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INTRODUCCION

1.1 LA MOLECULA DE DNA

En el afio 1866 Gregor Mendel explicd cuantitativamente las leyes de la herencia 2 y
describi6 su unidad funcional, el gen *, justificando asi la observacion de que las caracteristicas de un
individuo se transmitieran a su descendencia siguiendo unas pautas determinadas, mediante reglas
estadisticas confiables 34.

En su trabajo se hablaba de factores hereditarios por lo que hoy en dia se conoce con el
nombre de genes, y a cada una de las variantes de un mismo gen las denominé alelos *.

A finales del siglo XIX y principios del XX, la observacién microscdpica de los cromosomas *
durante la division celular y su conexidén con ciertos hechos hereditarios sugiri6 que las bases
moleculares de la herencia se encontraban en el nicleo celular. Asi, se enuncié la teoria cromosémica
de la herencia, que establece que 34:

1) Los genes se encuentran situados en los cromosomas.

2) Los genes se encuentran dispuestos linealmente sobre los cromosomas, en posiciones
determinadas en los mismos (loci *).

3) Entre la recombinacién de los genes y el intercambio de los segmentos de cromosomas
hay una estrecha relacién.

* Los vocablos que aparecen con un asterisco se definen en un glosario al final de la tesis
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El grupo completo de instrucciones codificadas necesarias para producir un organismo vivo y
para programar sus actividades para toda su vida se denomina genoma (Figura 1.1).

RS BN i
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.
'll E - +——— ncleo

T
-..'r

s
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Figura 1.1. El genoma humano a cuatro niveles. Excepto los gametos (células reproductivas) y los
eritrocitos maduros, cada célula del cuerpo humano contiene 23 pares de cromosomas, siendo cada
uno de ellos un paquete de DNA enrollado y comprimido (1, 2). Cada hebra de DNA consiste en
unidades repetitivas de nucledtidos (3).

Luego de numerosos estudios ha quedado claro que ‘la molécula de la herencia”,
constituyente fundamental de los cromosomas, es el DNA (acido desoxirribonucleico) 35

El DNA posee numerosas caracteristicas para suponer este hecho:

e Como otros polimeros, la cadena de DNA puede ser muy larga. Cada cromosoma humano,
por ejemplo, contiene una sola molécula de DNA que puede ser, si se desenrollara, de una longitud de
unos 12 cm y tener una masa equivalente a 150 billones de atomos de hidrégeno. Esta molécula tan
larga tiene, por lo tanto, una capacidad inmensa de informacién.

¢ Posee unidades variables (las bases nitrogenadas), que se encuentran en una localizacion
determinada en la secuencia de la cadena. Este ultimo hecho es muy importante ya que la
informacion se secuencia segun la ubicacion de las unidades en la cadena. Si estas unidades fuesen
idénticas, el mensaje seria el mismo y existiria muy poca informacién. La existencia de unidades
diferentes posibilita que se formen “palabras” que codifican informacion.

o Es suficientemente estable, por lo que la informacion que contiene se conserva y transmite
de manera segura.

¢ La informacién codificada en el DNA se utiliza en la construcciéon de proteinas * que
contienen una secuencia especifica de aminoacidos *. Esto es muy importante ya que la secuencia de
aminoacidos en una proteina determina su estructura y, por lo tanto, su funcién biologica. Las
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proteinas realizan “el trabajo de la vida” por lo que su estructura debe ser correctamente especificada
para que sean eficientes en este trabajo.

e Es capaz de duplicarse para que dos células hijas tenga toda la informacién contenida en la
célula madre.

1.1.1 LA MOLECULA DE DNA DESDE EL PUNTO DE VISTA ESTRUCTURAL

El DNA es un largo polimero no ramificado. Las unidades monomeéricas se conocen como
nucledtidos *, y el polimero se denomina polinucledtido *. Los componentes moleculares del polimero
son 35;

e azlcar de 5 atomos de carbono: 2-desoxirribosa

e bases nitrogenadas: purinas (adenina y guanina) y pirimidinas (timina y citosina)

e grupo monohidrégeno fosfato.

El polimero lineal monocatenario (polinucleétido), esta formado por un esqueleto de unidades
repetitivas de moléculas de 2-desoxirribosa que se encuentran unidas entre si mediante enlaces
fosfodiéster. Este enlace une el grupo —OH en posicién 5° de una molécula de azlcar con el -OH en
posicién 3" de otra molécula.

Es importante destacar que, segin se observa en la Figura 1.2, los carbonos anoméricos
(hemiacetales) de las moléculas de desoxirribosa no estan directamente involucrados en el esqueleto
del polimero y que, por lo tanto, quedan disponibles para servir de sitios de unién para las bases
nitrogenadas.

Figura 1.2. Esqueleto del polimero compuesto por unidades repetitivas de fosfato y 2-desoxirribosa

En el DNA, las cuatro bases que se unen a estos sitios son (Figura 1.3):
e A (adenina)

¢ G (guanina)

o C (citosina)

o T (timina)
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Figura 1.3. Bases nitrogenadas que componen el DNA

La unidn de las bases nitrogenadas al esqueleto fosfato-azlcar se realiza mediante un atomo
especifico de N de la base al C anomérico de la desoxirribosa, perdiéndose en la reaccién un atomo
de H de las bases y un grupo —OH del azlcar, en forma de agua.

El compuesto que se forma de esta manera entre una molécula de desoxirribosa y una base
nitrogenada se denomina nucleésido * y, si ademas se esterifica el grupo —OH en posicion 5° de la
desoxirribosa con un fosfato, se genera un nucleétido (Figura 1.4)

Figura 1.4. Formacion de nucleosidos y nucleétidos. En la figura se ejemplifica la unién de la adenina
con la 2-desoxirribosa para dar desoxiadenosina (un nucledsido). La unién del nucleésido con un
fosfato genera desoxiadenosina 5-monofosfato (JAMP, un nucleétido).

Si se unen dos nucledtidos mediante un enlace fosfodiéster entre el fosfato de ubicacion 5°
con el -OH en 3’ de la desoxirribosa de otro nucledtido, se obtiene un dinucledtido (Figura 1.5).

Este proceso puede continuar ya que un dinucleétido tiene un grupo —OH en el extremo 3’
capaz de unirse a un nuevo nucleétido por el fosfato de ubicacién 5° del azucar, generando un
trinucledtido, y asi sucesivamente hasta formarse un polimero de n unidades: un polinucleétido, como
se observa en la Figura 1.6.

Debido a que cualquiera de las 4 bases nitrogenadas puede unirse a cualquier ubicacion en
el esqueleto repetitivo de fosfato y desoxirribosa del polimero, la estructura tiene asi la variabilidad
necesaria para codificar informacion genética.
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Figura 1.5. Formacion de un dinucleétido a partir de dos nucleétidos
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Figura 1.6. Polinucledtido

Es importante destacar algunos hechos que se derivan de la estructura molecular del
polimero (polinucleétido monocatenario) 35:

e La cadena tiene una direccion (denominada polaridad) con un extremo 5° (en donde existe
un grupo fosfato) y un extremo 3" (en donde se encuentra un grupo —-OH de una molécula de 2-
desoxirribosa). Esta polaridad tiene una importancia funcional y bioldgica, ya que la sintesis
enzimatica del DNA ocurre en el sentido 5" al 3". Esto quiere decir que todo nuevo nucledtido que se
quiera anexar lo hace en el extremo 3" del polimero.

e Los atomos de O de los grupos fosfato del esqueleto son polares y a pH fisioldgico se
encuentran con una carga neta negativa.

e Las bases nitrogenadas son hidrofébicas.

En condiciones fisiolégicas —excepto en algunos momentos particulares como son el de
replicacién (§ 1.1.3.1) y transcripcion (§ 1.1.3.2)- el DNA no se encuentra en forma monocatenaria.
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En el DNA siempre se cumple que el % de A es aproximadamente igual que el de T, y
similarmente ocurre con los % de G y C. Esto hizo pensar que estas moléculas debian estar
relacionadas.

Estos hechos lo explica el modelo de la doble hélice * desarrollado por Watson y Crick ©
(1962, premio Nobel de Medicina y Fisiologia).

Mediante andlisis de rayos X se vio que el DNA en estado puro tiene una conformacion
particular, en la que dos cadenas de polimeros de polinucleétidos se disponen como una doble hebra
(dsDNA) y en forma de espiral. El esqueleto de pentosas y fosfato —de naturaleza hidrofilica— se
encuentra dispuesto hacia el medio externo polar, mientras que las bases nitrogenadas —de
naturaleza hidrofébica— se encuentran hacia el interior. Estas ultimas permiten que las dos cadenas
simples de polinucledtidos se encuentren unidas entre si por establecimiento de fuerzas
termodinamicamente débiles entre las bases nitrogenadas de una cadena y de la otra y entre los
pares de bases sucesivos.

Las fuerzas que unen ambas hebras son puentes de hidrogeno * y se establecen con una
alta especificidad.

La especificidad de esta union deviene de dos factores:

e tamafio de las bases nitrogenadas (factor estérico) y

e capacidad de las mismas para formar puentes de hidrégeno.

Las bases nitrogenadas T y A pueden unirse entre si por dos puentes de hidrégenos mientras
que G y C pueden unirse de manera similar pero mediante el establecimiento de tres puentes de
hidrogeno. En este tipo de apareamiento, una base de dos anillos —purina, tal como A 0 G- se une a
otra de un anillo —pirimidina, tal como C o T-. Este tipo de uni6n se dice que es complementaria *.

Las bases puricas A y G son las mas grandes del DNA, porque poseen 2 anillos. Las bases
pirimidinicas C y T son mas pequefias porque poseen 1 anillo.

El tamafio de las bases nitrogenadas —es decir, el nimero de anillos— es importante porque
una unién entre dos bases puricas podria provocar que los dos polimeros de DNA que forman el
espiral se separen y que la molécula de DNA sea menos estable.

También es importante la capacidad de formar puentes de hidrogeno, ya que
estructuralmente una base pirimidinica con capacidad de formar tres puentes de hidrégeno solo y
Unicamente puede unirse con una base purica de igual capacidad; es decir, la citosina Unicamente
puede aparearse con la guanina (Figura 1.7).

CconG
se denominan bases complementarias
AconT

Ademas de la formacién de puentes de hidroégeno, la doble hebra de DNA se estabiliza
mediante interacciones hidrofobicas entre pares de bases sucesivas. Las interacciones hidrofobicas
no contribuyen en la especificidad de la unién, pero sin embargo son cuantitativamente mas
importantes en la estabilizacién de la doble hebra que los puentes de hidrogeno, desde el punto de
vista termodinamico.
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Figura 1.7. Establecimiento de puentes de hidrégeno entre las bases nitrogenadas complementarias

Una vez descripto el modelo de la doble hélice de DNA por Watson y Crick, se esclarecid
rapidamente la forma en que el mensaje genético se transmite a una célula hija, al igual que el
mecanismo de transcripcién de dicho mensaje a una proteina, que es la molécula biolégicamente
operante y que actta en funcién de lo que se encuentra codificado en el DNA.

Es importante destacar algunos hechos que se derivan de la estructura de doble hélice 35
(Figura 1.8).

o
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Figura 1.8. Formacion de la doble hélice de DNA entre dos hebras simples que poseen bases
complementarias

e Las dos cadenas de DNA son complementarias, ya que su union —que se denomina
hibridacion *~ ocurre de manera especifica debido a la complementariedad de A con Ty de C con G.
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¢ Las dos cadenas de DNA se extienden en direcciones opuestas: son antiparalelas. Esto
quiere decir que en un extremo de la doble hélice habra un extremo 3" de una cadena y un 5" de la
cadena complementaria.

e Las dos cadenas de DNA forman una espiral helicoidal dextrogira de aproximadamente 10
pares de nucledtidos por vuelta de la hélice (1 vuelta de hélice = 35.7 A), que se enrosca alrededor del
un eje. Se generan asi surcos principales y secundarios (Figura 1.9).

Figura 1.9. Modelo de la doble hélice de DNA de Watson y Crick. En la figura se muestran los surcos
mayores y menores, Y la disposicion hacia el exterior del esqueleto fosfato y hacia el interior de las
bases nitrogenadas.

e El esqueleto de fosfato y pentosas de las dos hebras de DNA se enroscan en el espiral
hacia fuera como las barandas de una escalera, mientras que las bases nitrogenadas se encuentran
en el interior y se disponen como los peldafios de la misma. Esto se explica porque el esqueleto es
hidrofilico y las bases nitrogenadas son hidrofobicas, siendo esta disposicién la mas favorable
termodinamicamente, teniendo en cuenta las caracteristicas polares del medio externo biologico.

e Debido a los tamafios de las bases nitrogenadas y su asociacion complementaria, la doble
hélice de DNA tiene en toda su longitud el mismo diametro.

1.1.2 LA MOLECULA DE DNA DESDE EL PUNTO DE VISTA ANALITICO

La deteccion de una secuencia de bases especifica en &cidos nucleicos de humanos, virus y
bacterias ha generado mucho interés en determinacién de causas de enfermedades genéticas,
contaminacién de alimentos por organismos y en investigaciones forenses y medioambientales. Los
organismos patdgenos responsables de enfermedades (bacterias, virus), pueden detectarse por su
secuencia Unica de 4cidos nucleicos.

Las técnicas convencionales de analisis de una secuencia genética especifica se basan
fundamentalmente en metodologias de secuenciacion * 7 y en metodologias de hibridacion * de la
molécula de DNA 8. Las mutaciones responsables de numerosas enfermedades hereditarias son
ahora conocidas gracias a las técnicas de secuenciacion del DNA pero, debido a su simplicidad, las
técnicas de hibridacion son cominmente més utilizadas en laboratorios de diagnéstico.

En las técnicas que se basan en la hibridacidn del DNA, la secuencia de interés o analito (en
inglés target) es identificada por una sonda de DNA * cuya secuencia es complementaria, es decir,
capaz de formar una doble cadena —dUplex * o hibrido *~ con el analito. Esta reaccién de hibridacion
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ocurre con gran afinidad y especificidad, es decir, en presencia de DNA no complementarios, tal como
sucede in vivo. En la mayoria de los formatos, las sondas de DNA se encuentran marcadas, y esa
marca seré la responsable de dar la sefial analitica cuantificar el evento de hibridacion ¢,

Una revolucién en el disefio de sondas de DNA marcadas lo constituyen los beacons 3133,
Estas sondas de DNA estan disefiadas de tal manera que cuando se encuentran como ssDNA tienen
forma de horquilla, debido a que en sus dos extremos (5" y 3°) poseen de 5 a 7 bases nitrogenadas
que son complementarias entre si. En el centro poseen un lazo, usualmente de 15 a 30 pb, cuya
secuencia es complementaria al analito que se investiga 3. Ademas, en el extremo 5  estan
funcionalizadas con una molécula fluorescente, y en el extremo 3’, con una molécula “apagadora”
(Figura 1.10, A). Cuando el beacon se encuentra como ssDNA —es decir, en forma de horquilla—, no
emite fluorescencia, ya que la molécula “apagadora” esta cerca de la molécula fluorescente. Pero
cuando el beacon encuentra su secuencia complementaria —el analito—, la horquilla se abre y se
alejan entonces la molécula fluorescente de la apagadora emitiéndose fluorescencia ® (Figura 1.10,
B).

: " fluorescencia

BT
- % beacon ’
t-u

- L

'S o i,
molécula molécula 4 analito

ey, e

fluorescente - T apagadora

%

Figura 1.10. Estructura molecular (A) y fundamento de la utilizacion (B) de los beacons.

Se ha reportado también beacons biotinilados para su inmovilizacién en superficies 3637,
Asimismo, se ha reportado la utilizacién de beacons en genosensores Opticos 3738, Los beacons
pueden ser utilizados en técnicas de hibridacion homogénea -en solucién- (§ 1.2) y en PCR
cuantitativa (§ 1.2.2) 3940,

Se ha reportado también la construccién de “sondas inteligentes”, cuyo funcionamiento es
similar a la de los beacons, pero que en este caso sélo requieren la marcacion fluorescente en uno de
los extremos #'. El fluoréfobo es mitigado en presencia de moléculas de guanosina, y cuando la
estructura de horquilla se abre por hibridaciéon con la secuencia complementaria, la fluorescencia
aparece.

