquimicamente. Finalmente, se utiliza
NaBH4 para reducir QI a AP, el cual se puede oxidar de nuevo. Mediante la
amplificacion basada en esta reaccion ciclica redox del AP, se logra incrementar la senal
en un factor de 10 a comparacion del sensor sin el etiquetado con Fe;O4/AuNP. Con
este método, se consiguio un amplio rango lineal de 0.001 — 30 ng/mL y un bajo limite
de deteccion de 0.39 pg/mL.
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Figura 28. Esquema de la preparacion del inmunosensor y principio de la deteccion electroquimica.
Adaptada de Peng y colaboradores.™

Por otro lado, Shu y colaboradores® desarrollaron un sensor electroquimico del tipo
sandwich que también utiliza AuNP para amplificar la sefal electroquimica. Lo
novedoso de este sensor es el uso de dos aptameros para la formacion del sandwich de
CEA entre un electrodo de oro modificado con el primer aptamero tiolado de CEA (Apt
1) y las AuNP con el segundo aptamero tiolado de CEA (Apt 2) y 6-ferrocenil
hexanotiol (Fc), tal como se muestra en la Figura 29. La deteccién amperométrica de Fc
se lleva a cabo mediante voltametria de pulso diferencial (DPV) la cual permite
cuantificar la concentracion de CEA. Este nanoaptasensor del tipo sandwich posee un
rango lineal desde 1 a 200 ng/mL con un limite de deteccion de 0.5 ng/mL. Ademas, el
uso de aptameros para formar el sandwich, ofrece las ventajas de estas biomoléculas
sobre los anticuerpos mencionadas en la seccion 3.2.

Recientemente, la idea del sdndwich de aptameros fue retomada por Shekari y
colaboradores™ para desarrollar un aptasensor electroquimico del tipo sandwich de
CEA utilizando AuNP y puntos cuanticos de grafeno con el fin de mejorar la
sensibilidad y la biocompatibilidad. De esta forma, lograron obtener incluso mejores
rangos lineales (10.0 fg/mL — 200.0 ng/mL) y limites de deteccion (3.2 fg/mL) que
demuestra que mediante la estrategia del sandwich de aptameros se pueden disefiar
sensores que sean tan o mas sensibles que los sensores a base de anticuerpos. Por esta
razon, se espera un mayor empleo de este tipo de aptameros en investigaciones futuras.
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Figura 29. Diagrama sobre la deteccion electroquimica del nanoaptasensor basado en la amplificacion de
sefial por medio de AuNP para la deteccién de CEA. Adaptada de Shu y colaboradores.®

Si bien es cierto que la mayoria de técnicas electroquimicas son del tipo sdindwich, se
pueden disefiar otras estrategias de deteccion que se basen en el uso de otra de las
caracteristicas de los bioreceptores. Una de estas opciones es aprovechar los cambios
conformacionales inducidos en los aptameros (p.ej. aptameros horquilla) por la
interaccion con el analito para generar una respuesta medible.

En ese sentido, el nanosensor de Wen y colaboradores® aprovecha las caracteristicas de
los aptameros horquilla. Para construir este nanosensor, se utilizaron nanovarillas de oro
(GNR) funcionalizadas con el aptdmero horquilla de CEA biotinilado en el extremo 3’
y tiolado en el extremo 5’ (HO), como transportadoras de la peroxidasa de rdbano
(HRP). Cuando el conjugado (HO-GNR-HRP) se encuentra en presencia del analito, la
interaccion del CEA con el aptdmero ocasiona la apertura de la estructura horquilla del
aptamero exponiendo a las biotinas. De esta manera, este conjugado es capturado en el
electrodo de grafeno modificado con estreptavidina, debido a la interaccion biotina-
estreptavidina. Finalmente, la acumulacion de HRP cerca al electrodo cataliza la
oxidacion mediada por perdxido de hidrogeno de la o-fenildiamina, de forma que se
genera una corriente de reduccidon electroquimica (medida por DPV) que se puede
correlacionar con la concentracion de CEA (Figura 30). Se determind que este sensor
presenta un rango lineal de 5 pg/mL hasta 50 ng/mL y un limite de deteccion de CEA de
1.5 pg/mL, y ademds muestra una buena correlacion con técnicas clinicas estandar al
realizar los ensayos con muestras reales.
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Es importante resaltar que en este estudio los aptameros horquilla cumplen,
potencialmente, el rol de los dos tipos de anticuerpos utilizados en los sensores basados
en la formacion del inmunocomplejo sdndwich. Esto sumado a las ventajas de los
aptameros sobre los anticuerpos vuelve atractivo el uso de estas moléculas. Por estas
razones, se espera el disefio de nanosensores que aprovechen las ventajas que ofrecen
los aptameros horquilla en investigaciones futuras.

