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RESUMEN

Desde hace unos afios el cancer de prostata (CaP), se ha convertido en una preocupacion para la
medicina debido a que es la segunda causa de muerte en hombres. Actualmente el antigeno prostatico
especifico PSA (4-10 ng/mL) en sangre es el mas empleado para la prediccion de esta enfermedad.
En la busqueda de biomarcadores que puedan ayudar en el diagndstico, la sarcosina ha sido
ampliamente estudiada como biomarcador potencial para predecir la progresion del CaP, debido a que
se ha investigado que existe una relacion entre la progresion de CaP y este analito en orina (80.1—
1975.8 ng/mL), por tanto, es vital la deteccion temprana para el tratamiento exitoso de la enfermedad.
Desarrollar un método rapido, sensible y especifico para la deteccion de sarcosina es primordial. En
nuestro trabajo se disefiaron sensores potenciométricos para sarcosina utilizando electrodos de estado
sélido base epoxi grafito empleando polimeros de impresibn molecular como elementos de

reconocimiento.

Los sensores se diseflaron empleando como elemento de reconocimiento polimeros de impresion
molecular con diferentes monémeros y se empled un programa de modelado computacional para
determinar el mondmero de mejor energia de enlace (acido metacrilico). Los polimeros se probaron
en sistemas de extraccion en fase solida (EFS) siendo el polimero IIA, VIIAy PIM =SC | los de mejor
capacidad de adsorcion: 9.03-10; 8.0-10°y 6.44-10* de sarcosina/g de PIM respectivamente, el
mejor tiempo de adsorcion fue de 90 min y el pH de trabajo fue 7. El mejor disolvente para la elucion

de sarcosina fue una mezcla acido acético-metanol 9/1.

Los sensores potenciométricos miniaturizados disefiados se emplearon en la deteccion de sarcosina.
Los resultados de la calibracion mediante el método de las adiciones arrojaron que presenta una
respuesta Nerstiana en el intervalo de 8.0-10% — 5.9-10"° mol/L para el sensor lIA (6 % polimero de 15
um). La pendiente obtenida es de -23.7 mv/Dec y los limites de deteccion del sensor se encuentran
en 2.0-10® mol/L con un coeficiente de correlacién de 0.985. La deteccién es dependiente del pH
siendo el pH 7 el empleado para las determinaciones, el tiempo de respuesta del sensor es de 30 sy
su tiempo de vida de 6 meses. Los sensores son selectivos a sarcosina en presencia de otros
compuestos (biotina, histidina, acido urico y glicina) a excepcion de la creatinina con un Ka s Pot (0.2).
Por los resultados obtenidos podemos decir que los sensores obtenidos son selectivos a sarcosina y

se podrian emplear en la deteccion de este biomarcador en muestras de orina de pacientes con CaP.



ABSTRACT

For a few years, prostate cancer (PCa) has become a concern for medicine, because it is the second
leading cause of death in men. Currently the antigen prostatic specific PSA (4-10 ng / mL) in blood is
the most used for the prediction of this disease. In the search for biomarkers that can help in the
diagnosis, sarcosine has been widely studied as a potential biomarker to predict the progression of
PCa, because it has been investigated that there is a relationship between the progression of PCa and
this analyte in urine (80.1-1975.8 ng/mL), by therefore, early detection is vital for the successful
treatment of the disease. Developing a fast, sensitive and specific method for the detection of PCa is
paramount. In our work, potentiometric sensors for sarcosine were designed using graphite epoxy
based solid state electrodes using molecular imprinted polymers as recognition elements.

The sensors were designed using molecular printing polymers with different monomers and a
computational modelling program was used to determine the best binding energy monomer
(methacrylic acid). The polymers were tested in solid phase extraction systems (SPE) with polymer IIA,
VIIA and PIM -SC | with the best adsorption capacity 9.03-10°, 8.08:10° and 6.44:10“* mg / ¢
respectively, the best adsorption times was 90 min and the working pH was 7. The best solvent for the
elution of sarcosine was an acetic acid-methanol mixture 9/1.

The miniaturized potentiometric sensors designed were used in the detection of sarcosine. The results
of the calibration by the addition method showed that it has a Nerstian response in the range of 8-108
- 5.9:10° mol / L for the IIA sensor (6 % polymer of 15 um). The slope obtained was -23.7 mv / Dec
and the detection limits of the sensor are at 2.0-10® mol / L with a correlation coefficient of 0.985. The
detection is dependent on the pH, 7 was the pH used for the determination and the response time of
the sensor is 30 s and its life time of 6 months. The sensors are selective to sarcosine in the presence
of other compounds (biotin, histidine, uric acid and glycine) with the exception of creatinine with a Ka,
s Pot (0.2). From the results obtained we can say that the sensors obtained are selective to sarcosine

and could be used in the detection of this biomarker in urine samples from patients with PCa.



(/]

c /I deteq

Este trabajo fue realizado en el Centro de Investigacion
y Desarrollo Tecnoldgico en Electroquimica (CIDETEQ),

bajo la direccion

Dr. Abraham Ulises Chavez Ramirez
co-direccion

Dr Aristides Camilo Valdés Gonzalez



El presente trabajo se realiz6 en el CENTRO DE]NV%T]@A@]@N YD]&S&KR@LLO

TECNOLOGICO EN ELECTROQUIMICA, Bajo la direccion del Dr Abraham Ulises

Chavez Ramirez y la co-direccion del Dr Aristides Camilo Valdez Gonzélez.

Agradezco al CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA al CENTRO
DE  INVESTIGACION Y DESARROLLO TECNOLOGICO EN

ELECTROQUIMIC# por el apoyo economico brindado y las facilidades materiales brindadas

para la realizacion del presente proyecto.



No debemos tener miedo a equivocarnos,
hasta los planetas chocan y del caos
nacen las estrellas

“Charles Chaplin”

Hay una fuerza motriz mas poderosa
gue el vapor, la electricidad y la

energia atbmica: la voluntad.

El crecimiento intelectual debe
comenzar solo en el nacimiento y
solo cesar con la muerte.

“Albert Einstein”
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1. INTRODUCCION

Hace algunas décadas las enfermedades cancerigenas, han estado afectando la calidad de vida del
hombre, siendo consideradas una de las principales causas de mortalidad y morbilidad . Entre los
tipos de tumores malignos causantes de cancer, el de prostata (CaP) es el mas comun encontrado en
hombres, por lo que se estima que 1 de cada 7 sera diagnosticado con este tipo cancer en el transcurso
de su vida 2.

En México, el CaP es el segundo mas comun encontrado en hombres. Las cifras oficiales (2019)
indican que casi 7 mil mexicanos mueren anualmente por ese padecimiento, siendo reportados entre
21 y 25 mil nuevos casos al afio, lo que posiciona a este padecimiento como un grave problema de
salud publica.

El CaP es un padecimiento que se origina como consecuencia del desarrollo de células cancerosas
en la glandula prostatica, este desarrollo de células tumorales generalmente ocurre después de los
cincuenta afios de edad. La deteccion de CaP podria y deberia ser oportuna, lo que incrementaria
sustancialmente la tasa de supervivencia a la enfermedad, la falta de una cultura en medicina
preventiva, los mitos y prejuicios “machistas” asociados al procedimiento de diagndstico mas
empleado, el analisis digital del recto, le permiten desarrollarse hasta alcanzar altas cotas de
mortalidad. Debido a esto, los investigadores han ido desarrollando estrategias terapéuticas, en
funcién de mejorar la calidad de vida de los pacientes después de su diagndstico y tratamiento. A
pesar de estos esfuerzos, hoy dia, la sobrevivencia sigue siendo muy baja 2.