Los iones y las moléculas interaccionan con el DNA de tres maneras 18, La primera consiste
en la unién electrostatica a lo largo del exterior de la doble hélice del DNA mediante las cargas
negativas de los grupos fosfatos del mismo. Esta interaccién es inespecifica, y puede ocurrir tanto en
dsDNA como en ssDNA. La segunda es la unién hidrofébica con los bordes de las bases nitrogenadas
que quedan mas expuestas en los surcos mayores y menores de la doble hebra. La tercera y mas
especifica es la intercalacion, que consiste en la incorporacién de moléculas organicas con sistemas
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de anillos aromaticos planares —denominadas intercaladores— entre los pares de bases nitrogenadas.
Numerosas metodologias de analisis de DNA se basan en la interacciéon del dsDNA con moléculas
usualmente capaces de generar sefial analitica 842. Son compuestos organicos intercalantes bromuro
de etidio 448, naranja de acridina 434¢%, daunomicina 435155, hidrazinas 5%, antraminas 49505156,
antraciclinas, tetraciclinas 4, fenotiazinas 515 y azul de metileno %859, azul Nilo 0, vinblastina 4,
Hoechst 33258 436163 y 33342 43, YOYO y Picogreen 84, ToPro-3 6, TOMEHE ¢, bencil 6 y metil 68
viologen, minociclina 43, ioduro de propidio 4 y derivados del naftaleno -1, Algunos complejos
organicos metélicos —tales como Co(phen)s3* 51567285 Co(bpy)s3* 5680848691 Co(tppz)2®* 8, Ru(NHs)e®*
86, Ru(bpy)32+ 9293 Ru(phen)32+ 43,9495 Fe(phen)32+ 43,8086 Fe(bpy)32+ 8086 Cu(phen)22+ 86,96 CU(TAAB)2+ 9,
Os(bpy)s®* ore7-9, Os(phen)szt 9, Os(5,6-dmphen)s2* %, Os(4,7-dmphen)s2* % — se unen al dsDNA (y
también al ssDNA) fundamentalmente mediante interacciones electrostaticas, aunque en algunos
casos también se unen al dsDNA mediante intercalacion e interacciones hidrofébicas con los surcos
mayores y menores &,

El DNA puede resultar antigénico en pacientes con enfermedades autoinmunes. Asi, se
pueden producir anticuerpos anti-DNA en animales, para posteriormente marcar, por ejemplo, con una
enzima como la HRP 10 o |a ureasa 0, 0 inmovilizar en un soporte solido. La reaccién del DNA con el
anticuerpo anti-DNA puede ser Util para la deteccion de la cantidad de DNA total en muestras, y por lo
tanto, para una estimacion de la contaminacién bacteriana o virica 100,101,

Las bases nitrogenadas son los blancos de ataques de numerosos agentes que producen
dafio en el DNA, tales como radiaciones UV y ionizantes, sustancias y procesos metabolicos
oxidantes, colorantes fotoexitantes, antibi6ticos, asbestos, entre otros 02, La oxidacion y alquilacion
electrofilica han sido el objeto de numerosos estudios en toxicologia, debido a que se suponen
causantes de cancer.

La base nitrogenada guanina principalmente es la que lleva a cabo la mayoria de las
reacciones, incluidas oxidaciones, alquilaciones, hidroxilaciones radicalarias, reacciones con
complejos metalicos y con oxigeno singlete. En presencia de cationes divalentes, ciertas secuencias
cortas de oligonucledtidos ricos en guanina se pueden unir a sitios especificos de dsDNA formando
hélices triples. Este tipo de formacién puede inhibir la replicacion (§ 1.1.3.1) y la iniciacion de la
transcripcion del DNA (§ 1.1.3.2), pudiendo resultar en la inhibicion especifica de la sintesis de
proteinas asociadas a enfermedades. Es obvio entonces el poder terapéutico de estos
oligonucleétidos capaces de formar hélices triples 3.

Las propiedades electroquimicas del DNA fueron descubiertas hace 40 afios 4. La mayor
reactividad de la G respecto a los otros nucleétidos puede deberse a su potencial de oxidacion, que es
1.34 V (contra electrodo normal de hidrégeno), mientras que la A se oxida a 1.79 V. Las bases
pirimidinicas lo hacen a potenciales alin mayores %. La reduccion de las bases nitrogenadas ocurre a
potenciales muy bajos que pueden ser estudiados Unicamente con electrodos de mercurio 105115, | os
procesos oxidativos del DNA, sin embargo, pueden estudiarse con electrodos sélidos —tales como
grafito, oro, platino, plata, cobre— por lo que pueden ser analiticamente mas importantes 108,

La oxidacion de la guanina genera, in vivo, 8-oxo-guanina ', y los efectos de esta sustitucion
en la estructura y reparacién del DNA ha sido muy estudiada. Es importante destacar que el papel de
la guanina en el cancer puede entenderse por sus propiedades redox %,



La molécula de DNA 11

La oxidacion de la guanina puede servir, entonces, como método de deteccion del DNA
mediante procedimientos electroquimicos, sin necesidad de un marcador externo 46-515456.73.117-121 | g
pentosas han sido menos utilizadas 122123, Por el contrario, el esqueleto fosfato del DNA es
eléctricamente inactivo 1%, aunque debido a su naturaleza polianionica, se ha utilizado en medidas de
cargas de compensacion de marcadores redox catiénicos 2 y en la repulsién idnica de marcadores
redox anidnicos 12512,

Se especula sobre la conductividad del DNA, es decir, su capacidad de mediar en la
transferencia de cargas . Se han realizado numerosos experimentos al respecto 12713 gunque aun
quedan muchas preguntas por responder acerca de esta propiedad 108,

Por otro lado, se ha reportado la relativa nucleofilicidad del N7 de los residuos de guanina,
hecho que ha facilitado la inmovilizacion de DNA sobre superficies solidas 9., La mayoria de las
derivatizaciones e inmovilizaciones de moléculas de DNA se llevan a cabo a través del fosfato en
posicion 5" 1518.2747131-137, Es posible la introduccion de moléculas que sean mejores grupos salientes
en los extremos 5° (principalmente) y 3 para posteriores reacciones, y la incorporacion de grupos
ta|es como _HS 59,62,63,69,71,99,124,126,134,138-142, _NH2 18,20,22,23,27,29,132,137,143—145, pirro| 146,147’ ferrocen" 148,149 0
moléculas pequefias como la biotina 1422-26283053.143.146150-160, |3 fluoresceina 18222326161 y |a digoxigenina
162168, | a sintesis de DNA sobre soportes sélidos utiliza también la posibilidad de funcionalizar dicha
molécula 8. Se puede inmovilizar el -OH en posicién 3" del primer nucledtido y llevar a cabo la sintesis
en sentido 3’—=5°, o bien a la inversa 8.

1.1.3 LA MOLECULA DE DNA DESDE EL PUNTO DE VISTA BIOLOGICO Y FUNCIONAL

La molécula de DNA debe cumplir tres funciones bioldgicas fundamentales 35:

o Debe duplicarse antes de la division celular de manera de que cada célula hija reciba la
misma informacién genética cualitativa y cuantitativa. A este proceso se lo denomina replicacién * (§
1.1.3.1) del DNA.

e Como la informacién genética debe estar en un medio seguro (el nucleo celular), para
poder ser operante en el medio donde ocurren la mayoria de las reacciones metabdlicas (citoplasma
celular), es conveniente que transfiera su informacion a otro tipo de molécula que pueda salir al
exterior. Esta molécula se denomina RNA (&cido ribonucleico) y, a este proceso de transferencia de
informacién del DNA al RNA, se lo denomina transcripcion * (§ 1.1.3.2) del DNA.

e Como las moléculas realmente funcionales en los seres vivos son las proteinas, la
informacion codificada en el RNA debe transferirse a su forma operativa, la proteina. A este proceso
se lo denomina traduccion * (§ 1.1.3.3).

En las siguientes secciones se explicaran brevemente en qué consiste cada uno de estos
procesos.

1.1.3.1 Replicacion del DNA

Un gen contiene informacién biolégica que debe copiarse exactamente y transmitirse desde
cada célula a todas sus células hijas. Como cada hebra contiene una secuencia de nucleétidos que es
exactamente complementaria a la secuencia de nucleétidos de la otra hebra debe notarse que, en
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realidad, ambas hebras contienen la misma informacién genética que se encuentra, por tanto,
duplicada. Dicho de otra manera, si se considera una secuencia como una palabra, dos secuencias
complementarias serian dos palabras distintas que quieren decir lo mismo —sinénimos-. Si se
denomina a las dos hebras Ay A", la hebra A puede servir de molde o patrén para producir una nueva
hebra A", de la misma forma, la hebra A" puede utilizarse para producir una hebra A. Asi, la
informacion genética puede ser copiada mediante un proceso en el cual la hebra A se separa de la
hebra A" permitiendo que cada una de ambas hebras sirva de patrén para la produccién de una nueva
doble hebra idéntica que la anterior (Figura 1.11).

Aunque el principio en que se basa la replicacion génica es elegante y simple, el mecanismo
real con la que se realiza esta copia en la célula es complicado, interviniendo un complejo de
proteinas que forman una “maquinaria de replicacién”. La reaccién fundamental se basa en la adicion
de un desoxirribonucleotido al extremo 3° de una cadena de DNA, catalizada por una enzima *, la
DNA polimerasa *. Cada nucleétido afiadido a la cadena es, en realidad, un desoxirribonucleétido
trifosfato; la separacion del pirofosfato de este nucledtido activado y su hidrélisis posterior
proporcionan la energia necesaria para la reaccién de replicacion del DNA, convirtiéndola de forma
efectiva en una reaccion irreversible.

Sy hebras madres
" de DNA

nueva hebra
complementaria

nueva hebra ‘_Q‘\

complementaria

M i .“"l-

Figura 1.11. Replicacién semiconservativa del DNA. En la figura se observa que a partir de una doble
hebra de DNA se obtienen dos copias idénticas a la original. Cada una de estas dobles hebras hijas
posee una hebra proveniente del molde original, mientras que la hebra complementaria ha sido
sintetizada de novo.

La replicacién de una hélice de DNA empieza por la separacion local de sus dos hebras de
DNA complementarias. Cada hebra actia luego como patrén para la formacion de una nueva
molécula de DNA, mediante la adicién secuencial de desoxirribonuclettidos trifosfatos, generandose
asi una hebra hija de DNA que tiene una secuencia complementaria a la de la hebra patron. La
informacion genética se duplica en su totalidad, es decir, se llegan a formar dos dobles hélices
completas de DNA, cada una de las cuales es idéntica en cuanto a la secuencia de nucleétidos a la
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hélice de DNA madre que sirvi6 de patrén. Debido a que al acabar el proceso cada doble hélice de
DNA hija esta formada por una cadena original y otra recién sintetizada, se dice que el mecanismo de
replicacion es semiconservativo (Figura 1.11).

Una de las caracteristicas mas impresionantes de la replicacién del DNA es su exactitud. Se
utilizan diversos mecanismos correctores para eliminar nucleotidos situados incorrectamente. Sin
embargo, puede ocurrir que la maquinaria de replicacion salte o afiada algunos nucleétidos, o coloque
una base diferente en lugar de la que corresponderia. Cada uno de los cambios de este tipo en la
secuencia de DNA constituye un error genético llamado mutacion *, que serd copiado en todas las
generaciones futuras de células, ya que las secuencia equivocadas se copiaran tan fielmente como
las correctas. Como los genes se expresan en proteinas, una mutacién puede provocar, por ejemplo,
que se sintetice una enzima inactiva o con problemas funcionales. Las consecuencias de un error de
este tipo pueden ser muy importantes, ya que el cambio de un nucleétido puede tener grandes efectos
sobre la célula. Por el contrario, una mutacion también puede proporcionar una ventaja de algun tipo,
ya sea una mejor adaptacién al medio o una mejora fisiologica. Este es uno de los principales
mecanismos de la evolucién, mediante el cual han aparecido nuevas especies y grupos taxondmicos
en el curso de la historia natural del planeta.

1.1.3.2 Transcripcion del DNA

La molécula de DNA es relativamente inerte desde el punto de vista quimico. La informacion
que contiene se expresa indirectamente a través de otras moléculas: el DNA dirige la sintesis de RNA
especificos, y asi de moléculas de proteina que, a su vez, determinan las propiedades fisicas y
quimicas de la célula (Figura 1.12).

Tanto el DNA como las proteinas, estan compuestos por una secuencia lineal de
subunidades y se ha demostrado que los nucledtidos del DNA estan dispuestos en un orden que
corresponde al orden de los aminoacidos de la proteina que especifican. Resulta evidente que la
secuencia de DNA contiene una especificacion codificada de la secuencia proteica. La pregunta
central de la biologia molecular pas6 a ser entonces cémo una célula traduce una secuencia de
nucledtidos del DNA a una secuencia de aminoacidos de una proteina.

La sintesis de proteinas implica copiar regiones especificas del DNA —los genes— en otro tipo
de polinucleétido quimica y funcionalmente diferente: el RNA. Al igual que el DNA, el RNA esta
compuesto por una secuencia lineal de nucleotidos, pero presenta dos diferencias quimicas respecto
al DNA:

e el esqueleto de azucar y fosfato del RNA contiene ribosa en lugar de 2-desoxirribosa;

e la base T esta substituida por uracilo (U), una base muy estrechamente relacionada que
también se aparea con A.

El RNA contiene toda la informacién de la secuencia del DNA de la que ha sido copiada, y
mantiene las propiedades del DNA de apareamiento de bases. Las moléculas de RNA se sintetizan a
través de un proceso conocido como transcripcidn del DNA, que en muchos aspectos se parece al de
replicacién del DNA, ya que una de las dos hebras de DNA actia como patrén sobre la que se
sintetiza la molécula de RNA mediante adiciones consecutivas de ribonucleétidos.

La transcripcidn del DNA se diferencia de la replicacién en varios puntos importantes:
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¢ EI RNA producido no permanece asociado al DNA. Inmediatamente detras de la region en
la que se afiaden los ribonucledtidos, la hélice original de DNA se forma de nuevo y la molécula de
RNA se separa. Por consiguiente, las moléculas de RNA tienen una sola hebra.

o Las moléculas de RNA son relativamente cortas en comparacion con las de DNA, ya que
son copiadas a partir de una region limitada de DNA. Se transcriben tnicamente uno o varios genes
suficientes para producir una o varias proteinas.

e Las moléculas de RNA no sdlo se encuentran en el nucleo celular.

o Existen varios tipos de moléculas en los que se puede encontrar RNA, con funciones
biologicas diferentes. A los transcriptos de RNA que dirigen la sintesis de proteinas, se las llama
moléculas de RNA mensajero (mMRNA), mientras que otros transcriptos de RNA actian como RNA de
transferencia (tRNA) o bien forman los componentes de RNA de los ribosomas (rRNA) (Figura 1.12).

La cantidad de RNA sintetizado a partir de una regién determinada de DNA esta controlada
por proteinas reguladoras de la actividad génica, que se unen a lugares especificos del DNA cerca de
las secuencias codificantes de un gen. En cualquier célula, en cualquier momento dado, algunos
genes se estan utilizando para sintetizar RNA en grandes cantidades —por ejemplo, frente a una
infeccién bacteriana, se estan sintetizando en los linfocitos B * grandes cantidades de
inmunoglobulinas—, mientras que otros genes no se transcriben en absoluto.

aminoacidos
libres

NUCLEO -
\I ; proteina

DNA- - A Transcripcién ribosoma S
o delDNARNA ,I;d_-e——__,x

_, , Q- j o : aminoacido

Traduccion de
RNA a proteina

CITOPLASMA

Figura 1.12. Mecanismo de transcripcion y traduccién del DNA. Para mas detalles, véase el texto.

En las células, sin embargo, se descubri6 que la mayoria de los genes eucariéticos *
presentan secuencias codificantes —llamadas exones *- interrumpidas por secuencias no codificantes
-llamadas intrones *- (véase Figura 1.13).

Para producir una proteina primero se transcribe todo el gen, incluyendo tanto sus intrones
como sus exones, generando una molécula muy larga de mRNA (el transcripto primario). Antes de
que la molécula de RNA abandone el nucleo, un complejo de enzimas procesadoras de RNA eliminan
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todas las secuencias de intrones produciendo asi una molécula de RNA mucho mas corta (Figura
1.13).

Después de que esta maduracion de RNA -llamada maduracién por corte y empalme del
RNA (del inglés RNA splicing)- haya concluido, la molécula de RNA se desplaza hacia el citoplasma
constituyendo ahora una molécula de mRNA que dirige la sintesis de una molécula de proteina
determinada en su secuencia (Figura 1.13).

CCAAT sitio, Cap

DNA \ TATA
- T ] e
J B— .l
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5" DNA (region flanqueante) (5" no traducible) (3" no traducible) 3" DNA (region flanqueante)
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Transcripto primario de RNA [

Procesamiento del RNA
(corte y empalme, poliadenilacion)

3 3
RNA maduro (mRNA) [ |
R T 1 I...1
(5" no traducible) (3" no traducible)
Traduccion
i I
Proteina extremo extremo
N-terminal C-terminal
exones 1 TN regiones codificantes [

regiones no traducibles [__]

intrones  exm——"m DNA flanqueante

Figura 1.13. Mecanismo de maduracién del RNA. Para mas detalle, véase el texto.
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1.1.3.3 Traduccion

Las reglas a través de las que se traduce la secuencia nucleotidica en la secuencia de
aminoacidos de una proteina, el denominado codigo genético *, fueron descifradas a principios de
1960. Se demostré que la secuencia de nucledtidos de la molécula de mRNA que actia como
intermediario era leida en orden consecutivo y en grupos de tres. Cada triplete de nucledtidos,
denominado codén *, determina un aminoacido (véase Figura 1.12). Por ejemplo, el codon GAG
(guanina-adenina-guanina) traduce a acido glutamico, mientras que AUG codifica la metionina.

Puesto que el RNA es un polimero lineal de cuatro nucledtidos diferentes, existen 43 = 64
posibilidades de tripletes para formar otros tantos codones posibles. Habitualmente, en las proteinas
tan so6lo se encuentran 20 aminoéacidos diferentes, de modo que la mayoria de aminoacidos deben ser
especificados por varios codones. A este fenémeno se lo denomina codigo genético degenerado *. El
codigo ha sido altamente conservado a través de la evolucidn: con pocas excepciones, es igual en
organismos tan diversos como las bacterias, las plantas y el hombre.

La traduccion de un mRNA a proteina depende de una molécula adaptadora que reconoce un
aminoacido y un grupo de tres nucleétidos (Figura 1.12). Estos adaptadores son un grupo de
pequefias moléculas de RNA conocidas como RNA de transferencia (o tRNA), cada una de las cuales
tiene alrededor de 80 nucledtidos de longitud. En la molécula de tRNA (que poseen una hebra), los
pares de bases complementarias se forman entre residuos de nucledtidos de la misma cadena, lo cual
hace que la molécula de tRNA se pliegue de una manera caracteristica (como un cruce en trébol), que
es importante en su funcion de adaptador. En la molécula existen dos grupos de residuos de
nucledtidos desapareados, que son especialmente importantes para la funcién en la sintesis de
proteinas: uno de los grupos forma el anticoddn, cuyas bases pueden aparearse con las de un triplete
complementario de una molécula de mRNA (el codén), mientras que en el extremo 3" de la molécula
existe una secuencia CCA que esta unida de forma covalente a un aminoacido.