Figura 30. (A) Fabricacion del conjugado HO-GNR-HRP. (B) Esquema del ensamblaje del electrodo y
estrategia de deteccion de CEA. Adaptada de Wen y colaboradores.”

El uso de los nanomateriales, especialmente de metales nobles, como amplificadores de
sefial o transportadores de otras moléculas ofrece ventajas en la deteccion
electroquimica. Sin embargo, la principal limitacion de los nanosensores
electroquimicos es que presentan dificultades al llevar a cabo la deteccion en soluciones
fisioldgicas, en concreto, en presencia de concentraciones elevadas de sales. Dado que
es un sistema de deteccion electronica, depende de la presencia y diferencia de cargas,
entonces las soluciones tampon de diferentes sales pueden interferir con la interaccion
de la carga y esto puede afectar la sensibilidad del nanosensor.”’ Pese a ello, estas
limitaciones se superaron con éxito en los estudios descritos en esta seccion, mediante
procedimientos previos de separacion y aislamiento del analito.
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Adicionalmente, debido a las tendencias en la miniaturizacion de los electrodos, se
espera que, en investigaciones futuras, se adapten este tipo de sensores a la modalidad
laboratorio en un chip.

5.3 Deteccion ¢ptica

La deteccion Optica utilizando nanosensores presenta como una de sus principales
ventajas una elevada sensibilidad debido a las interacciones unicas entre la luz y los
nanomateriales. Los nanosensores opticos, dependiendo del disefio y del nanomaterial,
pueden llevar a cabo el proceso de deteccion mediante diferentes métodos como
fluorescencia, quimioluminiscencia, espectroscopia de absorcion, resonancia del
plasmon superficial (SPR), resonancia del plasmén superficial localizado (LSPR) y
espectroscopia Raman mejorada en superficie (SERS). La sensibilidad de estos sensores
esta fuertemente relacionada con el modo de deteccion de los fendmenos dpticos.

En esta seccion, se mostraran los nanosensores opticos de CEA que utilizan alguno de
los métodos de deteccidon mencionados anteriormente. Ademas, se discutiran el disefio
del nanosensor, las ventajas y las desventajas de cada una de las técnicas.

5.3.1 Fluorescencia y quimioluminiscencia

Fluorescencia

Generalmente, en los métodos de deteccion basados en fluorescencia se utilizan
fluoroforos organicos. Sin embargo, la obtencion de bajos limites de deteccion
utilizando estas moléculas puede ser dificil debido a su bajo rendimiento cuéntico, su
rapida fotodesactivacion y su facil agregacion. Para superar estas limitaciones, se
utilizan diferentes tipos de nanomateriales, siendo los mas comunes los QD que
permiten detecciones mas estables, sensibles y precisas debido a sus propiedades,
descritas en la Seccion 2.2.

Una de las estrategias de deteccion por fluorescencia asocia la interaccion entre el
analito y el bioreceptor con un fendmeno de transferencia de energia a nanoescala. A
esta transferencia no radiativa de energia, desde un donador excitado a un aceptor, se la
conoce como transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET). En ese sentido,
se puede utilizar el par QD-AuNP como donador-aceptor para aprovechar el fenomeno
FRET en el disefio de nanosensores.

En un estudio, Qian y colaboradores*® desarrollaron un inmunoensayo basado en FRET
entre el par AuNP-QD para la deteccion fluorimétrica de CEA. El ensayo consiste en
utilizar nanoesferas de SiO, recubiertas con QD de CdTe funcionalizados con el
anticuerpo policlonal de CEA como donadores, y AuNP funcionalizadas con el
anticuerpo monoclonal de CEA como aceptores. En presencia del analito CEA, se forma
el inmunocomplejo del tipo sandwich entre los QD y las AuNP acercandolos lo
suficiente como para desactivar la fotoluminiscencia de los QD (Figura 31).
Posteriormente, las variaciones fluorimétricas observadas se pueden relacionar con la
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concentracion de CEA presente en la muestra, llegando a un rango lineal de 1 ng/mL
hasta 110 ng/mL y un limite de deteccion de CEA de 0.3 ng/mL.

Figura 31. Representacion esquematica de la estrategia de deteccion fluorimétrica basada en FRET.
Adaptada de Qian y colaboradores.**

Por otro lado, los QD se pueden utilizar para deteccion fluorimétrica de forma mas
directa, separando el inmunocomplejo de QD con el analito, de manera que la
fluorescencia del QD medida es directamente proporcional a la concentracion del
analito. Ademas, se puede aprovechar la facilidad de modular el espectro de emision de
los QD con el tamafio, para la deteccion simultinea de més de un biomarcador
etiquetandolos con diferentes QD.