El CaP, segun los estudios realizados, es una enfermedad heterogénea. Se trata de tumores que
progresan de manera asintomatica, en la mayoria de los casos, por lo que pueden ser imperceptibles
0 muy agresivos y como consecuencia de esto, las manifestaciones clinicas so6lo aparecen cuando la
enfermedad es sistémica 4. Por esta razén, alrededor del 92 % de la diagnosis es realizada cuando la
enfermedad se encuentra en la préstata y en los érganos adyacentes, en el denominado estadio local
o regional, segun el Instituto Mexicano de Seguridad Social (IMSS)®°. De acuerdo al IMSS, sélo en el
2014 se diagnosticaron alrededor de 233,000 nuevos casos, el 60 % de los cuales se detectd ya en
etapas avanzadas, provocando la mortalidad de alrededor de 80 mil mexicanos, muchos de los cuales
habrian podido sobrevivir si se contara con un sistema de deteccion temprana. Anualmente 6 de cada
10 casos se diagnostican en hombres de 65 afios 0 mas y en pocas ocasiones se presenta antes de
los 40 afios . Uno de los principales retos en este tipo de enfermedad es desarrollar pruebas de

diagndstico eficientes en etapas tempranas.



Los métodos de diagnostico mas comunes empleados para la deteccion del CaP son: el examen digital
del recto (DRE) y la prueba del antigeno especifico de la préstata (PSA) 7 las cuales presentan una
sensibilidad y especificidad limitada 8. En el caso del DRE, la eficacia del diagnéstico dependera de la
experiencia y habilidad del especialista que lo realiza, para discriminar si el aumento de la prostata es
producido por alguna de las diferentes patologias que puede presentar la préstata: hiperplasia,
inflamacion o infeccion prostatica, entre otras afecciones y la prueba del PSA, pese a que se considera
un marcador tumoral efectivo, su aumento no siempre asegura que exista CaP, lo cual hace que su
especificidad no sea muy elevada. Se ha demostrado que debido a la inespecificidad de estas pruebas
aproximadamente el 75 % de las biopsias transrectales realizadas dan resultados negativos °1°. Esto
representa una consecuencia negativa para el paciente debido a que pueden existir complicaciones
en la toma de muestra, como alto riesgo de infeccion, malestar e incomodidad y la angustia de saber
que puedes estar padeciendo de esta enfermedad 112,

La alta prevalencia de CaP, su heterogeneidad y las distintas vias moleculares potencialmente
implicadas en su patogénesis, hacen improbable que un Unico marcador molecular tenga una
sensibilidad y especificidad suficientemente alta para considerarlo idéneo. Por lo tanto, resulta de
particular interés mejorar la capacidad para pronosticar y predecir esta mortal enfermedad. Esto
conlleva a la investigacion de nuevos biomarcadores y el desarrollo de herramientas tecnolégicas para
su deteccion. En los dltimos afios han comenzado a publicarse trabajos donde se realiza la deteccion
de combinaciones de varios marcadores en sangre y/o en el orina que sumados, aumenten la

sensibilidad y especificidad en el diagndstico del CaP 314,

En el presente trabajo se propone obtener electrodos potenciométricos miniaturizados que puedan
determinar biomarcadores potenciales de CaP basados en polimeros de impresién molecular (PIM).
Estos ultimos actuardn como elemento de reconocimiento del analito seleccionados presente en

fluidos bioldgicos (suero u orina).

Tomando en consideracion la importancia y actualidad que tiene el desarrollo de nuevos y mejores
materiales (PIM) para la deteccion de biomarcadores que identifiquen el CaP, la importancia de
incorporarlos a la deteccion, las facilidades de los sistemas para la miniaturizacion y el haber
encontrado muy poca literatura sobre la deteccién de selectiva de biomarcadores empleando PIM se

puede reconocer el siguiente problema cientifico:



Problema cientifico:

Los sistemas de deteccidon actuales resultan poco eficientes para el diagnodstico de CaP de forma
especifica y en etapa temprana.
Hipotesis

El desarrollo de PIMs y su empleo como portador movil en la construccion de sensores
potenciométricos miniaturizados brindaran una solucion tecnoldgica de alta sensibilidad, especificidad

y rapida respuesta para la deteccion de biomarcadores relacionados con el CaP.



2. Objetivos
2.1  Objetivo general

Desarrollar electrodos miniaturizados potenciométricos empleando PIM como elemento de

reconocimiento de biomarcadores de CaP.

2.2 Objetivos especificos

1. Seleccionar la molécula plantilla (biomarcador) mas adecuada con base en la revision

bibliografica

2. Sintetizar los polimeros de impresion molecular de tipo acrilico para los biomarcadores

seleccionados
3. Caracterizacion fisico quimica de los materiales obtenidos por diferentes técnicas
4. Desarrollar sensores potenciométricos de membrana liquida empleando los PIMs sintetizados
5. Caracterizar analiticamente los sensores

6. Evaluacién operacional del sensor



3. ANTECEDENTES

3.1Biomarcadores para la deteccién de CaP

A pesar de las limitaciones del PSA, actualmente se sigue empleando para la deteccion del CaP. Este
biomarcador es una serina proteasa producida por el epitelio de la prostata que se utiliza en oncologia
como un biomarcador no especifico para el premonitoreo del CaP cuando sus valores se encuentran
en concentraciones de 4 a 10 ng/mL 5. Aunque la concentracion del PSA se eleva en pacientes con
CaP también puede elevarse en pacientes con tumores benignos, con hiperplasia benigna de préstata
(HBP), prostatitis y asociado a factores como la edad e infecciones etc, de ahi la baja especificidad.
Es por ello que se estan considerando una serie de biomarcadores, mas efectivos para emplearlos
como herramientas de apoyo para la deteccion del CaP. En este sentido, hay un grupo de
biomarcadores del tipo protedmico, metabolémico y gendmico que han sido objeto de estudio. De los
mas de mil metabolitos estudiados ¢ hay un pequefio grupo que se destaca debido a que se
incrementan significativamente cuando hay presencia de CaP: la prolina, kiurenina, glicerol 3 fosfato,
leucina, creatinina, uracil, glicina y el metabolito secundario sarcosina; otros biomarcadores como la
calicreina 2 (hk2), el antigeno temprano de cancer de prostata (EPCA), el antigeno especifico de
membrana (PSMA), el antigeno prostatico del cancer (PCA3), el homdlogo de la fosfatasa y tensina
PTEN vy la fusién del gen TMPRSS2-ERG incrementan su concentracion cuando hay tumores

presentes en la prostata.