Finalmente, el mRNA es traducido a una proteina a través de un complejo conjunto de
reacciones que tienen lugar en el ribosoma, que es un complejo de mas de 50 proteinas diferentes
asociadas a varias moléculas de RNA ribosomal (rRNA) (Figura 1.12). Cada ribosoma funciona como
una gran maquinaria sintetizadora de proteinas en la que también intervienen las moléculas de tRNA y
las moléculas de mRNA (que poseen codificada la informacién genética). El ribosoma se fija primero
en un punto especifico de la molécula de mRNA (coddn de iniciacién), que establece la pauta de
lectura y determina el extremo amino terminal de la proteina. Luego, a medida que el ribosoma se
desplaza a lo largo de la molécula de mRNA, va traduciendo, codén a coddn, la secuencia de
nucleotidos a una secuencia de aminoacidos, utilizando moléculas de tRNA para afiadir aminoacidos
al extremo por el que la cadena polipeptidica esta creciendo. Cuando un ribosoma llega al final del
mensaje, tanto él como el extremo carboxilo de la proteina recién sintetizada, se liberan del extremo
3" de la molécula de mRNA al citoplasma. Los ribosomas funcionan con una eficacia notable: en 1
segundo, un solo ribosoma bacteriano afiade aproximadamente unos 20 aminoacidos a una cadena
polipeptidica en formacion.



La molécula de DNA 17

1.1.4 PROYECTO GENOMA HUMANO

En la historia de la biologia y de la medicina habra un antes y un después del 12 de febrero
del afio 2001. Los cientificos de los proyectos publico y privado del genoma humano presentaron este
dia “el libro mas grande de la historia”: el mapa “casi” completo del genoma humano.

El primer borrador del llamado “libro de la vida” fue presentado en cinco ruedas de prensa en
Tokio, Londres, Paris, Berlin y Washington, coincidiendo con su publicacion en las revistas Science 169
y Nature 17, y siete meses después de que fuera anunciada la lectura completa del genoma humano.
El 26 de junio de 2000, el presidente de Estados Unidos y el primer ministro de Gran Bretafia
realizaron al mundo el anuncio politico de la secuenciaciéon completa del genoma humano. Pero
encontrar los genes, es decir, las unidades de sentido en aquella secuencia de 3000 millones de
letras resulté un proceso mas complejo de lo previsto. Y el resultado ha sido una sorpresa. El genoma
humano contiene poco mas de 30000 genes o regiones activas y vastas regiones desérticas y
repetitivas. Ademas, gran parte de su material genético procede de virus y bacterias. Son muchos
menos genes de los esperados para el animal mas complejo del planeta: el hombre.

Después de unos diez afios de trabajo y de una inversiéon de 3000 millones de ddlares, el
consorcio internacional publico Proyecto Genoma Humano (PGH) —constituido mayoritariamente por
cientificos norteamericanos y britanicos y dirigido por Eric Lander- y su rival en la investigacion, la
empresa privada estadounidense Celera Genomics —dirigida por Craig Venter— entregaron por
separado su version completa a las dos principales revistas cientificas, Nature y Science,
respectivamente, tan rivales como los autores de este hito. Ambas secuencias coinciden en su mayor
parte.

Los resultados obtenidos son sorprendentes e indicativos de un funcionamiento muy
complejo. Los cientificos han creido durante varios afios que el genoma del hombre tenia, por lo
menos, 80000 genes. En muchas ocasiones se habia llegado a hablar de hasta 150000 genes. Sin ir
mas lejos, el mismo Craig Venter habia publicado no hace muchos afios una correccién del nimero
de genes (que por ese entonces se pensaba que era de 120000 a 150 000 genes). Venter y su equipo
de investigadores, después de haber analizado sus primeros resultados de los datos de
secuenciacion, se inclinaron entonces por reducir a unos 80000 el nimero de genes, pero dicha cifra
debera borrarse de los libros de texto.

Mientras que los datos descubiertos por el Consorcio publico estan a disposicion de todo
aquel que quiera consultarlo en Internet 171172, Celera ha puesto restricciones a sus datos en espera
de obtener beneficios econdmicos en un futuro. La ventaja econdmica que obtendria Celera vendra en
gran medida de la genémica comparativa, ya que la empresa tiene secuenciados también los
genomas de muchos otros organismos, cuyo conocimiento va a ser imprescindible en este campo.

El verdadero desafio de la biologia humana, més alla de averiguar cémo los genes orquestan
y mantienen el mecanismo de la vida, sera el de descifrar como la mente ha llegado a organizar el
pensamiento lo suficientemente bien como para investigar incluso nuestra propia existencia.

Debido a la importancia que ha tenido el PGH en el desarrollo de nuevas metodologias
analiticas para la investigacion de DNA, en las secciones siguientes se tratara brevemente los
resultados obtenidos con el PGH.
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1.1.4.1 Métodos de secuenciacion utilizados

El método de secuenciacion utilizado por Celera se basa en la desintegracion del genoma en
un conjunto aleatorio de piezas con una longitud de 2000, 10000 y 50000 pb y en su clonacion 16, El
sistema se ha bautizado como shotgun o “cafién de genes”’, que el pasado afio permiti6 a Celera
completar la secuencia del genoma de la mosca del vinagre con una precision del 99.99 %.

La empresa Celera Genomics utiliz6 muestras de DNA de tres mujeres y dos hombres (un
afroamericano, un chino asiatico, un hispano mexicano y dos caucasianos).

Por su parte, el consorcio publico ha basado su trabajo en la duplicacién de partes mayores
de cddigo humano, que luego se pueden encajar en el mapa del genoma en la regién apropiada. El
término cromosomas artificiales bacterianos (BAC) se refiere a las estructuras similares a los
cromosomas que se construyen mediante ingenieria genética para colocar los pedazos de DNA
clonados.

Varias copias del genoma se cortan en segmentos de aproximadamente 150000 pb por
digestion parcial con endonucleasas de restriccion * especificas. Estos largos segmentos de
restriccion se colocan en los BACs y se insertan en las bacterias, de manera que su informacion se
copia cada vez que la bacteria se divide. El genoma de estos clones se purifica, y cada clon se digiere
completamente con endonucleasas de restriccion, elegidas de manera de producir un patron
caracteristico de fragmentos pequefios de cada clon. La comparacion de los patrones revela el
solapamiento entre los clones, que permite alinearlos en orden. El resultado es un mapa fisico. Cada
clon individual de los BACs es cortado en pequefios fragmentos y clonado. Estos subclones mas
pequefios son luego secuenciados y ordenados.

1.1.4.2 Resultados del Proyecto Genoma Humano

Solo el 1.4 % del genoma humano codifica para proteinas

El borrador del genoma analiza la secuencia del 90 % de la eucromatina (que se tifie
débilmente, y que es rica en genes) y que ha sido determinada con un 99.9 % de fiabilidad. Las
regiones heterocromaticas del genoma se han ignorado deliberadamente, porque estan mucho mas
condensadas y confunden a las maquinas secuenciadoras. Ademas, no es muy probable que
contengan instrucciones importantes. Se tardara afios en organizar la secuencia completa, cotejar la
verificacion de los resultados y rellenar las lagunas. Sélo entonces estara completo el genoma y no se
hablara de borrador. Hasta ahora se ha secuenciado cada par de bases una media de cuatro veces.

El tamafio estimado de todo el genoma es de 3.2 Gb. De esto, aproximadamente 2.95 Gb
corresponde a eucromatina. De ello, sélo 1.1 %-1.4 % se corresponde con secuencias que codifican
proteinas constituyendo los denominados exones. Este porcentaje representa soélo el 5 % del 28 % de
la secuencia que se transcribe a RNA, con lo que una tercera parte del patrimonio genético esta
dedicada a la codificaciéon de proteinas humanas. Por tanto, los genes codificantes no aparecen
agrupados a lo largo de la secuencia, sino que estan desparrramados a lo largo de ella, y separado
por otras regiones genéticas que no se expresan, es decir, son mudas, constituyendo los
denominados intrones. La funcion de los intrones es de actuar como controladores de las regiones
que si se traducen luego en proteinas. Estos intrones silentes constituyen casi un 30 % de todo el
genoma.



La molécula de DNA 19

El numero de bases del genoma humano completo es de 3300 millones de pb y mide
desenrollado dos metros de longitud. De ellos, sélo 2.5 cm aportan la informacién genética necesaria
para la supervivencia.

Si todo el DNA del cuerpo humano se desenrollara, se haria 600 veces el trayecto entre la
Tierra y el Sol. La informacién llenaria una pila de libros de 61 metros de altura 0 200 guias telefonicas
de 500 paginas cada una.

El nimero de genes humanos es de aproximadamente 30000

Los cientificos que han examinado este primer bosquejo han quedado muy sorprendidos, ya
que el nimero de genes oscila entre 30 000 y 40000 genes (segun el Consorcio Publico Internacional)
0,y entre 26000 y 34000 (segln la compaiiia privada estadounidense Celera) 1. A pesar de la
complejidad de la estructura y el comportamiento humano, el numero de genes es comparable al
existente en genomas mucho mas pequefios. La Drosophila, polular mosca de la fruta, contiene unos
13000 genes. El gusano C. elegans, unos 18000, y la primera secuencia completa de una planta
superior, la Arabidopsis, o la planta de la mostaza, unos 26 000. La secuencia del genoma del raton
revela que entre estos mamiferos y el hombre hay apenas 300 genes de diferencia. Esto implica que
el numero de los genes humanos superarian apenas en nimero a animales inferiores o a plantas.
Cuando se complete el genoma del chimpancé es factible que se averiglie que Unicamente un pufiado
de genes y proteinas son las que han permitido a la especie elegida el poder hablar, razonar,
reflexionar y elegir su destino libremente.

Los genes humanos, que son menos numerosos de los que se esperaba, se encuentran muy
separados entre si. Como media, existen 12 genes por millén de pb de DNA humano, en comparacion
con los 117 de la mosca del vinagre, los 197 del gusano y los 221 de la planta Arabidopsis. Encontrar
auténticos genes entre el amalgama de DNA sin sentido ha resultado una dura prueba para los
programas informaticos actuales.

Esta claro que no existe una correlacion entre la complejidad de un organismo y la cantidad
de genes que tiene. Los cientificos aln no tienen respuestas convincentes para explicar como de
genes similares en nimero y composicién pueden formarse organismos aparentemente tan distintos
como un gusano invertebrado, una mosca y un ser humano, pese a que todos evolucionaron de un
organismo unicelular ancestral.

Se desconoce aun la funcion de un 40 % de los genes identificados.

La presuncion de que el ser humano, un animal inteligente y el mas complejo de todo el reino
animal, tenia que tener forzosamente un nimero elevado de genes, ha quedado hecha aficos. La
influencia ambiental podria ser mucho mayor de la estimada hasta el momento.

El DNA pardsito constituye mas de la mitad de todo el genoma humano

Los cientificos han analizado el resto del genoma humano sin aparente funcién bioldgica,
llamado DNA basura o parasito. Uno de los hallazgos mas importante es la abundancia de unos
elementos, los retrotransposones. Se trata de componentes genéticos que recuerdan a los retrovirus,
familia a la que pertenece el virus del HIV, y que tienen la capacidad de saltar de un sitio a otro del
genoma creando copias de si mismos, aunque la mayoria de los que tenemos estan defectuosos, ya
que han perdido su movilidad con el transcurso del tiempo. EI DNA parasito proviene de la
transcripcion reversa del RNA. Estos elementos de DNA parasito constituye mas de la mitad de todo
el genoma humano, junto con otros fragmentos de secuencias repetidas. Es evidente que este
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material ha sido mas importante en la historia evolutiva de nuestra especie de lo que se creia 73,
Ademas, debido a su abundancia, su presencia sugiere que el genoma no es un sistema fijo, sino algo
muy dinamico que cambia.

El concepto de DNA basura —es decir, de largas secuencias que aparentemente no sirven
para nada ya que no codifican para proteinas como los genes— también ha de ser desterrado a la luz
de la abundancia de estos transposones, ya que algunos de ellos pudieron cumplir una funcion muy
importante a la hora de construir genes funcionales en el genoma.

Una de las funciones del DNA parasito que guarda un cierto parecido con los genes viricos
resulta profundamente paraddjica ya que, segun los nuevos resultados, permite al cuerpo humano
generar un nimero enorme de receptores inmunolégicos que permiten reconocer muchos virus y
bacterias extrafios, y parece ser que se debe a un par de transposones que aparecieron en el genoma
hace muchos millones de afios.

So6lo 94 proteinas codificadas son especificas de animales vertebrados

De las 1278 familias de proteinas codificadas por el genoma, tan sélo unas 94 son
especificas de los animales vertebrados. El resto son proteinas habituales en los mal llamados
animales inferiores, propios de las levaduras y bacterias. Las reglas sagradas que permiten la vida,
como el metabolismo, la transcripcion del DNA en RNA que luego son traducidos a proteinas, o la
habilidad que tiene el DNA para replicarse, estan fijadas y preservadas en la evolucion.

La diferencia entre los gusanos y las personas radica mas en la enorme complejidad de las
proteinas que generan nuestro cuerpo que en el numero de genes. Hay muchos menos genes
humanos de los esperado, pero estos son mucho mas complejos de lo que se pensaba. Un nimero
pequefio puede codificar para un nimero grande de proteinas, ya que un solo gen puede codificar
para mas de una proteina.

Los cientificos han tenido que abandonar una de sus ideas mas arraigadas: que la
complejidad en la escala animal se basa en el numero de genes.

Los genes humanos estan altamente fragmentados

Otro motivo por el que resulta dificil detectar los genes humanos es que, en comparacién con
los genes de otras criaturas, se encuentran muy fragmentados.

Aparentemente no importa la cantidad de genes que se tengan, sino como se usan. La
fragmentacion de los genes humanos hace posible que se construyan muchas proteinas distintas a
partir de los mismos genes, mediante la combinacién de las instrucciones de formas diversas. Seguin
parece, como minimo el 35 % de todos los genes humanos se pueden leer de muchas formas. De
esta manera, el genoma humano podria codificar cinco veces mas proteinas que el genoma menos
flexible de la mosca del vinagre o del gusano.

Se certifica la teorfa de la evolucién de Darwin

Los primeros andlisis del genoma del hombre también estan sirviendo para certificar la
hipotesis de Darwin del evolucionismo. Tenemos 220 genes que se parecen mucho a los de las
bacterias. Se cree que esos genes se han transferido directamente a los humanos por las bacterias, y
las proteinas que codifican parecen estar implicadas en el metabolismo de los antibidticos y de los
agentes neurolégicamente activos. Este hallazgo rompe las ideas preconcebidas sobre las barreras
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existentes entre especies, ya que existen genes que saltan entre organismos tan diversos como una
bacteria y un ser humano.

Dos seres humanos son idénticos en un 99.9 %

Los resultados ponen dudas sobre la corriente ideoldgica del determinismo biologico,
expresado en corrientes racistas y xendfobas, ya que todos los seres humanos de la Tierra son
genéticamente idénticos en un 99.9 %. La idea de que las caracteristicas de la personalidad estan
estrechamente ligadas al genoma se puede considerar falsa, ya que no hay suficientes genes para
pensar que existe un unico segmento de DNA que justifique la homosexualidad, el alcoholismo o la
agresion. Los hombres no son prisioneros de sus genes, y las circunstancias de la vida de cada
individuo son cruciales en la personalidad.

La diferencia entre cualquier persona del planeta estriba en un 0.1 % de bases genéticas.
Eso significa que existen 3 millones de diferencias genéticas a lo largo del genoma entre una persona
y otra.

El mapa genético contiene 1.42 millones de nucleétidos diferentes (bases quimicas) en la
doble hebra, lo que se describe como polimorfismos (SNP, en inglés single nucleotide
polymorphisms), que se corresponde con un numero igual de variaciones en la otra hebra enfrentada
174, La mayoria de las diferencias entre la gente se explica por estos SNPs. Estos 1.4 millones de
diferencias entre el genoma de dos individuos distintos presenta como desafio establecer la
importancia en la susceptibilidad a sufrir ciertas enfermedades, y como estas “escasas” diferencias se
traducen en una personalidad concreta.

La mayoria de las empresas farmacéuticas confian en que seré el estudio de los SNPs lo que
las conducird a una nueva forma de tratar los pacientes de manera individual, ya que de estas
pequefias variaciones genéticas depende que una persona sea sensible 0 no a un determinado
farmaco.

Lo que se llama raza refleja unas pocas caracteristicas determinadas por una minuscula
fraccion de nuestros genes. Esos pocos genes, responsables del color de la piel o de la forma de los
0jos, no dan ninguna indicacién sobre el resto de la composicién genética del individuo. Asi, se puede
dar a menudo el caso de que dos personas de la misma raza, y que se parecen superficialmente,
estan menos relacionados entre si genéticamente de lo que pueden estarlo dos personas de razas
distintas, y que pueden parecer muy diferentes superficialmente.

Se han revelado mutaciones que determinan enfermedades y genes que estan
relacionados con el envejecimiento y con el cancer

Se han conocido casi 1000 mutaciones que determinan la forma en que caeremos enfermos
y en que periodo de la vida ocurrira 175, Este estudio consistié en identificar cada uno de los genes
causantes de enfermedades genéticas. De esta lista, se hizo un analisis para cada una de las
proteinas codificadas por estos genes y, de forma paralela, se estudié las caracteristicas de esas
enfermedades, como la edad de inicio de los sintomas, las formas de herencia, la frecuencia en la
poblacién y el impacto en la longevidad del paciente. Cabe destacar que los primeros 423 genes se
extrajeron de bancos genéticos previos, y el resto, hasta contabilizar unos 1000 genes, fueron
deducidos del borrador que presenta la revista Nature. De estos 1000 genes se conoce la funcién, la
enfermedad que producen, y la ubicacidn que tienen en los cromosomas. De estas enfermedades, en
funcién del momento en que la célula elabora las proteinas anémalas, la patologia va a manifestarse
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ya durante la etapa fetal y en los primeros nueve meses de vida (143 genes identificados), durante el
primer afio (234 genes identificados), en los afios que siguen hasta la adolescencia (247 genes
identificados), la edad adulta (225 genes identificados), o la época que discurre traspasada la
cincuentena (18 genes identificados).