Este tipo de deteccion se llevo a cabo, recientemente, en el estudio realizado por Ding y
colaboradores’ en el cual desarrollaron un método de deteccion simultanea de CEA y
del fragmento de citoqueratina 19 (CYFRA21-1), otro biomarcador de cadncer pulmonar
de células no pequefias. Este inmunoensayo fluorimétrico esta basado en perlas
magnéticas (MB) para la separacion de los analitos; y dos tipos de nanoperlas de puntos
cuanticos de CdSe/ZnS (QB, i.e. QD encapsulados en un polimero) con emision
maxima a 530 nm y 585 nm como etiquetas del analito respectivo. Las QB presentan
algunas propiedades iguales que los QD, tales como un amplio espectro excitacion,
estrechos espectros emision y longitudes de onda de emision sintonizables cambiando el
tamafio de los QD envueltos en las QB. Sin embargo, a comparacion de los QD, las QB
son mas estables en una matriz compleja y presentan una fluorescencia mas intensa’, lo
que las convierte en elementos ideales para este tipo de ensayos. Cada uno de los tipos
de QB se funcionaliza con el anticuerpo correspondiente: el de CEA o el de CYFRA21-
1. Las perlas magnéticas funcionalizadas con los anticuerpos de CYFRA21-1 y CEA se
utilizan para aislar los correspondientes analitos. Luego de la formacion y separacion de
los inmunocomplejos sdndwich, se miden las intensidades de emision de los diferentes
QB bajo una misma longitud de onda de excitaciéon de 340 nm (Figura 32). Los limites
de deteccion obtenidos fueron de 0.1 ng/mL para CEA y 0.2 ng/mL para CYFRA2I1-1,y
un rango lineal para ambos biomarcadores de 0.2 - 128 ng/mL. Ademads, este método
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permitio la deteccion exitosa de estos dos biomarcadores en simultaneo en muestras
reales de suero humano.

Figura 32. Representacion esquematica de la determinacion simultanea de CEA y CYFRA21-1 basado
en el uso de QB y MB. Adaptada de Ding y colaboradores.”

Quimioluminiscencia

La quimioluminiscencia (CL) es una técnica Optica que consiste en la emision de
fotones como resultado de una reaccidon quimica. La principal ventaja de esta técnica, a
comparacion de la fluorescencia y otras técnicas Opticas, es que no requiere una fuente
externa de luz. Para el desarrollo de técnicas de este tipo, se han explorado otras
propiedades de las nanoparticulas como, por ejemplo, las AuNP como portadoras de
AuCly que catalizan la reaccion quimioluminiscente de luminol con H,O,.

En ese sentido, Hao y colaboradores”™ aprovecharon esta caracteristica de las AuNP
para amplificar las sefiales quimioluminiscentes en un inmunoensayo desarrollado en el
cual, el CEA de la muestra se inmoviliza en la superficie de una microplaca y luego se
marca con el anticuerpo primario de CEA. Posteriormente, el anticuerpo unido al CEA
se etiqueta con AuNP funcionalizadas con un anticuerpo secundario que reconoce la
region constante del anticuerpo primario. Después, la amplificacion por crecimiento de
las AuNP se realiza utilizando la superficie de la AuNP como catalizador de la
reducciéon del Au’" afiadido. La posterior adicion de acido disuelve las AuNP, y el
AuCly formado se separa de la mezcla de reaccion y se utiliza para medir la
concentracion de CEA indirectamente, dado que el AuCly cataliza la reaccion entre el
luminol y el H,0O,, dando lugar a un producto luminiscente (Figura 33). Asi, la
intensidad quimioluminiscente obtenida mediante este ensayo estd correlacionada
directamente con la concentracion de CEA y permite determinar concentraciones de
CEA en el rango de 100 pg/mL a 1000 ng/mL con un limite de deteccion de 20 pg/mL.
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Figura 33. Representacion del inmunoensayo basado en chemiluminiscencia para la deteccion de CEA.
Adaptada de Hao y colaboradores.”

Una técnica derivada de CL es la electroquimioluminiscencia (ECL) que se basa en la
emision de luz generada por una reaccion de transferencia de electrones entre moléculas
generadas electroquimicamente. Esta técnica presenta algunas ventajas sobre CL. En
primer lugar, ECL permite controlar el tiempo de la reaccion de emision de luz, es decir,
permite retardar esta reaccion hasta que ocurran ciertos eventos como la formacion del
complejo sandwich. En segundo lugar, ECL puede ser una técnica mas sensible que CL
dado que en ECL se pueden realizar procesos ciclicos redox de amplificacion; y, en
tercer lugar, se pueden obtener dos tipos de sefiales: la intensidad de corriente y la
luminosa, lo que permite estudiar los mecanismos de emision de luz.”