El EPCA es una proteina que se eleva cuando hay presencia de CaP 1718 su deteccién en muestras
de suero permite diferenciar entre la enfermedad local y extra prostatica, ademas, establecer si el
paciente se encuentra sano o tiene CaP. Aunque se han hecho pruebas y se ha determinado que es
un marcador mas especifico que el PSA, adn no es lo suficientemente confiable para reemplazar al
PSA en el diagnostico de tumores prostéticos. EI PSMA es una glicoproteina que se encuentra en el
tejido prostatico sano y con tumoraciéon 718, Este anticuerpo se ha empleado con un anticuerpo
monoclonal marcado con In''! para deteccién in vivo de CaP en tejido y en suero; adicionalmente
permite diferenciar grado de tumor y estadio de la enfermedad. Su limitacion radica en que aun no se
ha establecido si es mejor predictor de la enfermedad que el PSA, por lo que se encuentra en estudio.
El PTEN es un gen supresor del tumor localizado en el cromosoma 10, que normalmente esta presente
en el tejido prostatico 1314 1°, Su deteccién en sangre es asociada con cancer positivo y recurrencia,

siendo empleado, junto con TMPRSS2 para la prediccion de la enfermedad. Por otra parte, el PCA3



es un gen que resulta elevado en mas del 90% de los casos de CaP, mientras que resulta normal en
otras patologias no malignas 3141920 | a Food and Drugs Administration (FDA) ha probado el uso del
PCA3 con un punto de corte de 25 como indicador de necesidad de biopsia en pacientes con niveles
de PSA entre 2.5-10 ng/mL y pacientes con biopsias previas negativas y cifras de PSA
persistentemente elevadas, lo que indica su valor predictivo negativo (90 %), sensibilidad de 77.5 %,
especificidad de 51.7 % y el valor predictivo positivo de 33.6 %. El TMPRSS-2 suele combinarse con
el PCA3, un producto derivado de la fusion del gen TMPRSS-2 con el factor de trascripcion ERG. Dicho
producto corresponde a una serino proteasa transmembrana tipo Il que se expresa de forma normal
en el epitelio prostatico y ha sido involucrada en procesos patoldégicos como el CaP. Sin embargo, su
funcién biolégica es aun desconocida. Estos nuevos compuestos tienen multiples ventajas sobre el
PSA ya que predicen el riesgo de enfermedad y su deteccion evita biopsias innecesarias. En el caso
del PCAS3, aunque su concentracion es independiente del tamafio de la préstata, para la determinacion
del punto de corte aun depende de la determinacion del mARN (acido ribonucleico mensajero) del PSA
para establecer el valor que se correlaciona con la necesidad o no de biopsia en pacientes con CaP.
Otros biomarcadores como la sarcosina (N-metilglicina), se ha comprobado que la concentracién de
este biomarcador se incrementa significativamente en los pacientes durante la progresion del CaP 3
2122 | a relacion entre los cambios en los niveles de concentracion de sarcosina en la orina humana
en el desarrollo de CaP fue publicado por primera vez en 2009 por Sreekumar et. al. 6. Por su parte,
el grupo de Struys et. al. 23, realiz6 un estudio preliminar donde determiné que la detecciéon de este
biomarcador en sangre tiene mas potencialidades para ser empleado para el diagnéstico, debido a
gue aumenta su concentracion cuando hay tumores prostaticos presentes. Ademas, otro estudio
realizado por Isaaq et. al. %, corrobora que en sangre hay mas posibilidades de detectarla y a diferencia
de los otros metabolitos es el mas estudiado, debido a que tiene mas potencialidades para ser
empleado como predictor de la enfermedad. Otro marcador que promete ser un buen candidato para
su estudio es la hk2 3171825 '|3 cual es una glicoproteina del grupo de las calicreinas humanas y esta
localizada en la préstata. La hk2 es mas especifica del tumor que el PSA y se expresa a niveles mas
altos en el tejido prostatico canceroso. También se ha comprobado que la concentracion del precursor
(pro hK2) se encuentra elevado en suero de pacientes con CaP y en el tejido prostatico canceroso
comparado con el tejido de la HBP o el tejido prostatico normal 26, Adicionalmente, estos marcadores
resultan ser mas especificos de los tumores prostaticos, con muy pocas probabilidades de ser

encontrados en otros tipos de células cancerigenas.



En afos recientes se han realizado varios intentos de detectar multiples biomarcadores de CaP con el
objetivo de desarrollar dispositivos automaticos para su deteccion en suero, orina o tejido. Este es el
caso de grupos como el de S. Simpa Salami et. al. 2 que desarrollaron un algoritmo clinico que
combina la deteccién urinaria de TMPRSS2: ERG y PCA3 con la de PSA en suero para predecir el
CaP. Bharathi Laxman et. al. 28 crean la primera generacion de andlisis multiplexados gPCR de
biomarcadores que se expresan en etapa temprana (AMACR, ERG, GOLPH2, PCA3, SPINK1, TFF3,
y TMPRSS2: ERG). La sensibilidad y especificidad para el modelo multiplexado fue de 65,9 %y 76 %
respectivamente y los valores predictivos positivos y negativos fueron 79,8 % y 60,8 %,
respectivamente. Por otra parte, Xie Chong et. al. 2° identificaron epitopes de células de 6 antigenos
previamente asociados a CaP: el NY-ESO-1, XAGE-1b, SSX-2,4, a- metilacil-CoA racemasa
(AMACR), p90 y LEDGF estos se conjugaron con microesferas seroMAP para permitir la medicion
multiplexada en muestras de suero. Zheng et. al. 20 describen la deteccién eléctrica multiplexada de
marcadores de cancer (PSA, PSA-a1-antiquimotripsina, antigeno carcinoembrionario (CEA) y mucina-
1, utilizando dispositivos de efecto de campo (hanocables de silicio) en los que se incorporan nanohilos
como receptores. Los marcadores se detectaron en concentraciones 0,9 pg/ mL con elevada
sensibilidad y especificidad en muestras de suero. Estos métodos proporcionan una mejora
significativa sobre las técnicas de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas
en inglés) estandar, pueden predecir proliferacion de los tumores después de un tratamiento de
qguimioterapia o quirdrgico, ayudar a los especialistas en el diagndstico clinico y ademas evita biopsias
innecesarias. Sus desventajas radican, en la mayoria de los casos, en el uso de los antigenos,
anticuerpos o enzimas para hacer la medicién lo cual hace que la técnica sea de un solo uso y con
tiempos limitados debido a caducidad de los biomarcadores como de los reactivos para su
determinacién, lo que limita su empleo, asi como los biomarcadores que determinan por estas técnicas
son inespecificos del CaP. Adicionalmente, hay que procesar las muestras en el laboratorio para la

determinacién de los analitos y por tanto dependen de personal calificado.

Por otra parte, el analisis de la mayoria de los biomarcadores implica complejas etapas de tratamiento
y procesamiento de la muestra, ensayos ELISA, gPCR (reaccion en cadena de la polimerasa o
transcripcion en tiempo real) etc. o con técnicas instrumentales de alto costo, como la cromatografia
liquida de alta eficiencia acoplada a diferentes sistemas de deteccién, como fluorescencia, ultravioleta
con arreglo de diodos (UV-DAD), o diferentes sistemas de masas y masas en tandem (HPLC/MS,
HPLC/MS/MS), electroforesis capilar o cromatografia gaseosa (GC). El empleo de sensores
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potenciométricos que emplean PIM como fase sensora, con elevada selectividad, sensibilidad y bajo