Ademas, se cree que el desgaste de los telomeros esta relacionado con el envejecimiento y
con el cancer 178, Los teldmeros son los extremos de los cromosomas humanos, y su secuenciacion
no fue incluida en el primer borrador del genoma presentado por tener propiedades Unicas que los
hacen especialmente dificiles de analizar. Suponen menos del 1 % de la secuencia, pero se cree que
su desgaste esta relacionado con el envejecimiento y con el cancer. Cuando la maquinaria celular que
los mantiene se dafia, la célula no se divide correctamente y puede surgir el cancer. Los telomeros
también contienen genes, algunos conocidos y otros por descifrar. Los teldmeros encierran aun
muchas incognitas por descubrir.

La secuencia genética permitira a los expertos localizar, en uno o dos afios, el 90 % de los
genes implicados en tumores humanos, mediante la comparaciéon base a base de las secuencias
genéticas derivadas de las células cancerosas con las de las células sanas.

Todos los tipos de cancer estan causados, en Ultima instancia, por una anormalidad en la
secuencia genética. Estas mutaciones, causadas en su mayoria por agentes externos, terminan por
convertir a una célula y sus hijas en cancerosas '77. Con el borrador del genoma humano se conocen
entre 130 y 150 genes anémalos que estan implicados en producir uno o varios tipos de cancer, pero
no su posicion.

A partir de ahora se requiere la secuenciacién de los tumores, ya que se dispone de la
secuencia normal. El nuevo mapa genético permitird promover avances médicos tales como diversas
pruebas diagndsticas y terapias dirigidas a los fragmentos genéticos que contienen las mutaciones
que degeneran en cancer.

El cromosoma Y es mas sencillo que el cromosoma X

El cromosoma Y, que define el sexo masculino, es més pequefio y mucho mas simple que su
homélogo femenino, el cromosoma X. Ademas, estd plagado de genes silenciosos, secuencias
repetidas y DNA basura, por lo que es mayoritariamente no funcional 178,

El cromosoma Y contiene muchos menos genes que su homélogo femenino, aunque sus
genes son de gran interés y tienen importantes funciones, ya que codifican para el desarrollo de los
testiculos y tienen gran importancia en la fertilidad masculina. EI cromosoma Y quizas tenga una
docena de genes frente a los 2000 del cromosoma X.

Un hecho curioso es que el 95 % del cromosoma Y no se recombina durante la meiosis. La
historia evolutiva del cromosoma Y refleja una dependencia del cromosoma X, que pudo comenzar
hace 300 millones de afios, cuando aun no habia mamiferos en la Tierra y no habia determinacion
genética del sexo. Una mutacidén en uno de estos dos cromosomas hizo que a lo largo del tiempo
disminuyera el intercambio genético entre los dos cromosomas. Como resultado, el Y se fue
diferenciando de su homoélogo X y, al quedar restringida su capacidad de intercambio genético, los
genes masculinos acumularian mutaciones, como si de un vertedero se tratara, que les pondrian en
un callejon sin salida, condenandolos al silencio. Se cree que entre un 10 % y un 25 % de la
infertilidad masculina se debe a defectos del cromosoma Y. El cromosoma Y ha quedado restringido a
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genes esenciales y poco mas que para determinar el sexo. La funcidén de estos genes podria ser
asumida por otros cromosomas. ;,Desaparecera el simbolo genético de la masculinidad?.

Se presenta el primer mapa fisico de todos los cromosomas humanos

El consorcio publico presenta por primera vez una geografia muy detallada de todos los
cromosomas, incluyendo los cromosomas 1, 6, 9, 10, 13, 20 y X 17¢, el cromosoma Y 178, el cromosoma
12 180, el cromosoma 14 181y las regiones teloméricas 176,

El método utilizado (BAC), se basa en trocear el DNA humano en fragmentos de entre
100000 y 200000 bases de largo, marcar estos fragmentos para su identificacion y armar un puzzle
de 3000 millones de bases de las que esta compuesto el genoma humano mediante su ensamblaje
en las posiciones en los cromosomas 182,

Se ha desvelado algunos genes que predisponen a las toxicomanias y adicciones

La secuencia del genoma humano permitira entender la biologia que predispone a caer en
toxicomanias y adicciones al alcohol o al tabaco, mediante la identificacién de los genes que
contribuyen al riesgo individual de adiccion, y aquellos sobre los cuales las drogas causan adiccion 183,

Aunque la adiccion implica factores psicol6gicos y sociales, también depende de un proceso
bioldgico: los efectos de la exposicion repetida a una droga en un cerebro vulnerable.

Existen tres factores claves en la adiccién: la tolerancia, por la cual una persona es cada vez
menos sensible a la accién de una droga, la sensibilidad a esa droga, y la dependencia, por la que la
exposicion a las drogas genera el sindrome de abstinencia.

Los receptores cerebrales, que son las puertas de entrada en las que actian las drogas son,
en esencia, proteinas y, como tales, estan codificadas por genes.

Se conocen los genes implicados en el ciclo circadiano

Se desvelan entre 8 y 10 genes clave en el funcionamiento del ciclo circadiano (reloj
bioldgico humano) 184, Los problemas en el funcionamiento de este reloj biolégico (ubicado en la parte
anterior del hipotalamo, denominada nucleo supraquiasmatico) son los que contribuyen a desérdenes
en el suefio, insomnio y multitud de alteraciones psiquiétricas. Los genes candidatos del
funcionamiento del reloj biologico se localizan en los cromosomas 17, 12, 4, 11y 22.

Estos genes codifican proteinas que participan en complicados ciclos moleculares de
retroalimentacion, que a su vez afectan a otras proteinas en un engranaje bioldgico todavia
desconocido.

1.1.4.3 Consecuencias del proyecto genoma humano

La secuenciacion del genoma humano traerd como consecuencias cambios determinantes
para la salud y la medicina. En un futuro, este primer borrador sera mas comprendido. Podremos
saber como estan organizados los diferentes tipos de secuencias, el nimero exacto de genes que
poseemos y que proteinas codifican, sabremos que mutaciones o cambios de la secuencia estan
implicados en la mayoria de las enfermedades, descubriremos en qué momento, en qué tejidos y en
qué o6rganos se expresan los distintos genes. Sabremos con mayor detalle como funcionan y cdmo se
regulan los genes. Profundizaremos mas en nuestra historia evolutiva y nuestros origenes. Muchas de
sus consecuencias llevan a definir prioridades y a poner limites éticos mediante la legislacion.

Algunas de las consecuencias directas del proyecto genoma humano son:
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o Diagnéstico prenatal y preimplantatorio. Permitira seleccionar embriones sanos o con
determinadas caracteristicas para su posterior implantacion por fecundacion in vitro.

e Tratamiento contra el cancer. Del conocimiento de los genes tumorales dependera el futuro
tratamiento del cancer. Mediante la utilizacién de oncochips (§ 1.3.1.2), se conoceré el perfil
genético de cada tumor y permitird saber su prondstico y que tratamiento es el mas
adecuado.

e Desarrollo de la farmacogenética. Los seres humanos no responden igual a los farmacos.
En un futuro, antes de recetar un producto contra una enfermedad, se averiguara el genotipo
del enfermo para recomendar el medicamento que mejor convenga a un paciente en
particular.

¢ Medicina predictiva. A pesar de que la mayoria de las enfermedades comunes no son
estrictamente hereditarias, cuando se profundice en el genoma se ira conociendo genes de
susceptibilidad a patologias, que permitiran tomar medidas preventivas gracias al diagndstico
precoz.

o Fisiopatologia molecular. Aparecera como una nueva disciplina fundamental en la
Medicina, y consiste en el conocimiento de cémo actian los genes en las enfermedades.

e Terapias génicas. Se sustituirad un gen defectuoso por el gen sano.

e Clonacién terapéutica. Se introducirdn genes normales en embriones clonicos y a partir de
ellos se diferenciaran tejidos u érganos sanos para transplantes.

e Desarrollo de tecnologia diagndstica y de chips de DNA 185, Los chips de DNA (§ 1.3.1)
pueden disefiarse de muchas formas, pero el ideal consistira en una placa de 180 X 180
celdas minusculas con un trozo de cada gen humano en cada celdilla. EI médico podra
utilizarlo para conocer los cientos o miles de variaciones en la actividad de sus genes.

1.2 TECNICAS CLASICAS DE ANALISIS DE DNA

En esta seccidén se explicaran brevemente las metodologias clasicas de andlisis por
hibridacion del DNA. Se describiran las técnicas clasicas de biologia molecular y sus principales
herramientas: dot (slot) blot * (§ 1.2.3.2); dot blot reverso * (§ 1.2.3.3); utilizacion de enzimas de
restriccion *, electroforesis * y southern blot * (§ 1.2.3.1); técnicas de amplificacion como la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) * (§ 1.2.2).

Las técnicas de andlisis clasicas de DNA pueden clasificarse y sistematizarse de diferentes
maneras, aunque cabe destacar que determinados pasos estan interrelacionados y pueden
combinarse en funcion del problema analitico que se tenga .

Basicamente, hay tres tipos de metodologias de hibridacién entre un gen (secuencia analitica
de interés) y la sonda (su secuencia complementaria) en funcién de la localizacién de las partes
intervinientes en la reaccion de hibridacion. Las tres técnicas generales que se utilizan son:

1) Hibridacién en solucion u homogénea 0: cuando tanto la sonda como la secuencia a analizar
se encuentran en solucién y, por lo tanto, la reaccion de hibridacién ocurre en este medio.
2) Hibridacion in situ 1: cuando la secuencia analitica de interés esta en una célula o tejido 162163

(preparacion citologica)



Técnicas clasicas de andlisis de DNA 25

3) Hibridacion en membranas o filtros %13 cuando una de las secuencias (que puede ser la
sonda o el gen a investigar, segun el formato del andlisis) se encuentra inmovilizada en un
soporte s6lido (membrana)

En esta seccion, se van a describir con mayor amplitud las hibridaciones en membranas,
aunque se explicara brevemente la hibridacion in situ y la hibridacién homogénea .

Debido a que la hibridacién in situ aporta datos que no pueden conocerse con las otras dos
metodologias, su importancia ha ido en aumento, convirtiéndose en una herramienta importante en
biologia celular y molecular. La principal diferencia entre las hibridaciones convencionales (en solucién
0 en membranas) y la hibridacion in situ 0, consiste en que en las primeras se aislan los &cidos
nucleicos de una poblacién de células y, por lo tanto, se promedia la informacion de cada célula
individual respecto a la contribucién total de la poblacion celular, mientras que en la segunda se
estudia la informacion molecular de cada célula individual en un tejido o en una poblacién de células
163, | os principales usos son: evidenciar el grado de expresion de genes particulares 162163; detectar
infecciones viricas 0 bacterianas en un tejido —por ejemplo, la deteccién virica en un tejido cerebral
con esclerosis multiple 4 —; localizar genes particulares en determinados cromosomas; pruebas
clinicas de aneuploidia celular (por ejemplo, del cromosoma Y); determinacion del sexo en embriones
186, entre otras.

La hibridacion en solucién u homogénea ha cobrado relevancia desde la aparicién de los
beacons moleculares (§ 1.1.2). Las caracteristicas especiales de estas sondas las hacen idéneas para
poder realizar hibridaciones sin necesidad de inmovilizar el DNA en un soporte . En este principio se
basa la cuantificacion durante la PCR 340 (§ 1.2.2).

Antes de desarrollar cada una de las metodologias de analisis de hibridacion en membrana,
se describiran el tipo y el tratamiento de muestras para un andlisis genético.

1.2.1 MUESTRAS PARA EL ANALISIS GENETICO. PREPARACION

Existe una amplia gama de fuentes de DNA para analisis genético.

Entre ellas se puede citar 10-13;

¢ Tejidos frescos (sangre entera, células epiteliales bucales, foliculos pilosos, células de
liquido amnidtico y de vellosidades corionicas, fibroblastos de cultivo tisular).

¢ Muestras secas (manchas de sangre y semen, pulpa dental y médula dsea).

e Muestras pretatadas (autopsias humanas, tejido de visceras, tacos de biopsias, carne
congelada de animales).

Los pasos a seguir frente a una muestra biologica que va a ser analizada son ®:

e Toma de muestra

o Etiquetado

e Conservacion

e Extraccion del DNA
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Para las metodologias de andlisis de hibridacién en membrana (a diferencia de las
hibridaciones in situ), es necesario extraer el DNA para su andlisis. El objetivo principal de la
extraccién del DNA consiste en la recuperacion de acidos nucleicos de alto peso molecular en
ausencia de proteinas e inhibidores de las enzimas de restriccion.

Si se parte de sangre entera (una de las muestras mas frecuentes), se debe considerar que
el DNA se encuentra s6lo en las células nucleadas del tejido sanguineo (glébulos blancos o
leucocitos). Los pasos a seguir para la extraccién son:

- Hemolisis en medio hipoténico. En estas condiciones los eritrocitos (no nucleados) son
lisados * y eliminados con el plasma.

- Lavado de los glébulos blancos (linfocitos, neutréfilos, baséfilos y monocitos)

- Lisado de los leucocitos: en solucién con SDS (detergente que ayuda a romper membranas
celulares) y EDTA (quelante de cationes divalentes que inhibe las DNAasas * liberadas
durante la lisis celular, que pueden degradar el DNA a nuclettidos) y proteasas * (que
degradan las proteinas).

- Separacion del DNA de proteinas y demés restos celulares por extraccidn organica (con
fenol) 0 no organica (con NaCl o LiCl). Adicién de cloroformo para eliminar restos de fenol, en
caso de extraccion organica.

- Precipitacion alcoholica del DNA de la solucidn acuosa salina de cationes monovalentes.

- Cuantificacion y verificacion del DNA: se resuspende el DNA y se cuantifica por
espectroscopia UV a 260 y 280. Se verifica su grado de fragmentacion mediante
electroforesis en gel de agarosa.

Si la muestra de la que se parte es un tejido (musculo, higado) o una mancha seca (sangre o
esperma), las células son lisadas y las proteinas degradadas por accién de Proteinasa K *. La
desproteinizacion y precipitacion del DNA se lleva a cabo de igual manera que en sangre entera.

Antes de proceder a un andlisis genético, es necesario tener en cuenta la cantidad de
muestra que se dispone, o dicho de ofra manera, la cantidad de DNA presente en la muestra, ya que
si éste es escaso, los limites de deteccién de las metodologias serian insuficientes para un analisis
confiable.

Dependiendo del tipo de muestra en cuanto a la cantidad de material genético que contiene,
es necesario tener en cuenta que la sangre entera posee cantidad de DNA suficiente como para poder
ser detectadas con estas metodologias. Otras muestras como epitelio bucal, bulbos de pelo,
vellosidades corionicas, células de liquido amnidtico, saliva 0 manchas secas de esperma o sangre,
requieren un paso previo de amplificacién del DNA mediante PCR. Las células del liquido amniético
(procedentes de una amnioscentesis), pueden cultivarse y asi amplificarse mediante cultivo celular, y
los fibroblastos derivados del cultivo pueden ser analizados por estas metodologias 9. El proceso de
amplificacion mediante cultivo celular difiere respecto a la PCR principalmente en que todo el genoma
se reproduce, ademas de que es un proceso que tarda como minimo dos semanas, mientras que la
reaccion en cadena de la polimerasa requiere solo unas horas y s6lo amplifica la region de interés. En
la siguiente seccidn se explicara brevemente la técnica de amplificacion de DNA mas utilizada: PCR.
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1.2.2 AMPLIFICACION DEL DNA. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En 1983, Kary Mullis (Premio Nobel de Quimica, 1993) ided una metodologia para duplicar
hebras de DNA de manera artificial, que ha cambiado el curso de biologia molecular 17,1888, E|
concepto de la amplificacion de DNA por PCR es muy simple, pero su impacto ha sido extraordinario
por ser una metodologia rapida, econdémica, y un medio sencillo para la obtencién de microgramos de
DNA a partir de cantidades indetectables por los métodos utilizados hasta el momento.

Gracias a la PCR, las cantidades infimas (y antes insuficientes) de DNA dejaron de ser una
limitacion para procedimientos de diagndstico e investigacion del DNA.

La PCR es una técnica de sintesis enzimatica (in vitro) de secuencias definidas de DNA por
la extension simultanea de cebadores * (en inglés, primers) complementarios a las hebras de DNA de
la muestra. La reaccion utiliza dos oligonucledtidos * (cebadores), que se hibridan a las cadenas
complementarias de DNA de manera que flanquean la secuencia de DNA que se desea amplificar. La
elongacién de los cebadores es catalizada por una enzima llamada Tag DNA polimerasa *, cuya
principal peculiaridad es ser estable al calor. Se aisla de una bacteria termdfila (Thermus aquaticum).
En general, la DNA polimerasa lleva a cabo la sintesis de una cadena complementaria de DNA en la
direccién 5°—3" usando una hebra simple de molde, pero comenzando su polimerizacién desde una
regién de doble hebra, en donde se ha hibridado el cebador complementario a esa region. Esta es la
reaccion de extension del cebador.