Recientemente, Zheng y colaboradores™ reportaron un nanosensor basado en un
composito de QD de ZnSe/ZnS para la deteccion de CEA por ECL. En el disefio de este
nanosensor, se utilizaron tres nanomateriales: QD, AuNP y 6xido de grafeno reducido
(rGO). El composito de QD esta formado por rGO recubierto por cloruro de poli-
(dialildimetilamonio) (PDDA) sobre el cual se adsorben los QD por interaccion
electrostatica, que, posteriormente, se funcionalizan con el anticuerpo secundario de
CEA (Ab2) (Figura 34). En este material compuesto, los QD son los lumino6foros
mientras que el rGO-PDDA se utiliza como transportador de los QD y por su elevada
conductividad eléctrica. Por otro lado, el electrodo se modifica con AuNP, y luego se
funcionaliza con el anticuerpo primario de CEA (Abl). Las AuNP se utilizan por su
amplia area superficial y conductividad eléctrica que permite incrementar las sefiales
electroquimioluminiscentes cuando se forma complejo sandwich. El proceso de
deteccion se muestra de forma esquematica en la Figura 33. La muestra se anade al
electrodo para la captura de CEA por medio del Abl, y luego se agrega el composito
para la formacion del complejo sandwich. Posteriormente, se genera la emision de
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fotones de los QD por ECL utilizando persulfato de potasio (K;S;Og) como
correactante. En este proceso, el catodo produce especies electroactivas del QD y el
S,0s> que reaccionan entre si generando ZnSe/ZnS* en estado excitado el cual, al
regresar al estado basal, emite fotones cuya intensidad estd relacionada con la
concentracion de CEA. Mediante este ensayo, se determind un limite de deteccion de
0.029 pg/mL y un amplio rango lineal de 0.0001 — 100 ng/mL.

Figura 34. Fabricacion del inmunosensor del tipo sandwich y proceso de deteccion
electroquimioluminiscente de CEA. Adaptada de Zheng y colaboradores.”

5.3.2 Deteccidn colorimétrica

Las técnicas colorimétricas han captado mucho la atencion en el desarrollo de
nanosensores debido al bajo costo en los equipos de lectura y la capacidad de inspeccion
visual. Esto ultimo hace referencia a que los cambios de color, debido a la respuesta del
nanosensor en presencia del analito, se pueden interpretar a simple vista. Debido a la
simplicidad en la operacidn y portabilidad del sensor, este tipo de sensores presentan el
potencial de poder utilizarse como métodos de deteccion comerciales.

Los nanosensores colorimétricos principalmente contienen nanoparticulas de oro
(AuNP) y/o enzimas que generan respuestas colorimétricas como la peroxidasa de
rabano (HRP). Asi, aprovechando la elevada relacion éarea-volumen, las AuNP se
pueden utilizar como portadoras de estas enzimas para amplificar la sefial colorimétrica
que estas generan.

Liu y colaboradores’’ aprovecharon esta estrategia en el desarrollo de un inmunoensayo
colorimétrico enzimatico. En este método, se emplean AuNP funcionalizadas con el
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anticuerpo de CEA etiquetado con biotina, la cual sirve como un punto de anclaje para
una posterior conjugacion con la peroxidasa de rdbano conjugada con estreptavidina
(esptreptavidina-HRP) (Figura 35a). En el primer paso, se utilizan microparticulas
magnéticas (MMP) funcionalizadas con el anticuerpo de CEA que capturan el analito.
Luego, la adicion del complejo AuNP-antiCEA-HRP induce la formacion del complejo
sandwich que, posteriormente, se aisla mediante separacion magnética (Figura 35b).
Como resultado de este proceso, las HRP que quedan atrapadas en el complejo
sandwich se utilizan para catalizar la reaccion entre el sustrato 3°,5,5°-
tetrametilbenzidina (TMB) y el peroxido de hidrégeno, dando lugar a un compuesto
coloreado cuya absorbancia a 450 nm se registra para la cuantificacion. Mediante este
ensayo, se consiguio una amplificacion de sefial colorimétrica efectiva obteniéndose un
rango lineal de 0.05 — 50 ng/mL y un limite de deteccion 48 pg/mL que es 13 veces
menor que el reportado para ensayos convencionales como ELISA. Esta amplificacion
de senal se debe principalmente a que las AuNP utilizadas en este ensayo pueden
transportar alrededor de 12 moléculas de HRP por su elevada relacion area-volumen.

Figura 35. Esquema de deteccion de CEA. (a) Preparacion de AuNP funcionalizadas con el anticuerpo de
CEA y HRP, y de MMP funcionalizadas con anticuerpo de CEA. (b) Inmunoensayo colorimétrico basado
en la formacion del complejo sandwich de CEA. Adaptada de Liu y colaboradores.”’