costo seria una alternativa viable.
3.2 Sarcosina

La sarcosina (N- metilglicina), es un metabolito derivado de la glicina, el cual es un amino&cido natural
encontrado en musculos y otros tejidos. Segun estudios realizados, este analito podria ser empleado
para predecir la presencia del CaP y se ha determinado que se encuentra en suero 5.34-240 ng/mL
(0.06 —2.67 uM ) y en la orina en un intervalo de concentracion desde 80.1-1975.8 ng/mL (0.9 — 22.2
uM) 31-32_ En investigaciones recientes, se encontré un nivel alto de sarcosina en la orina de pacientes
con CaP, lo que llevé a realizar diversos estudios en los cuales, se ha demostrado que la sarcosina
incrementa su concentracion durante la progresion y metastasis de esta enfermedad. Por otro lado, se
determind niveles de concentracion de sarcosina en pacientes con biopsia negativa y estos fueron mas
bajos que en pacientes con CaP; asi como, los niveles de sarcosina en orina tuvieron mejores
resultados que los niveles séricos de PSA para predecir el riesgo de CaP, cuando los niveles de PSA

se encuentran en valores entre 2-10 ng / mL 1633,

Actualmente los métodos empleados para determinar la sarcosina son métodos colorimétricos,
cromatograficos, métodos cromatograficos acoplados a masas y electroquimicos (menos empleados).
Entre los métodos colorimétricos se encuentran los enziméticos como los empleados por Yamkamon
et. al. 3 en el cual se emplea la sarcosina oxidasa para la determinaciéon del analito, este método
requiere utilizar enzimas con los problemas que conlleva como: trabajar a un pH, temperatura
especificas para evitar la desnaturalizacion de la misma lo que hace el trabajo engorroso y caro 2. En
el caso de la cromatografia usualmente se requiere la derivatizacién de la molécula. La derivatizacion
es la modificacién del analito mediante una reaccién quimica, esto consiste en hacer reaccionar al
analito con una molécula derivatizante que le confiere una propiedad ya sea color, fluorescencia o
fosforescencia con lo que se facilita su determinacién y depende de la estabilidad del reactivo
derivatizante, la reaccion y que compuestos con una estructura similar no tengan la misma propiedad
que el analito principal, lo que la hace ineficiente 36. En el caso de los métodos cromatogréaficos
acoplados a masa son métodos altamente sensibles, su desventaja radica en el hecho que son equipos
complejos que dependen de personal altamente calificado para su puesta en marcha, la preparacion

de la muestra es complicada y en ocasiones también se necesita derivatizar la molécula a analizar,



la mayoria de los mismos no estan al alcance de analisis rutinarios 37-38,

En las ultimas decadas se ha tratado de determinar la sarcosina con métodos mas simples como los
sensores electroquimicos, este campo aun esta en sus primeras etapas ya sea intentando la
inmovilizaciéon de enzimas sobre electrodos 3 3° |o cual trae sus desventajas asociada
(desnaturalizacion) y tener una metodologia de inmovilizacién que evite emplear los sitios activos de
la misma en el proceso. También se han desarrollado sensores impedimétricos en los cuales se
inmoviliza una monocapa de polimero impreso por electropolimerizacion sobre un sensor de
nanoparticulas de oro (Au) modificado selectivos a sarcosina. Aunque efectivos con bajos limites de
deteccion (LD) tienen varios pasos de inmovilizacion y emplean Au por lo que resultan poco
econdmicos “°. Un campo que ha ganado la atenciéon de la comunidad cientifica es el de los sensores
potenciométricos 4! por la facil preparacion de sus componentes, posibilidad de miniaturizaciéon y bajo

costo.
3.3Sensores

En la Ultima década, en el area de investigacion, asi como en la médica, se ha incrementado el interés
por realizar analisis de forma sencilla, rapida y econdmica. Un sensor es un dispositivo de analisis
conformado por un elemento de reconocimiento (anticuerpo, aptdmero, PIM etc), asociado a un
mecanismo de transduccién que convierte la interaccion del dispositivo con el analito en una sefial

medible 42

Cabe destacar que las caracteristicas fisicoquimicas del analito de interés son las determinantes para
la eleccion del material bioldgico/biomimético de reconocimiento. Los sensores estan constituidos por
3 componentes fundamentales: un elemento de reconocimiento generalmente inmovilizado en un
soporte solido constituyendo ambos la fase sensora, el transductor, que convierte la interaccion entre

el elemento de reconocimiento y el analito en una sefial medible y la electrénica asociada (Figura 1).
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Analito reconocimiento

Transductor Electrénica

s -0

Figura 1. Partes fundamentales de un sensor

Un nuevo concepto en el campo de los sensores ha aparecido para facilitar diferentes necesidades de
monitoreo. Estos novedosos sistemas conocidos como lenguas electronicas (e-Ts), emplean un
arreglo de sensores no especificos (sensores diferenciales) con selectividad cruzada e incluyen
métodos de procesamiento de datos, con el fin de interpretar las respuestas complejas de los sensores
y relacionarlas con su significado analitico (Figura 2) 4344, En general podemos decir que las e-Ts son
un conjunto de sensores donde cada uno de los cuales mide una propiedad determinada de la muestra.
La respuesta del conjunto de sensores ofrece una huella caracteristica para cada especie. Para
evaluar la capacidad de las e-Ts como método para cuantificar las concentraciones de distintos
componentes a determinar en una muestra, se llevan a cabo varios analisis multivariantes mediante
un programa. En primer lugar, se realizan analisis de los componentes principales (CAP) para poder
visualizar los datos de forma sencilla y detectar posibles datos andémalos (outliers) cuyo
comportamiento difiere del resto. En segundo lugar, se hacen analisis de minimos cuadrados parciales
(PLS) que maximizan la correlacion entre variables independientes y dependientes. El objetivo es
generar un modelo referencia que permita cuantificar dichas respuestas a partir de los valores de las
medidas obtenidas. La suma de todas las huellas permite establecer un patrén de reconocimiento para
cada sabor.

El funcionamiento de las e-Ts es muy semejante al de las papilas gustativas humanas, donde el
cerebro es el encargado procesar los datos enviados por los receptores y de interpretar la respuesta
gue los relaciona con un sabor determinado. Estos sistemas de analisis a igual que las lenguas
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biologicas se someten a un sistema de aprendizaje para que inequivocamente puedan distinguir un

sabor determinado o discriminar CaP de HBP u otras afecciones de la prostata.

Analisis

Lengua —
multivariado

electronica

SIGNAL AQUISITION @

40
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0
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Arreglo de sensores . Reconocimiento de
Patron de respuestas patrones

Figura 2. Componentes de las lenguas electronicas

La investigacion y desarrollo de las e-Ts es actualmente muy extensa. Debido a las ventajas que
proporcionan estos sistemas, en la actualidad algunos grupos de investigacion las han empleado para
distintos fines como la determinaciéon de contaminantes ambientales, farmacos #° y biomarcadores del
CaP, entre otros %345, También han sido empleadas narices electrénicas (similar a las e-Ts, pero para
el andlisis de muestras gaseosas), para la deteccién de CaP. Como un primer intento, Antti Roine et.
al. 4 emplearon una nariz electrénica comercial (ChemPro 100-eNose), utilizada usualmente para el
analisis de agua, para discriminar CaP de HBP en orina. El dispositivo empleado utiliza como elemento
de reconocimiento sensores de O6xidos metalicos semiconductores y detectores de movilidad iénica.
Las limitaciones de este dispositivo radican, en que los sensores empleados en el sistema responden
a cualquier analito por lo que hay que emplear una herramienta quimiométrica (como el analisis de
discriminacion lineal), para la interpretacién de los resultados, volatilizar la muestra por espacio cabeza
(headspace) y ademas calentar el sistema (200-350 °C) para su funcionamiento. Las e-Ts también se
han comenzado a emplear en el sensado de algunos biomarcadores de CaP 4849,