La PCR utiliza el mismo principio, pero emplea dos cebadores, uno complementario a una de
las hebras del DNA, y el otro, complementario a la otra hebra de DNA, que han sido separadas de su
estructura de doble hélice por calor. Los cebadores se seleccionan de manera tal que la
polimerizacion a partir de cada cebador se dirige hacia el sentido donde se encuentra el otro, es decir,
los cebadores deben hibridarse en la posicién 5° de cada una de las hebras de DNA flanqueando la
region a amplificar. El resultado es la sintesis de novo de la regién de DNA flanqueada por los dos
cebadores.

La PCR es, entonces, una metodologia analitica que se realiza por repeticion de un ciclo que
involucra tres pasos:

e la separacion de las dos hebras complementarias de DNA analito que sirve de molde;

e |a hibridacion de los cebadores;

o la extension de los mismos por la Tag DNA polimerasa.

Los pasos de cada ciclo se consiguen simplemente variando la temperatura de la mezcla de
reaccion. Esto resulta en la acumulacién del fragmento especifico de DNA que se desea amplificar,
flanqueada por los dos cebadores.

Debido a que el producto generado por extension de los cebadores sintetizado durante un
ciclo determinado puede servir como DNA analito en el proximo ciclo, el numero de copias de la
secuencia de interés aproximadamente se dobla durante cada ciclo. Por lo tanto, 20 ciclos de PCR
rinden cerca de 1 millon de copias (22°) del DNA analito.

Una vez obtenido el DNA de la muestra que se desea analizar, cada ciclo consta de los
siguientes pasos (Figura 1.14):
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1- Calentamiento a 95 °C

Permite que las dos hebras complementarias de DNA que sirven de molde, se separen (0 se
deshibriden).

Deshibridacion inicial: es importante que el DNA de la muestra se separe completamente en

la primera deshibridacion, y debido a su longitud, es conveniente que la primera vez se

mantengan los 95 °C durante unos cinco minutos. Si al comienzo de la PCR el DNA se

separa solo parcialmente, tiene tendencia a rehibridarse en el paso posterior dificultandose,

por lo tanto, la reaccidn de cada hebra con los cebadores.

Deshibridacion durante los ciclos de PCR: Es suficiente mantener esta temperatura durante

20 a 30 segundos.

2- Enfriamiento a 37 °C

Aproximadamente a esta temperatura, los cebadores se unen a las hebras complementarias
de DNA flanqueando la secuencia que se desea amplificar. Para la mayoria de los propésitos, la
temperatura de hibridacion de los cebadores debe optimizarse empiricamente, ya que es el factor mas
critico en cuanto a la especificidad de la reaccion. Ademas, es una temperatura de compromiso. Si la
temperatura es demasiado alta, la tendencia es a la deshibridacion y no a la hibridacion, pero si la
misma existe, es muy especifica a alta temperaturas. Por otro lado, si la temperatura es demasiado
baja, existe hibridacion inespecifica.

3- Calentamiento a 72 °C

Es la temperatura optima de accion de la Tag DNA polimerasa para la elongacion de los
cebadores, mediante la incorporacion especifica de mondmeros de desoxirribonucledtidos
complementarios al extremo del cebador generandose, entonces, dos copias idénticas del DNA
analito. En cuanto al tiempo que esta temperatura debe mantenerse, normalmente 20 segundos son
suficientes para hebras de longitud habitual. La Taq polimerasa puede adicionar 60 bases/seg a 72
°C.

Cada ciclo (pasos 1, 2 y 3) puede repetirse tantas veces como DNA se quiera obtener,
existiendo un nimero de ciclos 6ptimos para la reaccion (25 a 35 ciclos).

4- Extension final
Usualmente, luego del dltimo ciclo, los tubos de reaccidén se mantienen a 72 °C de 5 a 15
minutos, con el objeto de que se completen productos con extensiones parciales.

Los requerimientos de la reaccion son muy simples:

e DNA muestra

e cebadores

e desoxirribonucledtidos trifosfatos: dan la energia y el sustrato para la reaccién

o DNA polimerasa termorresistente

e solucién amortiguadora que contenga Mg: catién necesario para que la enzima funcione.

Tanto los cebadores como desoxirribonucledtidos trifosfatos se encuentran en franco exceso.
El equipamiento necesario para la reaccion es un termociclador, que permite obtener las temperaturas
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deseadas rapidamente, de manera reproducible y precisa. La velocidad de calentamiento/enfriamiento
de estos equipos es de 1 a2 °C por segundo.

secuencia a amplificar

cebadores Taq DNA
/ TTTTTTTTTTTTTITITTITTTTTT polimerasa

T (NN NN NN O .
calentamiento a 95 °C i
TTTTTTTTTTITTTITT [TTTTTTTTTTTT
 —  ciclos S
@ B ~ ® B °
EEEeEne AN iEEnnnns AN NN NN
enfriamiento a 37 °C calentamiento a 72 °C

producto (2" copias)

Figura 1.14. Reaccion en cadena de la polimerasa. En la figura se observan los tres pasos de la
amplificacion. Calentamiento a 95 °C: permite la separacion de las dos hebras complementarias de
DNA analito que sirve de molde. Enfriamiento a 37 °C: permite la la hibridacién de los cebadores.
Calentamiento a 72 °C: permite la extension de los cebadores por la Taq polimerasa. En cada ciclo
(constituido por estos tres pasos), se duplica el nimero de copias.

Ademas del uso de la PCR para amplificar secuencias de DNA de interés analitico, otra
aplicacién importante consiste en utilizarla para producir marcacién de secuencias de interés
1014165167168, Estas secuencias pueden ser tanto sondas sintéticas (que al mismo tiempo se consigue
marcar y amplificar), como muestras reales. En este Ultimo caso, se consiguen copias marcadas
idénticas a la secuencia analitica de la muestra, que se incorporaran al sistema de deteccion.

La introduccidn de marcas durante la reaccion de amplificacion de la PCR se puede producir
mediante la incorporacion en la reaccién de dos tipos de reactivos marcados diferentes: o bien, los
cebadores (Figura 1.15, A), o bien los nucledtidos (Figura 1.15, B).

Las marcas asi introducidas pueden ser radiactivas (P%) o no radioactivas. La marcacion no
radioactiva de los cebadores puede realizarse con biotina 28, con digoxigenina, o con una amplia gama
de moléculas fluorescentes 2223, o bien directamente con enzimas (peroxidasa o fosfatasa alcalina). La
marcacion de los nucledtidos suele realizarse con biotina o con digoxigenina.

Cuando se usa marcacion mediante incorporacién de desoxirribonucléotidos trifosfato,
normalmente se utiliza dUTP marcado. EI dUTP marcado reemplazaria los sitios ocupados por dTTP
durante la sintesis y el producto de la amplificacion llevaria incorporada la marca.

Un avance importante en la PCR lo constituye la posibilidad de cuantificacién del producto
amplificado. Esto ha sido posible mediante la utilizaciéon de beacons moleculares 34 (§ 1.1.2) como
cebadores. La estructura particular de los beacons hace posible que la hibridacién entre el cebador y
el analito genere fluorescencia. Asi, cuanto mayor sea la intensidad de la fluorescencia, mayor
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cantidad de cebadores se encuentran formando duplex, es decir, hay mayor cantidad de producto
amplificado.

A secuencia analitica a amplificar y marcar B
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Figura 1.15. Marcaje de secuencias de DNA mediante PCR. A) utilizando cebadores marcados. B)
utilizando desoxirribonucleétidos trifosfato marcados

1.2.3 PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS EN MEMBRANA

En el Cuadro 1.1 se resume las distintas metodologias de analisis en membranas. En
funcién del problema analitico y el tipo de informacién que se desee obtener, se elige una u otra
técnica Cabe destacar que para este tipo de andlisis se parte de DNA de las muestras extraido y
purificado, segun se explicaraen § 1.2.1.

1.2.3.1 Southern blot

Esta metodologia se divide en varios pasos 9-1416.17,131,133,100-192;

1) Corte especifico de DNA en fragmentos mediante enzimas de restriccion. Cuando se trabaja
con DNA de una muestra biologica es necesario, antes de realizar la electroforesis, cortar el
DNA en fragmentos de distintos pesos moleculares, hecho que va a hacer posible su
posterior identificacion. Para este fin, se utilizan enzimas de restriccion, que reconocen
determinada secuencia de nucledtidos y escinden al DNA en estas secuencias especificas,
generandose fragmentos de restriccion *.
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2) Separacién de los fragmentos de restriccion por su PM mediante electroforesis en gel. La
electroforesis se basa en la migracién de especies en un soporte mediante la aplicacién de
un campo eléctrico. Este soporte hace que se discriminen las especies por su PM. Cada
fragmento migra diferentes distancias generando un patrén de bandas *. Los geles que se
utilizan son normalmente de agarosa o de poliacrilamida.

3) Transferencia del gel a membranas de nylon o nitrocelulosa (Transferencia de Southern *).
Los geles son dificiles de manejar debido a su débil consistencia, por lo que para trabajar es
conveniente hacerlo en membranas fisicamente resistentes (nylon o nitrocelulosa). Las
bandas de DNA * previamente separadas se transfieren a estas membranas mediante
capilaridad, respetandose el patrén de migracion electroforético generado en el gel.

‘ MUESTRA DE DNA ‘

‘ Preparacion de la muestra ‘

‘ ¢Escasa cantidad? ‘
|
AMPLIFICACION POR PCR TECNICAS DE ANALISIS

Southern blot ‘—{ dot-blot ‘

uso de enzimas de restriccion =
{ slot-blot ‘

separacion de fragmentos de restriccion ||
por ELECTROFORESIS

transferencia a soportes solidos - { dot-blot reverso ‘

HIBRIDACION Y DETECCION \

Cuadro 1.1. Metodologias clasicas de andlisis de DNA en membrana

Posteriormente, se procede a la hibridacién de la membrana de nitrocelulosa o nylon (§ 1.2.4)
y a la posterior deteccion de las bandas obtenidas, lo que se denomina mapa de restriccion *.

La metodologia de Southern blot tiene numerosas aplicaciones. Por ejemplo, se utiliza en
casos de pruebas de identidad. Estas pruebas tienen gran importancia en resolucion de casos
forenses y en filiacion °.

Este concepto fue establecido en 1980 debido a la observacion de locus * de DNA altamente
polimdrficos * caracterizados por fragmentos de restriccion de longitud variable (RFLP) *. EI concepto
de polimorfismo se refiere a diferentes formas (alelos) de un locus determinado en una poblacién. Un
locus se considera polimérfico si el alelo mas comin se presenta en ese locus con una frecuencia de
menos del 99 % en una poblacion determinada. Los RFLP se generan al actuar enzimas de restriccion
en determinados sitios de la molécula de DNA, denominados sitios de restriccion *.
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Los fragmentos de restriccion son la base para diferenciar una persona de otra debido a que
los sitios de restriccién varian entre dos individuos distintos. Esto es el fundamento de las pruebas de
identificacion, y se debe a que:

e algunos sitios de restriccion son polimorficos.

*

e los sitios de escision flanquean secuencias repetidas en tandem
repeticiones varia de un individuo a otro (nimero variable de repeticiones en tandem (VNTR) *)

, 'y €l numero de

e inserciones o deleciones de nucledtidos que han ocurrido en sitios de restriccion fijos.

Resumiendo y para concluir, si se trata con enzimas de restriccion muestras procedentes de
individuos distintos, los fragmentos generados seran diferentes en cuanto a su longitud y, por lo tanto,
tendran patrones de banda electroforéticas diferentes, hecho que permitira diferenciarlos. Cada
persona posee un mapa de restriccién caracteristico, que permite identificarla.

1.2.3.2 Dot (slot)-blot

En el dot-blot 193 y slot-blot directamente se aplica la muestra de DNA en una membrana de
nylon o nitrocelulosa. Aqui no interesa analizar un patron electroforético sino investigar una secuencia
en particular ¢1415281% por lo que no es necesario la separacion del DNA en fragmentos por
electroforesis. La diferencia entre una y otra técnica es que, para el caso del slot-blot, se utiliza una
maquina que realiza vacio para inmovilizar varias muestras simultaneamente y en un patrén
determinado 195.1%, y en el dot-blot directamente se aplica mediante una pipeta una alicuota del DNA a
analizar.

Sea cual fuere el método de aplicacion del DNA en el soporte sdlido, posteriormente se
procede a la hibridacién de la membrana de nitrocelulosa o nylon con la sonda (marcada) de
secuencia complementaria a la que es objeto de estudio (que esta inmovilizada en la membrana);
posteriormente se detecta la marca de la sonda (§ 1.2.4) mediante una metodologia apropiada.

1.2.3.3 Dot blot reverso

En el dot blot reverso, se aplica en la membrana la sonda (en este caso no marcada) y se
procede a la hibridacién con la muestra (que esta en solucién) 9. En este formato es necesario que la
sefial analitica provenga de la muestra, por lo que el analito se marca durante un procedimiento de
amplificacion por PCR (§ 1.2.2) usando en la amplificacion mononucleétidos o cebadores marcados
que se anexan en copias exactas de la muestra, generando réplicas del analito marcadas.

1.2.4 HIBRIDACION Y DETECCION

Sea cual fuere el fragmento que esta en fase sélida, segun los formatos vistos [dot-blot (§
1.2.3.2) y dot-blot reverso (§ 1.2.3.3)], o que provengan de una separacion electroforética [southern
blot (§ 1.2.3.1)] o0 no, la presencia de estas secuencias de DNA debe evidenciarse mediante otra
secuencia (complementaria) marcada que daria la sefial analitica, luego de la reaccién de hibridacion
(reconocimiento especifico) entre ambas.



Técnicas clasicas de andlisis de DNA 33

Tradicionalmente, la mayoria de las técnicas utilizaban sondas de acido nucleico marcadas
con radiois6topos de alta energia que eran detectadas por métodos autoradiogréficos * con una alta
sensibilidad.

Aungue siguen siendo técnicas muy utilizadas en numerosos laboratorios, la tendencia actual
es sustituirlas por métodos no radioactivos.

Esto se debe a que las sondas radioactivas (marcadas con P%) tienen una vida media corta,
el trabajo con este tipo de material requiere laboratorios especializados debido a la peligrosidad que
conlleva y existen problemas con los desechos de este tipo de ensayos.

Las estrategias de marcaje no isotdpico en general pueden dividirse en dos categorias 10:

e marcaje primario o directo

e marcaje compuesto

1.2.4.1 Marcaje primario o directo

El marcador se une directamente de manera covalente a la sonda de acido nucleico (Figura
1.16). Este marcador es capaz de dar la sefial analitica por diferentes técnicas: colorimetria o
espectroscopia (si el marcador es una enzima), quimioluminiscencia (si el marcador puede dar una
sefial quimioluminiscente) y fluorescencia (si en el marcador posee propiedades fluorescentes) 10.

e ? o
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Figura 1.16. Marcaje primario o directo. El analito inmovilizado se hibrida con una sonda de DNA que
se encuentra marcada con una especie capaz de dar una sefial analitica.

Los compuestos mas usados como marcadores directos son:

e Enzimas: Fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa,
hexoquinasa, peroxidasa.

e Compuestos quimioluminiscentes: luminol e isoluminol

e Compuestos fluorescentes: fluoresceina, rodamina, bromuro de etidio, rojo Texas.

1.2.4.2 Marcaje compuesto

Este tipo de marcaje es mas versatil y mas utilizado por los laboratorios fabricantes de kits
clinicos 10 pero requiere un reconocimiento secundario luego de la hibridacion, es decir, una
incubacion adicional (Figura 1.17).

El marcaje de las sondas de manera compuesta se basa en la funcionalizacién covalente de
las mismas con una molécula pequefia que no dan sefal analitica per se. Posteriormente esta



34 Capitulo 1. Introduccién

pequefia molécula es reconocida por otra molécula que da la sefial analitica, mediante una reaccién
de reconocimiento biologico de gran afinidad y especificidad (Tabla 1.1). Estas reacciones de
reconocimiento son basicamente de dos tipos:
o Complejacion: sistema biotina/estreptavidina (o avidina) conjugada con una enzima o un
fluoréfobo (Figura 1.17).
¢ Reconocimiento inmunologico: Sistema hapteno/antigeno (biotina, digoxigenina, glucosil,
sondas sulfonadas, proteinas A y G) // antihapteno/anticuerpo conjugado con una enzima o
un fluoréfobo.
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Figura 1.17. Marcaje compuesto: la sonda de DNA se encuentra funcionalizada con una especie que
en un segundo paso de incubacion es capaz de unirse de manera selectiva a una molécula que dara la
sefial analitica. En este caso se ejemplifica el reconocimiento inmunoldgico de una sonda
funcionalizada con digoxigenina con el anticuerpo antidigoxigenina-enzima.

1.2.4.3 Formatos analiticos de hibridacion

Para concluir, se puede decir que hay dos tipos de formatos clasicos de hibridacion: sonda
inmovilizada y analito inmovilizado. Pueden incluirse ademés el formato de captura o sandwich y el
formato competitivo. Se trataran brevemente cada uno de ellos.

e Analito inmovilizado (Figura 1.16 y Figura 1.17)

- Lasonda de reconocimiento se encuentra en solucién

- Lasonda esta marcada (de manera directa 0 compuesta)
- Elanalito se inmoviliza en la membrana

e Sonda inmovilizada (Figura 1.18)

- Elanalito se encuentra en solucion

- Elanalito se ha marcado durante su amplificacion por PCR (§ 1.2.2)
- Lasonda de reconocimiento se encuentra inmovilizada en fase sélida
- El sistema de marcaje normalmente es compuesto

Tabla 1.1: Marcas compuestas en sistema de hibridacion y deteccion de DNA
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Sonda de DNA Receptor especifico marcado con
funcionalizada con
biotina antibiotina coloide de oro
fosfatasa alcalina
B-galactosidasa
biotina avidina o estreptavidina ferritina
fluoresceina
peroxidasa
digoxigenina antidigoxigenina fosfatasa alcalina

peroxidasa

bromuro de etidio

antietidio-DNA

[-galactosidasa

fosfatasa acida

glucosil concavalina A
glucosa oxidasa
lgG antiespecies IgG peroxidasa
sondas sulfonadas antisulfona enzimas varias
proteina A lgG peroxidasa
proteina G lgG peroxidasa
PCR

NEP

VvV
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Figura 1.18. Formato analitico en el cual la sonda de reconocimiento esta inmovilizada y el analito
funcionalizado proviene de la PCR (8 1.2.2).