Sin embargo, las AuNP no solo se pueden utilizar como transportadoras de otras
moléculas, sino que también sirven como indicadores colorimétricos debido a la fuerte
dependencia de las propiedades Opticas con la distancia entre las AuNP. En ese sentido,
en un nanosensor colorimétrico basado en AuNP, la presencia o ausencia del analito
debe promover un cambio en las distancias entre ellas. Con este proposito, es posible
utilizar los aptdmeros debido a que se pueden adsorber o funcionalizar en la superficie
de las AuNP protegiéndolas de la agregacion inducida por sal, dado que los aptameros
aumentan la repulsion electrostética entre ellas. En ese sentido, si se utilizan nanoesferas
de oro, se espera observar una coloracion de la solucion resultante del ensayo que varie
de roja (por la ausencia de agregados) hasta azulada (por la formacion de agregados).
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En un estudio, Liang y colaboradores’® desarrollaron un biosensor colorimétrico cuya
respuesta en presencia del analito se basaba en el grado de agregacion de las AuNP.
Este sensor utiliza la amplificacion por circulo rodante hiperramificado (HRCA), una
técnica que tiene el mismo objetivo de amplificacion que la PCR, pero es mas simple.
La estrategia consiste en mezclar soluciones de diferentes concentraciones de CEA con
el correspondiente aptamero. En ausencia del analito, el aptdmero hibrida con una hebra
complementaria (cADN), lo cual evita que ésta se una a la hebra candado
(oligonucleotido cuyas terminaciones son complementarias a una cadena especifica,
cADN para este caso) para iniciar la amplificacion por HRCA. Dado que la
concentracion de la hebra candado y el primer no son los suficientemente altas para
prevenir la agregacion inducida por sal de las AuNP, este proceso ocurre, y el color de
la solucidén adquiere una tonalidad azulada (Figura 36 — ruta A). Por otro lado, en
presencia del analito, el aptamero forma el complejo aptamero-CEA en lugar de hibridar
con cADN. De esta forma, cADN hibrida con la hebra candado, lo que permite iniciar la
HRCA generando un gran nimero de cadenas simples de ADN. Dado que estas cadenas
se adsorben facilmente en las AuNP y previenen su agregacion, la solucion de AuNP
permanece de color rojo (Figura 36 — ruta B). Mediante esta estrategia, se consigui6é un
rango lineal de 5 pM — 0.5 nM y un limite de deteccion de 2 pM.

Figura 36. Principio del biosensor colorimétrico basado en HRCA. Adaptada por Liang y
colaboradores.”

Si bien es cierto que el sensor mostrado anteriormente es bastante sensible y presenta un
rango lineal aceptable, los métodos simples, rdpidos y de bajo costo son los mas
atractivos comercialmente. Por ello, Luo y colaboradores” disefiaron un sensor
colorimétrico que reune estas caracteristicas, basado en la agregacion de las AuNP
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inducida por sal y los cambios de conformaciéon del aptdmero con un grupo tiol en
presencia del analito. En este método, en primer lugar, la adiciéon de aptdmeros a la
muestra produce la formacion del complejo aptdmero-CEA. Luego de la adicion de
AuNP, ocurre la funcionalizacién de las AuNP con los aptdmeros anadidos en exceso o
libres. Finalmente, la adicion de NaCl induce la agregacion de las AuNP y se registra el
espectro UV-vis para cuantificar la concentracion de CEA utilizando la relacion de la
absorbancia de las AuNP y los agregados. A diferencia del estudio anterior, la presencia
de CEA en la solucion promueve indirectamente la agregacion de las AuNP, dando
lugar a una solucidon con tonalidad azulada (Figura 37). Mediante este método, se
determind un rango lineal de 0 — 120 ng/mL y un limite de deteccion de 3 ng/mL. Una
ventaja adicional de esta estrategia es la posibilidad de modular el rango lineal y el
limite de deteccion variando las cantidades de aptamero y NaCl afiadidas.

Figura 37. Esquema de la deteccion colorimétrica de CEA utilizando aptimeros de CEA y AuNP sin
funcionalizar. Adaptada de Luo y colaboradores.”

Pese a las ventajas que ofrecen los nanosensores colorimétricos, estos presentan ciertas
limitaciones, especificamente, las basadas en la agregacion de las AuNP. Por un lado,
las AuNP pueden agregarse de forma no especifica en fluidos biologicos complejos
limitando su aplicacion directa en muestras clinicas reales. Por otro lado, se requiere
que estas nanoparticulas sean muy monodispersas, pues la banda plasmonica seria mas
estrecha lo que facilitaria el monitoreo del grado de agregacion de las AuNP. Por
ultimo, la adaptacion de este tipo de metodologias a la deteccion de multiples analitos es
dificultosa, y, hasta el momento, no se han reportado sensores de este tipo que involucre
CEA. Sin embargo, futuros avances en este tipo de sensores podrian superar alguna de
estas limitaciones para su uso como prueba preliminar.
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5.3.3 Resonancia del plasmon superficial (SPR)

SPR es una técnica dptica no destructiva que permite detectar pequefios cambios en el
indice de refraccion de la superficie del sensor que, normalmente, es un chip compuesto
por peliculas de oro. Generalmente, esta técnica se utiliza para estudiar las interacciones
basadas en enlaces por afinidad entre biomoléculas, por ejemplo, las interacciones
antigeno-anticuerpo, la cinética de un par ligando-receptor y las reacciones enzima-
sustrato.'” Sin embargo, también es posible utilizar esta técnica para la detecciéon de
biomarcadores debido a su sensibilidad, robustez y versatilidad. Otra de las ventajas de
los biosensores basados en SPR es que permiten llevar a cabo la deteccion en varios
biofluidos como plasma, suero, orina y saliva.'"’