Entre los tipos de sensores mas utilizados para las e-Ts son los asociados con transduccion
electroquimica, entre ellos los potenciométricos, voltamperométricos. Por otra parte se encuentran los

opticos °°. Entre los primeros se encuentran los potenciométricos basados en electrodos selectivos a
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iones (ESI), transistores de efecto de campo sensibles a iones (ion selective field effect transistor,
ISFET, por sus siglas en inglés) que son un hibrido entre los electrodos selectivos a iones y los
transistores de efecto de campo metal-0xido (MOSFET metal — oxide field effect transistor, por sus

siglas en inglés), los conductimétricos y los amperométricos.
3.3.1 Sensores electroquimicos potenciométricos

Los sensores electroquimicos potenciométricos son aquellos en los cuales la sefial obtenida de la
interaccion entre el analito y el elemento de reconocimiento, es un potencial eléctrico. Esta medidas
se basan en la determinacion de la diferencia de un potencial eléctrico en condiciones de circuito
abierto (corriente nula) entre un electrodo indicador y uno de referencia °!. La medicién realizada con
los sensores potenciométricos se relaciona directamente con la actividad de las especies en disolucion
y en el caso de disoluciones diluidas y especies neutras se aproxima la actividad a la concentracién
52_

Los ESI, son un tipo de sensor electroquimico que permite la determinacién potenciométrica de las
actividades de iones o especies neutras. Estan formados basicamente por una fase sensora asociada

a un transductor (Figura 2). Estas fases son peliculas delgadas o membranas permeoselectivas.

Tabla 1. Clasificacion IUPAC de los ESI segun el tipo de membrana que utilizan

Electrodos selectivos de iones
Primarios Compuestos
Cristalinos No cristalinos
Membrana Membrana Matriz rigida Portador mévil | Sensibles a | De  sustrato
homogénea Heterogénea -carga + gases enzimatico
-carga —
-neutro
-Par iGnico
hidrofébico

El funcionamiento de un ESI se basa en la variacion del potencial entre la superficie de la membrana
y la disolucion, generando una sefal debida a la interaccion del ion o especie a determinar con el

elemento de reconocimiento, que se encuentra confinado en el seno de la membrana. La variacion de
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la sefial depende de la concentraciéon de analito presente 53, La ecuacién fundamental de trabajo de
un sensor potenciométrico que relaciona la medida con la especie quimica medida es la ecuacion de
Nernst (Ecuacion 1), que relaciona cuantitativamente el potencial del electrodo con la actividad de la
especie e indirectamente permite calcular el cambio de potencial. Cuando un sensor presenta una

respuesta que se ajusta a dicho modelo se dice que tiene un comportamiento nerstiano.

Ecuacion 1:

E=Eo+S logai

Donde:

E: potencial de la celda (mV)

E°: potencial estandar (mV)

ai: actividad del i6n que se analiza
ai = yi[i]

Donde:

i: concentracion

yi: coeficiente de actividad
logyi = —0.51Zi%VI

I: fuerza iénica

S: pendiente de la curva nernstiana
$=2,303 RTIZiF

R: constante de los gases (8.314 J/K-mol)
T: temperatura (298 K)

F: constante de Faraday (9,65-10* C/mol)
Zi: carga del i6n

Los ESI han sido ampliamente utilizados en los ultimos afios y por lo que se ha desarrollado una gran
variedad de los mismos, de los cuales los del tipo “all-solid-state” han venido desarrollandose cada vez
mas por su versatilidad %4, Estos electrodos estan constituidos, generalmente, por membranas
liquidas que estan formadas por una matriz polimérica, un disolvente mediador y el elemento de

reconocimiento, siendo directamente depositadas sobre un material composite conductor. En este tipo
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de electrodo se usa un contacto preparado basicamente con grafito o una mezcla de éste con resina
epoxidica, en proporciones adecuadas.

Como se menciono anteriormente, la fase sensora es la membrana liquida. En estos electrodos, la
constituye una fase organica que actia como barrera permeoselectiva, en la cual hay 3 componentes:
la matriz polimérica (plastificante), el elemento de reconocimiento y el disolvente mediador. En el caso
del disolvente mediador, se han estudiado diferentes tipos para determinar su influencia: entre ellos el
3-nitro-o-xileno (NOX), tributilfosfato (TBP), bis-(2-etilhexil) sebacato (DOS), tris-2-etilhexilfosfato
(TEHP), dioctilftalato (DOP), dibutilftalato (DBP) tetradecil nitrato de amonio (TDAN) y o-nitrofeniloctil
eter (0-NPOE), siendo este ultimo el mas empleado. Entre las funciones del disolvente mediador, esta
la modulacion de la permeabilidad de la fase organica, ademas de ajustar la movilidad de los centros
de coordinacién de la membrana. Al mismo tiempo debe tener otras caracteristicas como las de ser
estable quimicamente, presentar inercia quimica respecto a las formaciones del complejo receptor-
sustrato, viscosidad y constante dieléctrica adecuadas 6. De igual manera, la matriz (plastificante),
también ha sido ampliamente estudiada. Un ejemplo de compuestos que se han empleado para este
fin lo forman, polimeros, copolimeros (SBS) *7, policloruro de vinilo (PVC), etc. EI mas universalmente
empleado ha sido el PVC debido a sus caracteristicas: ser estable e inerte al utilizar aditivos tales
como estabilizantes, plastificantes entre otros puede transformarse en un material rigido o flexible;
ademas es altamente resistente tiene elevada estabilidad mecénica y quimica °. Las propiedades de

la membrana resultante dependen de la mezcla de ellos (Figura 3).
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Il Disolvente mediador
I Plastificante
[ Elemento de reconocimiento

Figura 3. Tipica distribucion de componentes en una membrana polimérica de portador mévil

En el caso del elemento de reconocimiento, es al que se le atribuye la respuesta del electrodo, ya que
es capaz de reconocer a una especie selectivamente. Se han empleado para este fin una gran variedad
de receptores como: los éteres corona, las poliamidas y los PIM %657, |os ultimos (PIM) han cobrado

relevancia debido a su versatilidad.
3.3.2 Mecanismo de trabajo de los ESI

Las mediciones potenciométricas con un sensor de estado sélido se realizan empleando una celda
electroquimica de dos electrodos, un electrodo de referencia'y un ESI. En la (Figura 4) se muestra un
esquema tipico para mediciones potenciométricas donde se puede considerar como dos medias

celdas galvanicas representadas por el ESI, el electrodo de referencia 8.
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Figura 4. Montaje experimental para realizar las medidas potenciométricas empleando un ESI y un

electrodo de referencia (Tomado de: Tesis Zine, 2004)

Existen distintos modelos para explicar el potencial generado en la interfase del electrodo como: los
de equilibrio total (modelos clasicos), de equilibrio local (modelos de capa de difusién) y modelos
avanzados de no equilibrio. En nuestro caso solo tendremos en cuenta el modelo de potencial de limite
de fase (modelo clasico) %°. Una suposicion que se puede hacer es inferir que la mayoria de las
contribuciones de los potenciales dependen de la muestra y por tanto la expresion de la fem (E) se
puede plantear de esta forma:

Ecuacioén 2:

E=Enpemp + Eliq + Econst

Donde:

Ememb: €s el potencial de membrana

Elig: es el potencial de union liquida del electrodo de referencia

Econst: puede describirse como la suma de todas las contribuciones potenciales independientes de la

muestra

16



El Eiq del electrodo de referencia, aparece debido a la tendencia de dos soluciones diferentes
(electrodo de referencia interno | muestra) a mezclarse cuando se mantienen en contacto. Los cationes
y aniones de una solucién mas altamente concentrada tienden a difundirse hacia la disolucién menos
concentrada para aumentar el equilibrio. Para evitar que las disoluciones se mezclen, se coloca un
diafragma entre la interfase de la disolucién muestra y la disolucion de llenado interno del electrodo de
referencia (pequefia pieza de ceramica o vidrio del electrodo, permeable a todas las especies, que
evita que las soluciones se mezclen). Se crea una diferencia potencial debido a la separacion de carga
debido a diferentes movilidades ionicas. Los electrodos de referencia Ag*/ AgCl usan una sal altamente
concentrada (KCI 3M) que tiene una movilidad ionica similar, dominando la transferencia de carga en
la union liquida. Esto mantiene el Eiq constante, minimizandolo de la ecuacién 2 y haciendo que la fem

sea independiente de ese potencial, este efecto también se puede lograr utilizando un puente salino.
El Ememb Se considera entonces como la suma de tres componentes diferentes:

Ecuacion 3:
Ememp = ELim + Ep + Epimy

Donde:

ELim: es el potencial limite entre el contacto solido interno y la membrana
Eb: es el potencial de difusion creado dentro de la membrana

ELim: es el potencial limite entre la membrana y la solucion de muestra
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Figura 5. Mecanismo de deteccion de limite de fase cuando la membrana se pone en contacto con
una disolucién acuosa que contiene la especie. Separacion de carga en la membrana | interfase entre

la membrana y la disolucion que contiene la especie.

Deben considerarse diferentes supuestos en el modelo de potencial de limite de fase para simplificarlo:
I) El Ep creado dentro de la membrana puede despreciarse debido al hecho de que esta relacionado
con la cinética de especies cargadas en la membrana selectiva de iones

II) ELim Se puede considerar como una constante porque comunmente se considera independiente de
la muestra, por lo que la ecuacion 3 se simplifica a la ecuacién 4 suponiendo que el potencial de
membrana solo depende del potencial de limite de fase en la interfase de membrana | muestra.

[1I) Existe un equilibrio electroquimico en la interfase membrana (fase orgénica | muestra (fase acuosa)
Ecuacién 4:

Ememp = Eiim’

Siguiendo todos estos supuestos, la posible ecuacion de Nernst puede describir el potencial de la celda

en condiciones ideales:

Hiorg — Ui  RT ai®

ZiF ZiF ™ qiorg

E =A@ = @°79 — ¢ac =
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Donde:

@: es el potencial eléctrico

Zi: carga de la especie i

Mi: movilidad de las especies

ai: actividad de las especies

R: constante de los gases (8.314 J/K-mol)

T: temperatura (298 K)

F: constante de Faraday (9,65-10* C/mol)

Debido a que el valor de ai®9en la ecuacion 5 permanece constante, lo que permite determinar el valor
de ai® y hacer que la concentracion total de la especie en la membrana sea independiente de la

muestra. La ecuacion Nerst se puede simplificar:

Ecuacion 6:
59.1

E=E + —In ai%
const Zl

3.4Polimeros de impresion molecular

El elemento de reconocimiento, constituye el componente de mayor importancia dentro de un sensor
porque es el que tiene los grupos funcionales complementarios al analito. En los ultimos afios, se ha
visto un marcado auge en el desarrollo nuevos sistemas de analisis en los cuales se emplean PIM
como elemento de reconocimiento . Los PIM, son sistemas sintéticos que se comportan como
receptores biomiméticos, capaces de reconocer selectivamente, al analito para el cual se han
preparado. Esta caracteristica le confiere muchas ventajas entre las que se encuentran las de poderse
sintetizar a disefio, su estabilidad, tanto quimica como fisica, ante las variaciones de las condiciones
de trabajo como temperatura, pH y muestran un buen desempefio en presencia de algunos solventes
organicos, adicionalmente se pueden obtener en forma de esferas, laminas y sobre centros
comunmente llamados core@shell. Los PIMs se pueden obtener de forma sencilla a partir de
monomeros organicos e inorganicos un entrecruzador, un disolvente (porégeno), el iniciador y el

analito a determinar (Figura 6).
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Plantilla Entrecruzador

Figura 6. Representacion esquematica del proceso de impronta molecular. (1) Formacion de un
complejo entre la molécula plantilla y los monémeros funcionales, (2) polimerizacion, (3) extraccion de

la plantilla, (4) reconocimiento selectivo. (Tomado de: Tesis Orellana, 2016)

Ha habido varios intentos de detectar el CaP, mediante la determinacion simultdnea de varios
biomarcadores del cancer en suero, orina o tejido 12 61,

Sin embargo, los principales problemas de estos dispositivos son que utilizan un elemento biolégico y
un marcador (fluorescente, electrométrico, etc.) para mejorar la sensibilidad del sistema lo cual
aumenta la complejidad de la prueba, asi como su costo. Estos dispositivos, no tienen un mecanismo
de ajuste que permita la adaptacion del mismo para diferentes aplicaciones. En este sentido, el empleo
de sensores potenciométricos que emplean PIMs como elemento de reconocimiento, podrian ser una
alternativa para la deteccién de CaP, con elevada selectividad, sensibilidad y bajo costo. Este es el
caso del grupo de Rebelo et. al. 263 que desarrollaron un biosensor potenciométrico para la deteccion
de PSA empleando como portador movil un PIMs para determinar PSA en suero humano. Para llevar
a cabo la sintesis del PIM, en primer lugar, inmovilizan el PSA sobre grafeno y posteriormente
sintetizan el polimero sobre la proteina, por ultimo extraen la molécula plantilla para la posterior
deteccién selectiva del analito. Aunque se obtienen resultados similares (2-89 ng/mL) a los de los
ensayos ELISA comerciales (0.2-60 ng/mL), solo se han aplicado a la deteccion de PSA en diferentes

lineas celulares (muestra sintética, mezcla de antigenos con estructuras similares al PSA). Este grupo
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también desarroll6 un sensor para la cuantificacion de sarcosina mediante deteccidn electroquimica
de H20:2 (a 0,6 V) generada a partir de la oxidacion catalizada de sarcosina; se llevo a cabo después
de la modificacién de los electrodos, mediante la inmovilizacién de la sarcosina oxidasa (elemento de
reconocimiento) sobre la superficie del electrodo. El grupo de Ebru Birlik et. al. 4! ha desarrollado y
evaluado un sensor potenciométrico empleando PIMs como elemento de reconocimiento selectivo a
sarcosina, mostrando una alta selectividad, un tiempo de respuesta menor a 2 min, un intervalo lineal
de (102 -10° mM), un limite de deteccion (1.35-107 mM) y una estabilidad de aproximadamente 5.5

meses.