¢ Formato de captura o sandwich 2425153 (Figura 1.19)

- Una sonda de captura se encuentra inmovilizada en fase sélida;

- El analito se encuentra en solucién, y se inmoviliza mediante hibridacién con la sonda de
captura, que reconoce una secuencia aledafia al gen que se desea investigar;

- La secuencia de interés se reconoce mediante una sonda marcada (de manera directa o
compuesta);

- El reconocimiento del analito es doble.

e Formato competitivo (Figura 1.20)
Existen diversas formas de disefiar un formato competitivo. Un ejemplo es el que se presenta

en la Figura 1.20. En este caso particular:
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- La sonda sintética de secuencia idéntica a la del analito se encuentra inmovilizada en la
membrana;

- El analito se encuentra en solucién;

- La sonda marcada posee una secuencia complementaria a la del analito y a la de la
sonda inmovilizada en la membrana;

- El analito compite con la sonda inmovilizada en la membrana por la hibridacion con la
sonda marcada (de manera directa o compuesta) de secuencia complementaria;

- Lasefal es inversamente proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra.

N |

Figura 1.19. Formato analitico de captura o sandwich: en la membrana se inmoviliza una sonda de
captura del analito, que posteriormente se hibrida con una sonda marcada, en este caso, con una
marca directa.
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Figura 1.20. Formato analitico competitivo: el analito y una sonda inmovilizada en el soporte sélido,
que tienen igual secuencia, compiten en este caso por una sonda (con una marca directa) de
secuencia complementaria.
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1.3 NUEVAS METODOLOGIAS PARA LA DETECCION DE DNA

El diagnostico del DNA se ha convertido en un area importante en biologia molecular y
estudios biotecnolégicos. La determinacidén de secuencias de DNA de humanos, microorganismos y
plantas tiene cada dia mayor relevancia en otras numerosas areas de interés 197. Los métodos
convencionales para el andlisis de DNA se basan, fundamentalmente, en la secuenciacién o en la
hibridacion "%, Sin embargo, éstas metodologias clasicas se ven obsoletas frente a la creciente
demanda de mayor informacion, en menor tiempo, y a menor coste.

Dentro de este contexto, y debido a la consecucién del Proyecto Genoma Humano (§ 1.1.4),
los chips de DNA se han convertido en una alternativa necesaria a los métodos clasicos de andlisis de
DNA. Es por eso que esta tecnologia de creciente interés se tratard en § 1.3.1. Asimismo, los
laboratorios en un chip —que surgieron como consecuencia inmediata a los chips de DNA y que se
presentan como una tecnologia emergente—, seran tratados en § 1.3.2.

Sin embargo, la utilizacion de este tipo de tecnologia para el analisis de DNA requiere
personal cualificado para poder obtener resultados analiticos de confianza. La necesidad de analisis
de DNA en areas cada vez mas diversas (ademas del campo biomédico) llevd a buscar como meta la
construccion de dispositivos cuya utilizacién no requiera la supervision profesional, cuyo manejo sea
sencillo y cuyo coste sea menor. Esta conjugacién ha tenido como resultado numerosos trabajos de
investigacion dirigidos al desarrollo de genosensores como alternativa de analisis 8. Los genosensores
son también una nueva metodologia de andlisis de DNA, pero serén tratados mas adelante (véase §
1.4).

1.3.1 CHIPS DE DNA

Pocas areas cientificas se han desarrollado tanto Ultimamente como el diagndstico del DNA.
Con la finalizacién del Proyecto Genoma Humano nos encontramos en el comienzo de una gran
revolucion en el andlisis genético 9 200, La informacién obtenida con este proyecto abre las puertas a
nuevas posibilidades analiticas. Para continuar con estos avances y explotar estos conocimientos, los
dispositivos de andlisis futuros deben reunir ciertas caracteristicas tales como alto rendimiento,
rapidez, simplicidad y bajo coste. Los chips de DNA cubren la mayoria de estas demandas, y han sido
tratados en numerosos reviews 201206, Actualmente, mas de 100 compafiias ofrecen chips de DNA 207,

1.3.1.1 Principios teoricos

Un chip (o matriz de DNA) es simplemente un medio de llevar a cabo un amplio nimero de
experimentos de analisis de DNA en paralelo y en miniatura. Los experimentos que anteriormente se
llevaban a cabo en dias o afios, pueden ser realizados mediante un chip de DNA en unas pocas horas
y quiza en un futuro, en segundos. Los chips de DNA permiten analizar miles de genes
simultdneamente, y hacen posible el analisis con equipamiento portatil para medidas de campo.

En esencia, esta tecnologia implica en inmovilizar (por deposicion manual 151 o robética 208 o
por sintesis in situ 209212) una serie de sondas de DNA de secuencias diferentes y conocidas, en sitios
determinados (de 10 a 100 um) sobre una superficie pequefia (tipicamente superficies de vidrio, silicio
o plastico de 1-2 ¢cm2), con lo que se genera una alta densidad de sitios de reaccién por unidad de
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superficie (109 sitios/cm?). EI DNA o RNA analito se marca usualmente con moléculas fluorescentes.
Posteriormente, el chip se expone al DNA o al RNA de la muestra. En los distintos sitios de la
superficie donde las bases del DNA analito encuentren su contraparte en las distintas sondas, habra
hibridacion. El chip es luego escaneado mediante alguna de las diversas tecnologias disponibles, y la
imagen obtenida es interpretada. La imagen final consiste en manchas de diferentes intensidades que
estan relacionadas con el grado de hibridacion entre la sonda marcada y el DNA analito. La clave para
conocer el resultado es saber la ubicacion concreta de las sondas y su correspondiente secuencia. El
numero exacto de sondas inmovilizadas varia de acuerdo con la aplicacion del chip.

Los distintos chips de DNA varian en el tipo de polinucleétido inmovilizado, en los métodos
de inmovilizacién, en la formacion de los &cidos nucleicos (in situ o ex situ), en la hibridacién y en la
lectura del chip hibridado. Las sondas pueden inmovilizarse sobre el chip por métodos quimicos o
fisicos. Los distintos métodos de deteccion varian desde radioquimicos 213 a electroquimicos (lo cual
minimiza en gran medida la instrumentacion y permite dispositivos detectores mas pequefios y
robustos), pero el método mas ampliamente utilizado consiste en la marcacién fluorescente del DNA
analito.

La tecnologia de los chips de DNA implica la integracion de diferentes disciplinas tales como
biologia molecular, tecnologias avanzadas de microfabricacidn, quimica de superficie, quimica
analitica, software, robética y automatizacion. Pero, fundamentalmente, los chips genéticos son el
resultado de los logros conseguidos por dos campos: la biologia molecular y la tecnologia de
microfabricacion.

Biologia Molecular

Este area ha sido especialmente impulsada por el Proyecto Genoma Humano. En sus
comienzos, en los principios de los 90, se pensaba que su culminacién tardaria al menos 20 afios.
Casi tan pronto como se habia iniciado, la fecha de culminacién del proyecto se modifico al 2005,
luego al 2003. Gracias a los avances en las metodologias de analisis, computarizaciéon y
telecomunicaciones, el fin del proyecto se adelanté finalmente tres afios. El Proyecto Genoma
Humano ha contribuido en el desarrollo de los chips de DNA creando un mercado para la genomica.
La genomica es la ciencia que se encarga de descubrir, localizar y caracterizar los genes en un
organismo. Los adelantos en biologia molecular han impulsado el desarrollo de pruebas clinicas de
laboratorio y terapias génicas. Los avances mas importantes incluyen la PCR y la sintesis de
oligonucledtidos. También ha sido esencial en el desarrollo de los chips de DNA la creacion de los
secuenciadores génicos, que son maquinas automatizadas para la identificacion de secuencias
génicas.

Tecnologias de microfabricacion

El segundo avance tecnolégico que hizo posible la produccién de los chips de DNA es la
mejora en las técnicas de fabricacién a escala micro y nano 24, Inicialmente desarrolladas para su uso
en la fabricacion de chips de ordenadores, estas técnicas son ahora explotadas en una variedad de
otras disciplinas, tales como en la fabricacién de los chips de DNA.

Estos logros han hecho posible la inmovilizacion de moléculas organicas sobre una superficie
inorgénica. Estas técnicas varian de un fabricante a ofro. Los chips de DNA de alta densidad
requieren usualmente la deposicién fisica (tecnologia de deposicion de microchorro) de volimenes del
orden de picolitros en zonas determinadas de la superficie del chip. Es esencial activar la superficie
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para la union covalente de los oligonucleotidos a la misma. Sin embargo, otras técnicas se asemejan
mas a las utilizadas en la fabricacién de chips microelectrénicos, haciendo uso de procesos
fotolitograficos y de micromecanizacion.

1.3.1.2 Aplicaciones de los chips de DNA

Las aplicaciones de los chips de DNA son innumerables 25. Entre las més importantes se
pueden citar:

e Expresion génica: permite el estudio de los numerosos genes que participan en

enfermedades y su comportamiento (aumento o disminucién de su expresion).

e Secuenciacion génica: permite la determinacion de la secuencia de cualquier gen de

interés.

¢ Farmacogenomica: estudia el efecto de ciertos farmacos mediante el perfil genético de los

pacientes; este tipo de chips son utilizados en el descubrimiento de nuevos farmacos y en el

diagnostico y pronéstico de los pacientes tratados con ellos €.

e |dentificacion de SNPs. Algunos SNPs tienen significacion clinica, por lo que este tipo de

chip se convertira en la base de medicina farmacogenémica.

¢ Toxicogendmica: permite el andlisis del efecto que un determinado compuesto tiene, por

ejemplo, en el aumento de la expresion de genes asociados con toxicidad.

» Medicina forense: identificacion de individuos mediante su perfil genético particular

o |dentificacion de armas bioldgicas: para prevenir, neutralizar y revertir los efectos de un

agente bioldgico utilizado con fines bélicos.

e Industria alimentaria; identificacion de agentes causantes de intoxicaciones alimentarias,

entre otras aplicaciones.

1.3.1.3 Tipos de chips de DNA

Es dificil de establecer una taxonomia completa, aunque hay dos tipos basicos de chips de
DNA. Los primeros y mas antiguos son los chips secuenciadores 217218, En estos tipos de chips se
inmovilizan segmentos de DNA de 20 mer *. Estos chips estan disefiados de tal manera que cubre
todas las posibilidades de combinacién de bases, en un esquema que se denomina secuenciacién por
hibridacion (SPH). La muestra se introduce en el chip y se hibrida con aquellas sondas donde
encuentra secuencias complementarias.

La segunda variedad son los chips de expresion génica 219220, Estos estan disefiados para
determinar el grado de expresion de una secuencia genética midiendo la cantidad de mRNA que esta
produciendo un gen en concreto. Estos chips presentan un grupo especifico de pares de bases. Los
resultados se obtienen determinando el grado de cambio cuando se compara con una referencia o
control, mediante hibridacion competitiva 221, Este tipo de chip es Util en diagnéstico y tratamiento de
enfermedades vinculadas a la expresion de genes, como es el caso de ciertos casos de cancer
(Synteni, Fremont, CA'y Incyte, Palo Alto, CA).

En las siguientes secciones se han seleccionado algunos ejemplos de las principales
companias.
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Affymetrix (Santa Clara, CA)

El primer chip de DNA desarrollado es el GeneChip. El sistema comercial completo consiste
en cuatro partes integradas. Un chip de DNA de un solo uso, una estacién de fluidos para introducir la
muestra, un escaner para leer los datos y el software.

El chip de DNA consiste en un arreglo de oligonucleétidos de secuencias conocidas en una
superficie de silicio. Una estrategia de quimica combinatoria fotolitogréfica y de sintesis de DNA en
fase solida posibilita la sintesis in situ 209222223 de un gran ndmero de sondas de DNA en ubicaciones
especificas del chip, mediante la elongacion de la cadena base a base, tal como se explica en la
Figura 1.21.

La intensidad de la fluorescencia capturada por el escaner es utilizada por el software —que
reconoce la localizacién de todas las sondas y sus correspondientes secuencias— para dar el
resultado de la muestra.

El actual método de fabricacion a gran escala permite sintetizar 300 000 polinucleétidos en un
area de 1.28 x 1.28 cm, aunque existen prototipos que exceden un millén de sondas por chip.

La compafia ofrece GeneChips de expresion genética 24 y de secuenciacion 2%, y para
aplicaciones tan diversas como la deteccion de cancer de mama, virus del HIV y el gene p53 (un gen
supresor de tumores que varia en varias formas de cancer), o para distintos patégenos bacterianos.

Y :
bases
luz

nitrogenadas . . .
9 base nitrogenada inmovilizada en

. la cubierta fotosensible
[ f :
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fluorescente  DNA
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Figura 1.21. Estrategia fotolitografica utilizada por Affymetrix para la construccion de chips de DNA. El
proceso consiste en la activacion por la luz de una cubierta fotosensible sélo en los sitios que lo
permite una mascara (A). Un tipo de base nitrogenada (hidroxidesoxinucledsidos con un grupo
protector fotolahil) se inmoviliza entonces en los sitios activados de la cubierta (B). Este proceso de
inmovilizacion de las bases nitrogenadas continua, modificando el patrén de la mascara y activando
diferentes sitios y acoplando diferentes bases, de manera de conseguir la construccion de distintas
sondas de DNA con una secuencia diferente. El chip es puesto en contacto con el analito, que se
hibrida en aquellos sitios donde encuentra bases complementarias, y su secuencia es revelada
mediante el patrdn de fluorescencia obtenido (C), y mediante un software apropiado.
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Hyseq Inc. (Sunnyvale, CA)

El chip producido por Hyseq (en colaboracién con Perkin Elmer), se basa en el concepto de
secuenciacién por hibridacion (SPH). La metodologia SPH se lleva a cabo en un chip que contiene
inmovilizados las 1024 combinaciones posibles de secuencias de oligonucleétidos de una longitud de
5 mer, que acttan como sondas de captura. El chip se incuba con el DNA analito, con un set de
sondas marcadas de 5 mer (que tienen también las 1024 combinaciones posibles), y con la enzima
ligasa. Cuando la sonda de captura se hibrida con la secuencia complementaria del DNA analito y
cuando una sonda marcada se hibrida con la secuencia inmediata del DNA analito adyacente a la
sonda de captura (Figura 1.22), ocurre la unién covalente entre las sondas de captura y la sonda
marcada mediante la enzima ligasa. Un paso de lavado a altas temperaturas elimina las sondas
marcadas que no se han unido de manera covalente a las sondas de captura y al DNA analito. Las
secuencias de las sondas se disefian de tal manera que presentan regiones superpuestas, segln la
estrategia de SPH (Figura 1.22). La secuencia del DNA analito se ensambla mediante un software
apropiado.

Debido a que el chip contiene todos los posibles oligonucleétidos de 5 mer, se puede
secuenciar cualquier gen. La principal ventaja de este chip que incluye 1024 pentameros en
combinacién con 1024 sondas marcadas en solucién es que tiene la potencialidad de generar todas
las combinaciones (1048754) de 10 mer, sin la necesidad de sintetizar o inmovilizar 1 millén de
sondas.

¢

¥ x
sonda B B GACCGTAAA
marcada B B B ACCGTAAATC
BB B CCGTAAA
i B
union covalente ~~ P B sondas de A
por la er};ima grmto avado B secuencias TTgGG{ﬁ‘T
igasa E E E superpuestas V) ATCRGTATC
sondade g B TCaGTATCAA
capiira g g B secuencias CGGTATCAAG
BB B ensamblada GGTATCAAGC

. S0P e GACCGTAAATCGGTATCAAGC

Figura 1.22. Estrategia de SPH utilizada en los chips secuenciadores comercializados por Hyseq.

Clinical Micro Sensors (CMS) (Pasadena, CA)

CMS en colaboracion con Motorola estd desarrollando instrumentos pequefios, de bajo coste
y operados por baterias, que se basan en la deteccion electroquimica de la hibridacion del DNA
analito, para su aplicacion en medidas de campo (Figura 1.23). La deteccion electroquimica es ideal
para la simplificacién del equipamiento respecto a las detecciones dpticas.

La esencia de esta tecnologia se basa en la oxidacion-reduccion reversible y continua del
DNA analito que se ha hibridado con una sonda marcada con un dador electronico (un complejo
organometélico basado en ferroceno). Los microchips tienen numerosas areas electroactivas de oro
(microelectrodos), en las que se inmovilizan sondas de captura a través de “cables moleculares” de
fenilacetileno. Las sondas de captura se hibridan con el analito, y éste con una sonda marcada con el
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complejo organometalico (denominadas AMBER, del inglés amperometric bioelectronic reporter). Los
‘cables moleculares” mantienen el contacto eléctrico entre las sondas marcadas con el AMBER y la
superficie de oro. La generacion de la sefial depende entonces de la hibridacion con la sonda
marcada. Cuando se aplica un voltaje, la marca de ferroceno libera electrones que viajan a través de
la doble hebra, y se transmiten a través de los cables moleculares a los microelectrodos de oro.