El principal proposito del desarrollo de biosensores basados en SPR es mostrar una

técnica analitica en tiempo real, de bajo costo, miniaturizada, rapida y de fécil uso, asi

como sensible y selectiva, de la misma forma o incluso mejor que las técnicas actuales.

Para optimizar esta técnica, se han estudiado diferentes estrategias para amplificar los

cambios en el indice de refraccion, y las mas comunes son la conjugacion con

anticuerpos secundarios y la modificacion con nanoparticulas. La mejor amplificacion

se obtiene por conjugacion con nanoparticulas debido a tres razones:'”

e un incremento en la masa absoluta luego de la conjugacion,

e aumento en el indice de refraccion del analito,

e vy la interaccion electromagnética entre la superficie de plasmon localizado de la
nanoparticula metalica y el SPR de la pelicula.

En un estudio realizado por Rong Li y colaboradores’, se puso a prueba por primera
vez la deteccion por SPR de CEA mediante diferentes modalidades: deteccion directa,
amplificacion con anticuerpos secundarios, y amplificacion con nanoparticulas de oro.
Para ello, se funcionaliza el chip (CM5) con el anticuerpo monoclonal de CEA
(mAbCEA-C3) y, posteriormente, se inyecta la solucion de CEA sobre el sensor para la
deteccion directa (Figura 38c). Para el ensayo sandwich, se repite la inyeccion de CEA
y luego se agrega la solucion de otro anticuerpo monoclonal de CEA (mAbCEA-BS)
obteniéndose mejores resultados (Figura 38d). Por ultimo, para obtener limites de
deteccion atin mas bajos, se repiten los dos pasos anteriores, pero esta vez utilizando el
anticuerpo monoclonal B5 biotinilado (bio-mAbCEA-BSY), y, posteriormente, se agrega
la solucion de AuNP funcionalizadas con estreptavidina (SA-GNP) (Figura 38e). En
este Ultimo ensayo, se obtuvo un rango lineal de 1-60 ng/mL y el limite de deteccion
mas bajo de las tres modalidades, 1.0 ng/mL. Ademads, se demostré su buena
selectividad y su aplicabilidad en matrices reales complejas.
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Figura 38. Metodologia de deteccion de CEA por SPR mediante amplificaciéon con nanoparticulas de
oro. Adaptada de Li y colaboradores.”

Las limitaciones con respecto a la deteccion de multiples analitos en un solo canal, se
pueden superar disefiando chips con multiples canales donde en cada uno se detecte un
biomarcador especifico.

En ese sentido, Wang y colaboradores'®® desarrollaron un biosensor de deteccion
simultanea de CEA, AFP y CYFRA 21-1. Con este fin, los autores utilizaron un chip
multicanal, donde en cada canal se detecta uno de los biomarcadores mencionados, y
una estrategia de doble amplificacion del tipo sdndwich. La superficie de oro del chip
estd funcionalizada con AuNP que luego se conjuga con el anticuerpo del biomarcador
correspondiente. El uso de AuNP permite aumentar el area superficial del sensor
mejorando el proceso de captura del analito (primera amplificacion). Posteriormente a la
captura, se agregan los QD funcionalizados con el anticuerpo secundario del analito
para formar el inmunocomplejo sandwich consiguiendo la segunda amplificacion de la
sefial en SPR (Figura 39). De esta forma, se logré la deteccion simultanea de los tres
biomarcadores con un rango lineal de 0.1 — 1000 ng/mL y un LOD de 0.1 ng/mL para
los tres. Ademas, mediante electroquimioluminiscencia, en el mismo biosensor se pudo
corroborar la consistencia de los resultados obtenidos.
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Figura 39. Diagrama esquematico de un canal del sensor de tres biomarcadores mediante SPR. Adaptada
de Wang y colaboradores.'*

Las técnicas basadas en SPR presentan ventajas como bajo volumen de muestra
requerida, deteccion de multiples analitos, portabilidad, especificidad y sensibilidad.
Debido a ello, se esperan avances en la integracion de la tecnologia SPR en dispositivos
de micro/nanofluidos para producir sensores que se puedan utilizar en hospitales o
clinicas. Ademas, se esperan estudios en los que se reemplacen los anticuerpos por
aptameros para reducir el costo de produccion del sensor y volverlo més accesible.