Por otra parte, los PIM obtenidos se deben caracterizar analiticamente y para ello se evalla la
interaccion de la molécula plantilla con el polimero obtenido. Actualmente se usan diferentes técnicas
para este fin como Espectroscopia de Ultravioleta Visible (UV-VIS), Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (CLAR con deteccion UV-VIS), Cromatografia Gaseosa Acoplada Espectrometria de Masa
(GC-MS) y técnicas electroquimicas entre otras. En este trabajo, para evaluar estas propiedades de
reconocimiento de PIM sintetizados hacia el biomarcadores, se realizd6 mediante técnicas
cromatograficas acopladas a masas. Estas técnicas andlisis son ampliamente empleadas por las

ventajas que ofrecen, como la alta sensibilidad, robustez y reproducibilidad.
3.5Estudio de la interacciéon mondmero plantilla

Uno de los retos en la quimica moderna es tratar de realizar experimentos complejos sin que esto
requiera ocupar mucho tiempo. Debido a esto la comunidad cientifica se dio a la tarea hace algunas
décadas de emplear la tecnologia en funciébn de crear modelos que ayudaran a realizar
experimentacion, pero sin estar en el laboratorio. Por lo tanto, se comenzé a disefiar moléculas en
computadoras y de ahi a predecir propiedades quimicas de los compuestos. La quimica computacional
comenzd a rivalizar con las determinaciones experimentales 6465,

La quimica computacional es una rama de la quimica tedrica y de la quimica cuantica. El objetivo de
esta disciplina es producir y utilizar programas informaticos para el estudio de las propiedades (como
energia, momento dipolar, frecuencias de vibracion) de las moléculas. Los quimicos computacionales
usan los programas existentes y los aplican a problemas quimicos especificos.

Los programas usados en quimica computacional se basan en diferentes métodos mecanocuanticos
gue resuelven la ecuacion de Schrddinger molecular. Estos métodos incluyen distintos parametros

para desarrollar estas ecuaciones. Los métodos que no incluyen parametros empiricos ni semi-
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empiricos en sus ecuaciones se llaman métodos ab initio (desde el inicio). Los métodos ab initio es el
nombre que reciben los métodos computacionales que son directamente derivados de principios
tedricos, sin tener en cuenta datos experimentales. Las clases mas populares de métodos ab initio
son: Hartree-Fock, semiempiricos y teoria del funcional de la densidad (DFT). En el caso de este Ultimo
(DFT) aun esta en discusion si ha de considerarse ab initio o semiempirico. Cada clase contiene
diversos métodos que usan diferentes variantes de la teoria, tipicamente orientados a una propiedad
molecular concreta, 0 a un conjunto especial de moléculas. La abundancia de estos métodos en es
una prueba de que no hay un método Unico que sea adecuado para todos los propdsitos. %

En la actualidad existe cierta polémica sobre si los métodos empleados en la quimica computacional
son suficientemente precisos como para describir adecuadamente reacciones quimicas complejas, sin
embargo, hay que reconocer que el empleo de estos programas contribuye a predecir con un

acercamiento a la realidad lo que se realiza en el laboratorio a nivel experimental.

Existe un gran namero de paquetes informaticos disponibles autosuficientes para la simulacion de
reacciones e interacciones entre compuestos. Entre los mas usados se encuentran los siguientes:
GAMESS 6667 Q-Chem 8-6°, MOLCAS 7°71, ACES 7?2, MOLPRO 73, Spartan *y Gaussian. Este Ultimo
es de los mas empleados para el estudio de las interacciones y el calculo de las energias de enlace
para la toma de decisiones en reacciones complejas, sobre todo en interacciones mondémero plantilla
para la obtencion de PIMs 7578,

El programa Gaussian emplea el Gaussian type orbital (GTO) para los célculos que se realizan y DFT
para obtener energias y densidades del estado fundamental mediante una funcional de intercambio-
correlacion de la cual se desconoce su valor exacto por lo que se realizan aproximaciones. Por esta
razén se formulan funcionales aproximados (hibridos) que pueden diferenciar los efectos locales y
otros que incluyen correcciones del gradiente de la densidad como el: APFD, MPW1PW91 y el B3LyP
(las iniciales de estos métodos corresponden al nombre del creador) 7°.

Los métodos como el DFT emplean conjuntos de base para describir matematicamente los orbitales
de un sistema quimico. La eleccion de la base de célculo es de suma importancia ya que de ello
dependen los resultados finales. Conjuntos de bases pequeiias se traduce en resultados poco precisos
y de bases grandes constituyen una aproximacién mas exacta de los orbitales por lo que se obtienen
célculos mas precisos de los electrones en el espacio. Los conjuntos de base estandar son
combinaciones de funciones gaussianas % 6. En el Gaussian ademas de elegir el método para la

simulacién también se eligen conjuntos de base (emplea una combinacion de conjuntos de base) entre
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las que se encuentran: bases de valencia, base extendida (split valence, base polarizada y funciones
difusas). Una de las combinaciones que se emplea es utilizar el método DFT, funcion hibrida (B3LyP)

y conjuntos de base split valence (doble zeta) 6-31G, polarizada 6-31G (d, p) y difusas 6-31+G.

El software Gaussian utiliza una interfaz Gaussview en la cual ingresando los datos se puede construir
moléculas de manera visual, introduciendo la estructura de la molécula y demas comandos que

contienen la informacion para modelar. Una vez ingresados los datos Gaussian realiza los célculos.

Por ultimo, cabe destacar que la modelizacion molecular de las interacciones entre el monémero y la
molécula molde en PIMs permite evaluar un numero elevado de posibles polimeros impresos, sin tener
que sintetizarlos en el laboratorio. Como fue mencionado anteriormente, mediante la simulacion
computacional se puede estudiar la fuerza de los enlaces que se formarian entre el analito plantilla y
los mondémeros simulando las diferentes condiciones experimentales empleadas durante la
polimerizaciéon. De esta forma, es posible predecir el comportamiento de los diferentes polimeros
propuestos, sintetizdndose Unicamente aquellos para los que el resultado obtenido nos refiere un
enlace lo suficientemente fuerte que garantice en algun modo la estabilidad de la impresion esto se
traduce en una energia de enlace baja. La comparacion de los resultados obtenidos
experimentalmente con los predichos a partir del modelo de modelizacion molecular es generalmente

satisfactoria 0.

3.6 Tecnologia Lab-on-a-chip

En los dltimos afios, los avances en las tecnologias de micromaquinado y microfabricacién han
permitido la creacion de dispositivos en escala micrométrica y nanométrica. Desde que Manz &'y su
grupo de trabajo desarrollaron el concepto de sistema de andlisis total miniaturizado (UTAS, por su
siglas en inglés) o Lab-on-a-Chip (LOC), la miniaturizacion de dispositivos biolégicos, quimicos y
electroquimicos ha acaparado enormemente la atencién debido a que se han obtenido grandes
avances en este campo 8283, Un dispositivo LOC integra los componentes esenciales y funcionalidades
de un laboratorio en un pequefio chip que realiza un andlisis especifico de naturaleza biologica o

guimica, incluyendo transporte, reaccion o deteccion o una generacion de sefial cuantificable.
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Una de las aplicaciones mas importantes de las plataformas microfluidicas bajo tecnologia LOC es en
la biomedicina, sobre todo en el diagnéstico de enfermedades. Las principales ventajas que aportan
los dispositivos LOC 45, radican en la realizaciéon de medidas en continuo y en tiempo real de
volumenes de muestra muy pequefios para la determinacion de analitos de interés clinico como los

biomarcadores de cancer y otros patégenos peligrosos (Figura 7).