La empresa pretende integrar la preparacion de la muestra (lisis de las células,
deshibridacién y fragmentacién) al sistema (laboratorio en un chip, § 1.3.2). Las aplicaciones de este
dispositivo seran muy variadas, tales como diagnostico clinico, alimentacion, investigacién biomédica,
farmacogendmica y deteccion de armas biolégicas, entre ofras.

Figura 1.23. Prototipo de chip de DNA portatil y operado por baterias disefiado por CMS

Incyte Pharmaceuticals Inc (Synteni) (Palo Alto, CA)

El objeto de los chips elaborados por esta compariia es la investigacion de la expresion
génica de las células mediante la monitorizacion del mRNA del nicleo celular a través de una
hibridacion competitiva de “dos colores”.

El ejemplo que se muestra en la Figura 1.24 es un experimento de expresion genética
comparativa. La muestra inicial consiste en dos grupos de células. Estos grupos pueden ser, por
ejemplo, tejidos enfermos y sanos, muestras bajo tratamiento médico o sin terapéutica, 0 muestras
sometidas a diferentes condiciones a lo largo del tiempo.

En la primera parte del experimento, el mMRNA se extrae de las células. Posteriormente, se
realiza la transcripcion reversa de las moléculas de RNA a una molécula mas estable (a su DNA
complementario, cDNA). El cDNA de cada grupo de células es luego marcado, tipicamente con dos
cromoforos fluorescentes distintos. EI cDNA resultante se hibrida con el chip, mediante un mecanismo
de competicion.

El chip hibridado es luego lavado y escaneado. La posicion y la intensidad de las manchas
otorgan la informacién (obtenida por un software apropiado 22%5) de la expresion genética de una
poblacion de células en estudio con relacion a una muestra control. Este es el fundamento de la
expresidn genética comparativa.

Los datos de expresidn genética comparativa sirven para:

o |dentificar y valorar los genes clave para el desarrollo de nuevos medicamentos.
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e Comprender el comportamiento y las interacciones de los genes en células enfermas y
sanas.
oValorar la eficacia o la toxicidad de compuestos antes de comenzar un tratamiento clinico.
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Figura 1.24. Esquema de la estrategia seguida por Incyte (Synteni) para la monitorizacion de la
expresion génica (véase texto). El chip de DNA se prepara por impresion robética sobre un soporte de
vidrio de hasta 10000 sondas de DNA de 500 a 5000 pbh.

1.3.1.4 Retos futuros

Mientras que las compariias de chips de DNA se preparan para sacar sus productos al
mercado, los mayores desafios —aun por solucionarse— son del orden tecnoldgico y regulatorio.

El avance tecnoldgico implicaré el aumento de la densidad del chip, mediante deposicion
robética o microlitografia, y de su sensibilidad y fiabilidad. Otro gran reto consiste en la integracion de
los sistemas (lab-on-a-chip). Ademas, se debe conseguir el aumento del grado de produccion para
alcanzar las demandas esperadas. Actualmente, unos pocos fabricantes estan produciendo chips en
escala piloto. Finalmente, otro desafio tecnoldgico implica mejorar los pardmetros de fabricacion
orientados a conseguir un precio comercialmente aceptable por unidad. En el orden regulatorio, se
debera asegurar que los procesos de fabricacién cumplan con los sistemas y estandares de calidad.

1.3.2 LABORATORIOS EN UN CHIP

La tecnologia de microfluidos utilizada en la fabricacion de los laboratorios en un chip (en
inglés lab-on-a-chip) representa una revolucion en la experimentacién en el laboratorio y otorga
conjuntamente los beneficios de la miniaturizacion, integracién y automatizacién en un sistema de
analisis.
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El objetivo de numerosos microsistemas que se estan disefiando en la actualidad es el de
realizar un Unico dispositivo que permita la integracion de todos o varios de los procesos implicados
en el analisis del DNA, tales como toma de muestra, pretratamiento y extraccion del DNA,
amplificacion, separacion o hibridacién y deteccién. Son los denominados laboratorios en un chip, o
sistemas microfluidicos 201206, E| material se transporta dentro de estos dispositivos a través de
microcanales de entre 5y 200 um de ancho y de microestructuras en las cuales se llevan a cabo
reacciones, separaciones y analisis que usualmente se realizan con grandes instrumentos analiticos.

La construccion de estos microlaboratorios se realiza mediante tecnologias avanzadas de
microfabricacion y utilizan procesos comunes al desarrollo de circuitos microelectronicos.

El analisis mediante un laboratorio en un chip otorga numerosas ventajas. La manipulacion a
la que se ven sometidos muestras y reactivos cuando un andlisis se realiza en sucesivos pasos se ve
disminuida, y asi existe menor riesgo de contaminaciones. La reduccion del tamafio de estos
dispositivos implica un menor consumo de reactivos y de muestra. Ademas, en un futuro, la
fabricacion de estos sistemas de microfluidos sera mas econémica respecto al equipamiento de
andlisis tradicional. Este tipo de laboratorios en un chip conlleva un aumento considerable en el
rendimiento de los procesos de andlisis, y este mayor rendimiento se traduce en una mayor rapidez
en un analisis. Asi, la mejora en la difusion térmica que se observa en estos dispositivos implica el
enfriamiento y el calentamiento mas efectivo de los materiales y de los fluidos. Por ejemplo, en las
separaciones electroforéticas mediante estos microsistemas pueden utilizarse gradientes mayores de
voltaje sin que se observe el efecto Joule, consiguiendo asi una mejora en velocidad y eficiencia
respecto a los métodos electroforéticos tradicionales. El flujo en estos sistemas es laminar, debido a
las reducidas dimensiones de los canales y a la velocidad del caudal en los mismos. Como resultado,
se evita el aumento del ancho de las bandas y de la presion debido a turbulencias. En los laboratorios
en un chip es posible el transporte de materiales sin la utilizacién de valvulas mediante sistemas de
transporte electrocinéticos (migracion electroésmica y electroforética). Ademas, este tipo de sistemas
se pueden construir en paralelo de manera muy sencilla, permitiendo el analisis simultdneo de
numerosas muestras. La miniaturizacion de la instrumentacién analitica permite el transporte del
equipamiento fuera del laboratorio, para medidas de campo.

Se han desarrollado microchips para la realizacion de PCR 22623 para el analisis
electroforético del DNA 231239y para la amplificacién por PCR con analisis electroforético posterior 24-
244,

Como va se dijera, el objetivo de la mayoria de los disefios de microsistemas es el de integrar
en un chip varios o todos los procesos involucrados en el andlisis de DNA. Los microsistemas més
completos son los que incluyen amplificacion por PCR y deteccidn electroforética 240-247,

Por citar un ejemplo, se ha fabricado un laboratorio en un chip que posibilita el transporte de
muestras del orden de nanolitros a través de una red de microcanales, la mezcla de los reactivos con
la muestra, la preparacion de la muestra, la digestion del DNA con enzimas de restriccion, la
amplificacién por PCR y la separacidn electroforética del DNA 248,
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Algunos sistemas comerciales se encuentran en fase inicial de desarrollo, mientras que otros
ya se encuentran en fase de experimentacion y comercializacion.

Caliper Technology Corporation —en colaboracién con Agilent Technologies— ya comercializa
un instrumento que utiliza chips (LabChip ™) de un sélo uso para el andlisis total en 90 segundos del
tamafio y concentracion de DNA, mediante su rapida separacion en fragmentos. Con la misma
finalidad, Aclara Biosciences Inc. —en colaboracion con PE Biosystems— ha desarrollado un sistema
de microfluidos (LabCard ™) que utiliza en este caso chips de plastico (Figura 1.25).

Nanogen Inc (San Diego, CA) ha desarrollado las bases para un sistema de andlisis completo
basado en un chip de DNA (véase § 1.3.1), mediante un proceso de preparacion electronica de la
muestra, que incluye separacién celular, transporte de la muestra, hibridacion y desnaturalizacion del
DNA, mediante el control de campos eléctricos 24, La utilidad de este sistema ha sido probado en la
separacion de E. coli de células humanas sanguineas mediante dielectroforesis. Las células fueron
dirigidas a sitios especificos de microelectrodos mediante una corriente AC y luego fueron lisadas 2.

Los examenes posteriores se llevaron a cabo por una hibridaciéon incrementada
electrénicamente en un chip separado, de la misma casa comercial 2!, pero el objetivo final es el de
realizar todo el sistema completo en un Unico chip.

Figura 1.25. Tarjeta plastica rigida de un sélo uso fabricada por Aclara Biosciences Inc. (LabCard ™).

Siguiendo con la idea de la miniaturizacion de sistemas para la construccion de laboratorios
en un chip, existen otras aportaciones interesantes para el desarrollo de microsistemas integrados.
Asi, en cuanto al tratamiento previo de la muestra, se ha descripto un sistema de cultivo de células en
un chip 22, y un cartucho microfluidico para la preparacion de esporas para su posterior analisis por
PCR 253,

También se ha descripto el acoplamiento de la tecnologia de los chips con la espectroscopia
de masa para la identificacién de una muestra y la elucidacién de su estructura 254, Otros autores
describen la construccién de una microcelda para la deteccion voltamétrica on-line 2%, y su
acoplamiento a una técnica de preconcentracion en una micromembrana liquida soportada 25,
También se ha descripto la construccidn de un agitador magnético hidrodindmico diminuto 257

Entre las aplicaciones, se ha descripto la deteccién de la viabilidad de Criptosporidium
parvum utilizando liposomas modificados con DNA en un chip microfluidico 2.
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1.4 LOS GENOSENSORES: UNA NUEVA METODOLOGIA DE ANALISIS DE
DNA

Ya se ha comentado la importancia que ha tenido el desarrollo de los chips de DNA en la
consecucion del PGH. Sin embargo, las mismas caracteristicas que los hacen herramientas
insustituibles cuando se quiere investigar miles de genes simultineamente los condiciona en
problemas analiticos mas concretos.

La necesidad de analisis de DNA en &reas cada vez mas diversas —tales como la industria—
con dispositivos cuya utilizacion no requiera la supervision profesional, cuyo manejo sea sencillo y
cuyo coste sea menor facilité el desarrollo de los genosensores. Los requerimientos de mayor
versatilidad, llevé a complementar las ventajas que ofrecen los sensores quimicos y los biosensores
con la gran especificidad que ofrecen los métodos clasicos de analisis de DNA. Esta conjugacion
multidisciplinar ha tenido como resultado numerosos trabajos de investigacién dirigidos al desarrollo
de genosensores como alternativa de analisis 8. Respecto a las técnicas clasicas de analisis de DNA
la principal ventaja de los genosensores es su capacidad de: generar directamente una sefial
mensurable, en un periodo corto de tiempo; simplificar el procedimiento de analisis reduciendo el
numero de etapas; desarrollar los ensayos en condiciones diferentes a las del laboratorio; su posible
regeneracion y la posibilidad de miniaturizacion de la instrumentacion asociada.

Se puede decir que un genosensor es un sensor quimico con DNA como elemento de
reconocimiento, o0 lo que es lo mismo, un biosensor de DNA. Es por eso que, antes de comenzar a
desarrollar el tema de genosensores en si (§ 1.4.4), se explicard brevemente la configuracién de un
sensor quimico (§ 1.4.1) y de un biosensor (§ 1.4.3) y se mencionarén los principales transductores
utilizados para la construccion de sensores quimicos y genosensores, haciendo énfasis en la
transduccion amperométrica (§ 1.4.2), que es la metodologia utilizada en el presente trabajo.

1.4.1 LOS SENSORES QUIMICOS

Un sensor quimico es un dispositivo que transforma informacién quimica a una sefial
analiticamente Util 2° y es capaz de dar la concentracion de un componente especifico de una
muestra. Un sensor se caracteriza por sus dimensiones reducidas, robustez, facilidad de utilizar y
capacidad de suministrar informacion analitica fiable de manera continua.

Los sensores quimicos usualmente contienen dos componentes basicos conectados en
serie: un sistema de reconocimiento molecular —el receptor—, y un transductor fisico-quimico 2921, El
receptor es capaz de reconocer selectivamente un determinado analito. Fruto de este reconocimiento
se produce una sefial primaria de tipo eléctrico, Optico, térmico o masico. El transductor es el
responsable de transformar dicha sefial en otra de tipo eléctrico, la cual es mas facilmente
cuantificable, medible y manipulable. La sefial eléctrica producida aporta informacién analitica sobre la
muestra, el proceso o el sistema que se esta investigando 262,

Los sensores quimicos también se denominan quimiosensores si el elemento de
reconocimiento es de naturaleza sintética y biosensores si el sistema de reconocimiento utiliza un
mecanismo bioquimico 2°.
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En la actualidad se encuentra en desarrollo un nuevo tipo de reconocimiento: el biomimético
23, Se basa en la tecnologia de grabado molecular sobre polimeros sintéticos altamente estables, los
cuales poseen propiedades de reconocimiento molecular selectivo. Este reconocimiento se
fundamenta en que los sitios de la matriz polimérica son complementarios al analito en forma y grupos
funcionales.

Los sensores quimicos se pueden clasificar en funcién de la propiedad fisica que mida el
transductor 261264265, Asi, se pueden clasificar en:

e Sensores basados en transductores opticos 266; dispositivos basados en fibras Opticas 265267,
resonancia de plasmones superficiales 265267269 y sensores de onda evanescente 27,

e Sensores basados en transductores piezoeléctricos 265267.268.270-272; dispositivos basados en
onda acustica de volumen y dispositivos basados en onda acustica superficial.

e Sensores basados en transductores electroquimicos y eléctricos 29 sensores
amperométricos 27324, sensores potenciométricos 265275, conductimétricos o impedimétricos 265 y de
carga iénica o efecto de campo (ISFET) 265, Los sensores electroquimicos mas ampliamente utilizados
se basan en la amperometria y en la potenciometria. Las dos técnicas se diferencian en que, en el
caso de los sensores amperométricos, se debe aplicar un potencial externo que provoque la reaccidn
que tiene lugar en el electrodo, mientras que en los potenciométricos se provoca un equilibrio local en
la superficie sensora, sin que sea necesario ninguna fuerza externa. En estos Ultimos se mide el
potencial generado entre el electrodo y la solucion denominado potencial de membrana en los
electrodos selectivos a iones.

En el préximo apartado, se desarrollaran con mayor detalle las técnicas que son utilizadas en
este trabajo para realizar las mediciones analiticas: amperometria (§1.4.2) y voltamperometria ciclica
(§1.4.2.1).

1.4.2 TECNICA AMPEROMETRICA

Los sensores amperométricos se basan en la medida de la intensidad de corriente resultante
de la oxidacion o reduccion de la superficie electroactiva de un electrodo al que se lo ha sometido a un
potencial constante 259265276, | eleccion adecuada de este potencial aporta cierta selectividad
electroquimica, ya que produce descarga de unas u otras especies quimicas. A menudo, esta
selectividad es insuficiente, por lo cual se debe modificar la superficie de los electrodos (quimica o
bioldgicamente), para aumentar la selectividad y la sensibilidad de la deteccion.

Para realizar medidas de sefial amperométrica se utilizan sistemas de tres electrodos 2, El
electrodo de trabajo es aquel sobre el cual se mide el paso de corriente una vez se ha fijado una
diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo y el electrodo auxiliar, actuando este Ultimo como
un contraelectrodo para cerrar el circuito eléctrico. Se necesita también un potenciostato el cual,
mediante el electrodo de referencia, mantiene constante el potencial aplicado sobre el electrodo de
trabajo. El electrodo de referencia acostumbra ser de Ag/AgCl, mientras que el de trabajo y auxiliar
son de materiales conductores e inertes, como metales nobles, derivados de carbono y polimeros
conductores.
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La intensidad de corriente es una medida directa de la velocidad de la reaccidn
electroquimica (velocidad de reduccién u oxidacién del analito en el electrodo) descripta por la ley de
Faraday (en su forma diferencial) como:

|=nF—
dt

donde dc/dt es la velocidad de oxidacion o de reduccion del analito, en mol/s, y n es el numero de
electrones por molécula implicados en la reaccién. Como se deriva de la ecuacion, la corriente es
directamente proporcional a la velocidad de transformacién del analito en la superficie del electrodo.
Sin embargo, una vez que las moléculas en la superficie se han electrolizado, se transfieren nuevas
moléculas desde la solucién a la superficie del electrodo. Asi, la corriente también depende de manera
critica de la velocidad del transporte de masa del analito desde la solucion a la superficie del electrodo
211 Este dltimo pardmetro depende de la concentracion del analito en la solucién, del area del
electrodo y de las condiciones de migracidn, conveccidn y de difusion 278, La migracion, que se debe al
transporte del analito por un gradiente eléctrico, generalmente se elimina adicionando un electrolito
soporte en la celda. La conveccion, que se debe al transporte del analito impulsada por un movimiento
de la solucién —por ejemplo, mediante agitacion—, puede controlarse simplemente si no se aplica
agitacion a la solucién o si se aplica una agitacion constante. La difusidn, que se debe al transporte
del analito debido al gradiente de concentracion del mismo, depende del tiempo, hecho que limita este
tipo de experimentos.