5.3.4 Espectroscopia Raman mejorada en superficie (SERS)

Como se explico en la seccion 2.3, la espectroscopia Raman mejorada en superficie
(SERS) es una técnica analitica que permite la deteccion ultrasensible de una molécula
que se encuentra adsorbida en la superficie de una nanoparticula de metal noble,
generalmente AuNP. Como resultado de esta técnica, se obtiene un espectro Raman
unico de la molécula adsorbida.

En el desarrollo de nanosensores a base de SERS, las nanoparticulas que marcan
selectivamente el analito estdn funcionalizadas con moléculas muy activas en Raman
que presentan sefiales conocidas e intensas, y a las cuales se denominan reportadores
Raman. La estrategia mas utilizada para este tipo de sensores consiste en la separacion
del analito, seguida del etiquetado con nanoparticulas funcionalizadas con el reportador
Raman y finalmente la medicion del espectro SERS. En consecuencia, la intensidad de
la sefial mas caracteristica del reportador Raman se puede correlacionar con la
concentracion del biomarcador etiquetado.

Tanto en las técnicas basadas en fluorescencia como en las basadas en SERS se utiliza
una fuente de excitacion. Sin embargo, las detecciones por SERS presentan ventajas

52



sobre fluorescencia, pues no se corre el riesgo de la fotodesactivacion del fluordforo, y
las bandas mas estrechas obtenidas en los espectros Raman permiten el desarrollo de
sensores de analitos multiples.

Uno de los aspectos importantes en el desarrollo de nanosensores SERS es la
amplificacion de las sefiales Raman del reportador. Para conseguir aumentar este factor,
es necesario aumentar el nimero de /ot spots, es decir, zonas donde se concentra el
campo electromagnético, y, por tanto, la amplificacion de las sefiales Raman es mayor.
Esto se consigue modulando la distancia entre las nanoparticulas o utilizando
geometrias particulares de AuNP. De todas las formas de AuNP, las nanoestrellas de
oro (AuNS) han mostrado poseer mayor amplificacion en SERS que las nanovarillas o
' Esto se debe a que las puntas de las AuNS concentran el
campo electromagnético generando una mayor amplificacion de las sefiales en Raman,
por lo que es frecuente su uso en este tipo de sensores con el fin de mejorar la
sensibilidad.

las nanoesferas de oro.

Recientemente, Carneiro y colaboradores'® desarrollaron un sensor que combina los
polimeros molecularmente impresos (MIP) y SERS. En este sensor, a diferencia de los
mostrados anteriormente, el elemento de captura no son ni anticuerpos ni aptameros,
sino los MIP. Estos materiales son polimeros hechos a medida preparados en presencia
de una molécula plantilla. Como resultado de este proceso, luego de la remocion de la
molécula plantilla, se obtiene un polimero con cavidades afines y selectivas hacia esta
molécula (Figura 40A-D). En este trabajo, los MIP permiten la captura y concentracion
de CEA en la muestra analizada (Figura 40D-E). Posteriormente, se utilizan las AuNS
funcionalizadas con el reportador Raman (4-aminotiofenol) y el anticuerpo de CEA para
etiquetar este analito capturado en el MIP y se procede al registro del espectro Raman
(Figura 40E-G). Mediante este método, se consiguid un amplio rango lineal de 1 a 1000
ng/mL y un limite de deteccion de 1 ng/mL.

Lo novedoso de este estudio es la combinacion de dos elementos de reconocimiento
diferentes: MIP y anticuerpos. De esta forma, se combinan las ventajas de cada uno de
estos elementos: el bajo costo y el corto tiempo de produccion de los MIP, y la elevada
selectividad de los anticuerpos. Se espera que en investigaciones futuras se estudie la
combinacion de los MIP con otros elementos de captura, como los aptameros, en el
desarrollo de nanosensores.
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Figura 40. Metodologia de deteccion de CEA por SERS utilizando MIP. Adaptada de Carneiro y
colaboradores.'®

Por otro lado, recientemente, Xiang-Ru y colaboradores'® desarrollaron un nanosensor
para la deteccion simultdnea de tres biomarcadores de céancer al higado: la a-
fetoproteina (AFP), el antigeno carcinoembrionario (CEA) y la ferritina (FER). Este
sensor se basa en la formacion de un inmunocomplejo sandwich diferente por cada
biomarcador, entre las perlas magnéticas funcionalizadas con los anticuerpos de los
biomarcadores (MB), el biomarcador, y las nanoesferas de oro funcionalizadas con los
anticuerpos secundarios, asi como un reportador Raman diferente para cada
biomarcador (etiqueta SERS) (Figura 41). La intensidad de la sefial Raman
caracteristica de cada uno de los reportadores se puede correlacionar con la
concentracion del biomarcador respectivo. Uno de los aspectos mas importantes de este
sensor es el buen disefo y eleccion de los reportadores Raman, de forma que sus sefiales
de interés no se sobrelapen entre si, y que, sobre todo, no interfieran con la matriz
(suero). De esta forma, consiguieron reducir el ruido de fondo mejorando la sensibilidad
y la reproducibilidad. Esto tultimo, sumado al enriquecimiento por separacion
magnética, permite obtener bajos limites de deteccion para cada biomarcador: 0.15
pg/mL para AFP, 20 pg/mL para CEA y 4 pg/mL para FER. Ademas, al realizar los
ensayos en 39 muestras clinicas de suero notaron una mejora significativa en el
diagnéstico de cancer de higado al considerar estos tres biomarcadores a comparacion
de solo AFP.