Separacion
2 del plasma . ‘

de succidn

Figura 7. Sistema microfluidico con tecnologia LOC (Tomada de: Lab Chip, 2011,11, 845-850)

Debido a que las e-Ts y los sensores potenciométricos basados en PIMs, incorporados a sistemas
LOC, constituyen una opcion atractiva para la deteccion simultdnea de varios analitos se han
encontrado trabajos que incorporan estas ventajas para la deteccion de analitos que afectan la salud
humana y en la deteccién de biomarcadores de CaP. Este es el caso del grupo de Dan Xu et. al. ©°
gue han miniaturizado sensores y ubicado en microcanales de electrodos interdigitados una capa fina
polimérica de polianilina (catodo) y 3,4 etilendioxitiofeno-poliestireno sulfonato, polipirrol (dnodo) para
la determinacion de trazas de contaminantes téxicos, (atrazina, bisfenol A) en aguas. La medicion se
basa en el sensado diferencial de 6 analitos y se analiza la respuesta mediante andlisis de
componentes principales. También se han desarrollado dispositivos LOC para la deteccién del CaP en
el cual combinan la deteccion de dos biomarcadores (PSA y SPONDIN2) mediante un sistema tipo
ELISA inmovilizados sobre electrodos de oro y deteccién voltamperométrica 8. El sensor resulta
adecuado para medir valores de estos marcadores tumorales entre 1-10 ng/mL, pero incluye varios
pasos de reaccion empleando biomoléculas (como los anticuerpos del PSA y del SPONDIN-2) y la

unién al anticuerpo antigeno es muy fuerte, convirtiendo el método en irreversible y de un solo uso.

24



Aunque el estado del arte de estos desarrollos es muy amplio, no se encontraron reportes en la
literatura consultada de PIMs acoplados a electrodos potenciométricos en plataformas microfluidicas,

bajo tecnologia LOC para la deteccion diferencial de mas de un biomarcador de CaP.
3.7 Justificacién

La deteccion actual del CaP basada en la determinacion del PSA es insuficiente para la determinacion
de la existencia o no de la enfermedad. Esta debe ser confirmada a través de otras evaluaciones a los
pacientes como del DRE y la biopsia, los cuales resultan en métodos invasivo y con diferentes
complicaciones fisicas y psicologicas para el paciente.

Existe la necesidad inmediata, de tener en cuenta otros analitos complementarios capaces de
proporcionar una informacion de mayor sensibilidad y especificidad para la determinacion de la
presencia de la enfermedad y fase de aparicion. La deteccion selectiva de analitos como la sarcosina
mediante sensores potenciométricos; permiten vislumbrar un sistema de analisis sensible, especifico,

con tiempos de respuesta rapidos y automatizados.
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Conclusiones

El estudio de las caracteristicas estructurarles, naturaleza, la matriz a analizar y la etapa en que
aparece el biomarcador permitieron seleccionar a la sarcosina, como el biomarcador prioritario.
Mediante estudios tedricos por quimica computacional fue posible seleccionar al MAA, en relacién
4:1 respecto a sarcosina, como el mondémero funcional de mejor interaccion para la sintesis de los
PIM

Los PIM desarrollados empleando MAA como mondmero funcional en las condiciones del trabajo,
permitieron la obtencion de materiales de reconocimiento altamente sensibles y selectivos para la
sarcosina

La caracterizacion de los PIMs por BET, permiti6 corroborar que los materiales obtenidos
corresponden solidos micro y mesoporosos, con tamafios de poro y area superficial adecuados
para su empleo en sensores potenciométricos.

El estudio del tamafio de particula del PIM empleado en la membrana permitié establecer que los
sensores obtenidos con tamafios de particulas menores a 38 um presentan mejor sensibilidad e
intervalo lineal de trabajo que los obtenidos con tamafios de particulas mayores.

Para los estudios de reenlace de los materiales sintetizados fue necesario desarrollar y optimizar
una metodologia analitica mediante UPLC-MS, en modo isocrético capaz de determinar el analitico
en concentraciones inferiores a 10> M.

El electrodo que utiliza tamano de particula menor de 15 umy 6 % del PIM en membrana, exhibe
una sensibilidad -23.7 de mV/dec, con LD de 2-10 ® mol/L, LD lo cual lo hace adecuado para la
determinacién de sarcosina en muestras de orina (9:107 -2.22-10° mol/L), con un tiempo de
respuesta de 30 s.

El estudio de selectividad mostré que los sensores desarrollados presentan una alta selectividad a
sarcosina en presencia de las especies estudiadas (acido Urico, biotina, histidina, glicina), a

excepcion de la creatinina con un KA,B Pot (0.2).
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Perspectivas

% Desarrollar polimeros de impresion molecular no selectivos para sensado diferencial de diferentes
biomarcadores complementarios de CaP (hk2, PSA libre, prolina, &cido Kkinurénico)
complementarios

+ Llevar sensores diferenciales a plataforma microfluidica

% Integrar métodos de analisis multivariado para la correcta discriminacion de sefales de los diversos

biomarcadores para conformar una lengua electronica microfluidica
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Anexo 1

Sensor: PIM 2 %, 4 %, 6 %

Electrodo de referencia: Ag /AgCl

Disolucion: sarcosina

1- Hoja de trabajo empleada para calibracion de los electrodos

Conc patron Vol (ul) Conc final Log C E (mV)
Sarcosina sarcosina
10° 10 8-108 -7.09791
25 1.79-107 -6.74864
50 3.77:107 -6.42583
50 5.74-1077 -6.24376
50 7.71-10°7 -6.11604
104 25 1.76.10° -5.75916
25 2.74-10° -5.56808
50 4.74-10° -5.33462
50 6.66-10° -5.1856
103 10 1.06-.10° -4.98613
25 2.19-10° -4.7062
25 3.02-10° -4.53923
25 3.99-10° -4.4211
50 5.94-10° -4.25308
50 7.88-10° -4.13436
50 9.81.10° -4.04104
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102 25 1.95.10* -3.75814
25 2.92.10* -3.59325
50 4.86.10% -3.38839
50 6.78.10* -3.25679
50 8.68.10* -3.16052
50 1.06.10°3 -3.08358

2- Sensor potenciométrico empleado para la deteccion de sarcosina

1B

Disolucion
sarcosina

Electrodo selectivo (ES) b) composite epoxiconductor ¢) membrana liquida d) electrodo de referencia
Ag/AgCl e) micrografia de la membrana liquida con 24 h de activacién
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Anexo 2

Estudios realizados en la Universidad Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
Estancia becas mixtas

- Sintesis de PIM core Shell sobre particulas comerciales y nanoparticulas de SiO2

- Estudios de reenlace con metodologia ninhidrina
1- Determinacién de sarcosina con ninhidrina: A 5 ml de una disolucion que contiene 0.2 mg

de sarcosina se le agrega 2 mL de una disolucién preparada de ninhidrina (2 % m/v) en acetona.
Para que ocurra la reaccidon de derivatizacion esta disolucion debe ser calentada en un bafio
por 10 min hasta aparecer el color rosa. Después de fria se mide la concentracion de sarcosina
a 570 nm. Se prepara un blanco bajo las mismas condiciones de la muestra.

1.1 Curva de calibracion
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1.2 Lavados polimeros
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1.3 Micrografias de a) Particulas de SiO,@MPS, b) Tamaiio de particulas (nanoparticulas de
SiO,@MPS) c) PIN-CS il d) PIM-CS il

1.4 Comparacion sensor con PIM Il Ay PIM-CS Il
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