La importancia de este estudio es que se aprovecharon las bandas estrechas de los
reportadores para poder disefiar un sensor de tres biomarcadores. Ademas, se resalta la
importancia de la buena seleccion de los reportadores para reducir la interferencia de la
matriz. Por otro lado, es uno de los pocos estudios que involucran CEA, en los cuales,
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por medio de pruebas en muestras clinicas, se muestra la importancia de la deteccion de
multiples biomarcadores para brindar diagndsticos mas precisos.

Figura 41. Representacion esquematica de la deteccion de multiples biomarcadores. Adaptada de Bai y
colaboradores.'”

SERS es una técnica analitica conocida desde hace décadas, pero cuya aplicacion en el
desarrollo de nanosensores de biomarcadores es bastante reciente. Pese a ello, los
nanosensores disefiados hasta el momento, han demostrado poseer una elevada
sensibilidad superando a otras técnicas empleadas comiinmente. Otra caracteristica que
vuelve atractiva a esta técnica es la posibilidad de la deteccion de multiples
biomarcadores que, como se mostrd en el estudio anterior, resulta de vital importancia
para dar un diagndstico mas preciso y hacer un mejor monitoreo de la enfermedad. Por
otra parte, para volver esta técnica mdés accesible se esperan estudios futuros que
evaltien el uso de aptameros en el disefo del nanosensor.
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6 Conclusiones

En este trabajo de investigacion, se han discutido los tres tipos de nanomateriales
(nanoparticulas magnéticas, puntos cuanticos y nanoparticulas de metales nobles), los
elementos de reconocimiento y los principales métodos de deteccion del biomarcador
tumoral CEA.

Atendiendo a los tipos de biorreceptores, se han estudiado dos: anticuerpos y aptameros.
En este aspecto, para la deteccion de CEA, se han disefiado mas nanosensores utilizando
anticuerpos que empleando aptameros, probablemente por la facilidad que estos brindan
para el armado del complejo sandwich, que es la estrategia habitualmente empleada
para una mayor sensibilidad. Sin embargo, en algunos estudios discutidos, se han
observado que los aptameros también pueden cumplir este rol de la misma forma que
los anticuerpos o de formas alternativas (véase aptameros horquillas). En ese sentido,
debido a la facilidad de obtencién y bajo costo de los aptdmeros, a comparacion de los
anticuerpos, se espera el incremento en su uso en el disefio de futuros nanosensores.

En cuanto a los principales métodos de deteccion, estos se pueden agrupar en tres
categorias: MS, deteccion eléctrica y deteccion Optica. Para todas las técnicas
discutidas, se han descrito estudios donde se muestra que el uso de nanomateriales
mejora la sensibilidad y la especificidad de la deteccion de este biomarcador. Esta
mejora se debe a las propiedades tUnicas de los nanomateriales y la colaboracion
sinérgica entre ellos, lo que permite obtener mejores resultados o desarrollar nuevas
estrategias. De los sensores estudiados, se ha podido destacar una gran variedad de
nanomateriales como los QD, las MNP y las NP; asi como nanomateriales derivados
como las QB y las MB; otros nanomateriales como el grafeno y las nanoesferas de SiO,;
y materiales novedosos como los MIP.

Por ultimo, con respecto a las estrategias de deteccion, se han observado tendencias
hacia el desarrollo de nanosensores de deteccion simultanea de multiples biomarcadores
y la miniaturizacion de los mismos (modalidad laboratorio en un chip). Por un lado, en
cuanto a la deteccion simultanea, destacan los nanosensores basados en fluorescencia,
resonancia del plasmén superficial (SPR) y espectroscopia Raman mejorada en
superficie (SERS). Por otro lado, en cuanto a la miniaturizacién, destacan los
nanosensores basados en SPR y los basados en la deteccion electroquimicas. Por ello, se
espera un ¢énfasis y una mejora en estas técnicas para el desarrollo de futuros
nanosensores.

En general, los nanosensores muestran un gran potencial para el diagndstico de
enfermedades y monitoreo de CEA en pacientes. En ese sentido, todos los avances
realizados hasta el momento tienen como ultimo objetivo trasladar estos sensores a la
clinica y volverlos més accesibles a los pacientes con el fin de mejorar su calidad de
vida.
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