Si la respuesta de los electrodos se mide en una solucién estatica, la corriente | decrece con
el tiempo, segun la ecuacién descripta por Cottrell 277:

I=nFA\/E C
tr

en donde C es la concentracion de la especie electroactiva en la solucion, A el area del electrodo y D
el coeficiente de difusion de la especie electroactiva en la solucién. Debido a la dependencia del
tiempo como se evidencia en la ecuacion de Cottrell, en estas condiciones la corriente deberia de
disminuir hasta cero después de un periodo de tiempo, pero en realidad se obtienen intensidades de
corrientes bajas 278,

Una posibilidad es utilizar técnicas hidrodinamicas en las cuales se fuerza la conveccién, por
ejemplo, agitando la solucion o utilizando un electrodo de trabajo de disco rotatorio. El transporte de
masa en estos experimentos —que es mas rapido— es una combinacién de la conveccion y la difusién.
De esta manera, se forma una capa de difusién estatica en la superficie del electrodo de un grosor L
que depende de la velocidad de agitacién 279, Asi se consigue que el transporte de masa a la
superficie del electrodo nada més esté determinado por la difusion en esta capa. Se obtiene entonces
un estado estacionario en un tiempo relativamente breve, en el que el transporte de masa es estable y
el valor final de la intensidad depende de la concentracion del analito. Esta relacidn puede expresarse
mediante la ecuacion:
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D
|=nFA = C,

donde Cs es la concentracion del analito en solucion. Esta ecuacion puede simplificarse como:
I=KCq

donde K es la constante que incluye la constante de Faraday, el area del electrodo y el coeficiente de
difusion, entre otros. Para la utilizacidn de esta ecuacién se asume que la distribucion del analito en la
solucion es uniforme hasta la capa de difusion, y que en la superficie del electrodo la concentracion
del analito es cero 22,

1.4.2.1 Caracterizacion de los transductores amperométricos. Voltamperometria ciclica.

La caracterizacién basica de las especies redox y de los transductores electroquimicos
puede llevarse a cabo mediante la técnica electroquimica de voltamperometria ciclica 23!, Esta técnica
permite conocer de manera rapida el comportamiento redox de las especies quimicas en un amplio
rango de potenciales 2. La voltamperometria ciclica consiste en variar linealmente con el tiempo el
potencial aplicado al electrodo de trabajo, realizando un barrido desde un potencial inicial hasta un
potencial determinado, y seguidamente invertir la direccién de barrido en el sentido contrario hasta
llegar al potencial de partida. Se consiguen asi voltamperogramas ciclicos caracteristicos para cada
sistema redox. En los voltamperogramas se observa en la abscisa potenciales aplicados y en la
ordenada la intensidad de corriente medida en el electrodo de trabajo. La corriente puede
considerarse como la respuesta experimentada por el sistema de electrodos frente a los cambios de
potencial aplicados externamente. Asi la fuerza reductora u oxidante del electrodo se controla
mediante el potencial aplicado: si el barrido se realiza hacia potenciales negativos se convierte en un
reductor fuerte, mientras que si se realiza hacia potenciales positivos, se convierte en un fuerte
oxidante 2e2,

La informacion obtenida mediante voltamperometria ciclica es de caracter cualitativo, y
pueden sacarse conclusiones respecto a parametros como potenciales de oxidacion y reduccion, los
aspectos cinéticos de transferencia electronica sobre la superficie del transductor, la evaluacién de la
evolucion de ésta respecto a una sefial de excitacion como es el potencial, y aspectos interfaciales
como la adsorcion de sustancias electroactivas.

1.4.2.2 Materiales utilizados como transductores amperométricos. Composites.

Una de las ventajas de la amperometria es que los materiales utilizados en su construccion
son simples y accesibles. Su principal requerimiento es que sean materiales conductores. Pueden
utilizarse materiales simples 28 (metales como platino y oro o derivados del grafito como carbono
vitrificado o grafito pirolitico), o materiales compuestos (los denominados composites).

Un composite resulta de la combinacion de diferentes componentes que confieren sus
cualidades basicas, pero generando un material con caracteristicas propias. Consisten en una
dispersion de un material sélido conductor en una matriz polimérica de caracteristicas aislantes.
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Los composites conductores se pueden clasificar segin la distribucion de las particulas
conductoras en el material aislante 284285;

a) composites ordenados: presentan un cierto grado de ordenacién de los componentes

que lo forman;

b) composites aleatorios: las particulas se encuentran distribuidas de manera aleatoria en

el material. Se pueden a su vez clasificar en:
o dispersos, si la distribucién del conductor es totalmente aleatoria;
e consolidados, si una de las fases predomina de forma aleatoria en algunas areas
de la matriz.

Se puede emplear una gran diversidad de materiales conductores (platino, oro, grafito), asi
como también una gran cantidad de polimeros. Su elecciéon depende de la posterior aplicacion del
Sensor.

Los primeros transductores electroquimicos basados en composites descriptos en la
bibliografia fueron los de pasta de carbono 286287, Estan formados por particulas de polvo de grafito
(fase conductora), y un liquido aislante viscoso (aceite mineral). Debido a inconvenientes de tipo
fisico-mecanico 284 (resistencia del material), se han desarrollado composites rigidos 28, Algunas
ventajas de estos composites rigidos es su facilidad de mecanizacién y regeneracion mediante un
simple pulido.

En los laboratorios donde se ha realizado el presente trabajo se ha desarrollado este tipo de
material y se lo ha aplicado al disefio de sensores potenciométricos y biosensores amperométricos en
distintas conformaciones y para diferentes determinaciones analiticas 284288311, Ademds, se ha
incorporado en este tipo de matrices el material biolégico (biocomposites, §1.4.3), con las ventajas
que esto supone 312319,

1.4.2.3 Ventajas y desventajas de la técnica amperomeétrica

La técnica amperométrica presenta numerosas ventajas que la hacen adecuada para su
implementacién en el campo de los genosensores. Entre ellas se puede citar 320;

e Relacion directa entre la concentracion y la intensidad de corriente (sefial analitica): es la
causa de la mayor sensibilidad de amperometria respecto a potenciometria, en la cual la sefial
analitica (potencial) depende del logaritmo de la concentracion. En amperometria se consiguen, por lo
general, mejores limites de deteccion.

e Se basa en reacciones que tienen lugar en la superficie del electrodo, por lo que no
depende del volumen de la muestra o solucién que se esté midiendo.

e Es una técnica analitica simple, robusta y econdmica.

e La sefial analitica obtenida es facilmente procesable.

¢ Rango dinamico amplio (de 4 o 5 décadas de concentracion). Esto favorece su posibilidad
de aplicacion en control de procesos y de automatizacion.

e No es susceptible de interferencias de tipo fisico (color, turbidez, viscosidad). Evita la
necesidad de tratamiento de muestra.

e Los materiales que constituyen los transductores pueden ser simples y accesibles (tal como
el grafito) (§ 1.4.2.2).
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Estas son las causas por las que se ha optado por la amperometria como metodologia
analitica para la evaluacién de genosensores.

Su principal desventaja es que todas las especies que tengan comportamiento redox similar
al analito o a la molécula responsable de otorgar la informacion analitica (es decir, que se reduzcan u
oxiden a potenciales similares), interferirdn en las medidas. Este hecho puede solventarse utilizando
mediadores quimicos (§ 3.2.2.1) y selectivizando la membrana, mediante un reconocimiento
bioespecifico, como puede ser una interaccion DNA/DNA.

1.4.3 BIOSENSORES

Se define como biosensor al dispositivo analitico que incorpora un elemento bioldgico de
reconocimiento selectivo (o especifico de clase) —denominado biorreceptor—, en intimo contacto con
un transductor capaz de detectar el evento de reconocimiento molecular entre el analito y la
biomolécula y transformarlo en una sefial analitica, usualmente eléctrica 262321322,

Con la aparicion de los biosensores a principios de los afios 60, se gener6 una nueva
dimensién en los sensores quimicos en cuanto al reconocimiento molecular de un analito: el
biorreconocimiento 323, Esto implica una selectividad similar a lo que ocurre in vivo, que es la maxima
que se puede obtener 324,

La posibilidad de transformar este biorreconocimiento en una sefial mensurable en el mismo
dispositivo es otro concepto muy atractivo desde el punto de vista analitico.

El material bioldgico es el que otorga, por lo tanto, la selectividad del biosensor, mientras que
el transductor es el que da la sensibilidad. De ahi la importancia de seleccionar un transductor
adecuado.

Las etapas basicas de funcionamiento de un biosensor son las siguientes (Figura 1.26):

1. interaccién especifica del analito de la muestra con el material bioldgico inmovilizado
sobre el transductor de manera directa o sobre un soporte en contacto intimo;

2. deteccion, por parte del transductor, de la variacion de alguna propiedad fisica o quimica
del sistema, provocada por la reaccién de reconocimiento selectivo;

3. procesamiento de la sefial y obtencidn de resultados.

El material bioldgico que se puede utilizar es muy variado 3. enzimas, células 3%, tejidos,
cofactores, organulos, receptores, anticuerpos, microorganismos, agentes inmunolégicos, DNA. Los
transductores mas ampliamente utilizados son 6pticos, electroquimicos y piezoeléctricos 321,

Los biosensores mas desarrollados en la bibliografia y de mayor aplicacién en la industria
son aquellos que utilizan como material biolégico una enzima. Como ejemplo se puede citar los
biosensores de glucosa oxidasa, que se venden en las farmacias para medir los niveles de glucosa en
sangre en diabéticos 32 (Yellow Springs Instruments, Inc.; MediSense, Inc.) 327. Los mas novedosos
son los inmunosensores y genosensores, que aun se encuentran en fase de desarrollo para su
aplicacién masiva.
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Figura 1.26. Principio de funcionamiento de un biosensor

El material bioldgico puede inmovilizarse sobre el transductor de las siguientes maneras
259,261,273:
e inmovilizacion superficial:
- retencidén en una membrana inerte o retencion fisica;
- adsorcion fisica sobre el transductor;
- entrecruzamiento mediante agentes bifuncionales;
- enlace covalente con un soporte funcionalizado;
- atrapamiento en matrices poliméricas.
e inmovilizacion en una matriz: biocomposites.

1.4.4 BIOSENSORES DE DNA: LOS GENOSENSORES

Los genosensores (0 biosensores de DNA) son dispositivos capaces de dar una sefial
analitica a partir del evento de hibridacion 8. Combinan un agente de reconocimiento biol6gico (en este
caso una simple hebra DNA llamada sonda de DNA) que confiere selectividad, con un transductor,
que confiere sensibilidad y que convierte el evento de reconocimiento en una sefial electrénica
amplificada. Como ya se comentara, un genosensor es un sensor quimico con DNA como elemento
de reconocimiento, o lo que es lo mismo, un biosensor de DNA &,

La principal ventaja de los genosensores respecto a las técnicas clasicas de analisis de DNA
deviene de la proximidad entre el material biolégico y el transductor, hecho que permite detectar
cambios de manera mas sensible en la interficie con el elemento de reconocimiento biologico. De esta
manera se pueden realizar medidas no destructivas con poco material genético. Los genosensores se
caracterizan por su rapidez en la obtencion de resultados y por la simplificacion del procedimiento de
analisis reduciendo el nimero de etapas respecto a las metodologias clasicas.
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Es factible desarrollar con este tipo de dispositivos los ensayos en condiciones diferentes a
las del laboratorio; las posibilidades de regeneraciéon y de miniaturizacién de la instrumentacién
asociada son otras caracteristicas importantes.

Sin embargo, aun el desarrollo de genosensores esta en etapa de investigacion. Utilizan
sondas sintéticas, y todavia no han sido aplicados a muestras reales, excepto unas pocas
excepciones que ofrece el mercado a altos costos. Su transferencia a la industria esta aun en proceso
de evaluacion, debido a la falta de relacion entre el desarrollo cientifico y las expectativas comerciales.

1.4.4.1 Caracteristicas principales de los genosensores

Hay dos propiedades basicas de estos dispositivos que los hacen interesantes en quimica
analitica: la especificidad generada por el componente biol6gico que interacciona selectivamente con
el analito y la sensibilidad determinada por el material bioldgico en intimo contacto con el transductor.

Las caracteristicas deseables en un genosensor son las siguientes:

e Precision y sensibilidad

o Elevada especificidad; insensibilidad frente a interferencias de la matriz de la muestra

o Amplio intervalo dindmico de trabajo

e Tiempo de respuesta breve y rapidez en las medidas

e Independencia de la temperatura

e Capacidad de autocontrol y exactitud

e Ecolégico

e Largo tiempo de uso o, en su defecto, dispositivo de un solo uso

e Bajo coste de produccidn

¢ No destructivo

o Deteccion directa de la hibridacion, de manera que:

- no requiera adicién secuencial de reactivos

- norequiera preparacion de la muestra, que normalmente es compleja

o Posibilidad de uso en andlisis en continuo, permitiendo monitorizacién ambiental,
diagnéstico clinico y control de procesos bioindustriales y biofarmacéuticos.

o Reversibilidad de la reaccién de hibridacion o reutilizacion del dispositivo

e Fisicamente robusto (en especial los electroquimicos), con posibilidad de miniaturizacién,
de manera que sea viable:

- disefiar un dispositivo compacto y portatil para medidas de campo

- diagnostico in vivo

- medida de multiples analitos en volimenes pequefios de muestra

1.4.4.2 Ventajas y limitaciones de los genosensores

Las ventajas que supone la utilizacion de genosensores estan principalmente relacionadas
con la especificidad que el DNA confiere al analisis:

¢ A diferencia de los anticuerpos y las enzimas, las sondas de DNA se pueden obtener
mediante sintesis quimica. Una sonda de DNA es un reactivo econdmico debido a que no requiere
procedimientos de purificacién complejos.
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e Debido a la posibilidad de amplificacion sintética (por PCR) de este tipo de material, se
pueden obtener 1 millon de copias (marcadas o no) a partir de una sola secuencia original, en pocas
horas (§ 1.2.2). Esto disminuye aun mas los costes de los reactivos, incluyendo el de las sondas
marcadas.

e Se puede realizar la sintesis controlada de oligonucledtidos de hasta 50 mer sobre
superficies de variada naturaleza 46:223.328-33%,

e Los procedimientos de funcionalizacién y marcaje de moléculas de DNA son sencillos 0; el
material genético modificado es econémico respecto a otros reactivos biologicos, pudiéndose obtener
por sintesis 0 mediante PCR 165167.168, Esto facilita la inmovilizaciéon covalente de DNA a soportes
14,15,20,27,30,47,131,132,135,137

o Al tener una naturaleza quimica diferente a las proteinas y otras moléculas de la sangre, su
purificacion respecto a componentes habituales de una muestra es relativamente sencilla. Esto implica
menor posibilidad de interferencia en los ensayos.

e Es un material (a diferencia de las proteinas) muy resistente a los solventes organicos y a
cambios de la fuerza idnica y de la temperatura. La conservacién del DNA no constituye un problema.
Se pueden esperar mayores tiempos de vida de un genosensor, respecto a un sensor enzimatico o a
un inmunosensor. Por este motivo estos Ultimos no han tenido la aceptacion comercial que se
esperaba durante su desarrollo 263,

e Los ensayos con DNA y, por lo tanto, los genosensores son de una elevada sensibilidad.

o EI DNA, mas aun si es sintético, presenta homogeneidad respecto a su estructura quimica
y a sus propiedades, de manera que se pueden estandarizar procedimientos como la inmovilizacién,
cuantificacion, funcionalizacién y marcaje.

o La regeneracion puede ser muy sencilla debido a que la reaccion de hibridacion, al estar
basada en interacciones por puentes de hidrégeno, es reversible con la temperatura. Este hecho,
sumado a la estabilidad térmica del DNA, hace que se pueda regenerar una superficie para
posteriores analisis con sélo aumentar la temperatura a 95 °C.

e La mayoria de los problemas analiticos relacionados con el DNA no requieren una
cuantificacion exacta, sino méas bien determinar si una secuencia génica esta presente 0 no en una
muestra.

Las limitaciones vienen dadas fundamentalmente por la dificultad en la deteccion del DNA en
los genosensores:

e La deteccion (electroquimica, éptica, etc.) directa posterior a la hibridacién puede ser dificil.

e Normalmente es necesario el marcaje de los materiales (sondas) (§ 1.2.4) para poder
producir la sefial de deteccidn deseada.

e |la tendencia que tiene el DNA a adsorberse inespecificamente sobre las superficies hace
que sean necesarios pasos de prehibridacion y la utilizacion de agentes bloqueantes para evitar este
fenémeno.

1.4.4.3 Clasificacion de los genosensores

Los genosensores pueden clasificarse en funcién de la naturaleza del transductor:
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o (Genosensores basados en transductores dpticos: dispositivos basados en fibras dpticas
18,22,23,26,38,45—48,64-66,153,161,266,329’ resonancia de p|asm0nes Superﬁcia|es 141,150,152,155,156,158,331-334 y espejo
resonante 43,

¢ Genosensores basados en transductores piezoeléctricos (dispositivos de onda acustica,
microba|anzas) 134,138-141,144,156,159,160,335-349

e Genosensores basados en transductores electroquimicos (véase § 1.4.5).

Los transductores oOpticos (resonancia de plasmones superficiales, espejo resonante) son los
Unicos que han encontrado aplicacién en muestras reales y que se comercializan. Su principal ventaja
es que reconocen el evento de hibridacidn sin requerir marcadores externos. Sus costos son muy
elevados (véase § 1.4.7).

Las posibilidades que ofrecen los dispositivos electroquimicos desde el punto de vista
analitico y operacional hace que haya numerosa bibliografia referida al desarrollo de genosensores
con este tipo de transduccidn. Sin embargo, ain no han encontrado aplicacién a muestras reales,
probablemente debido a que los sistemas de deteccion de la reaccion de hibridacion que se han
investigado hasta el momento no son lo suficientemente adecuados.

En la seccion siguiente, se tratara las variantes en inmovilizacion, transducccion y deteccion
que se encuentra en la bibliografia en lo referente a sensores electroquimicos, por ser la metodologia
que se ha adoptado en el presente trabajo.

1.4.5 GENOSENSORES ELECTROQUIMICOS

La posibilidad de desarrollar técnicas electroquimicas de analisis de DNA ha generado
expectativas en biotecnologia. Un significante impacto en diagnéstico de estas técnicas puede
deberse a su rapidez, sensibilidad, bajo costo, posibilidad de produccion masiva y de hibridacién en
fase sdlida %.

Cuando se piensa disefiar un genosensor, el primer factor a tener en cuenta es la
inmovilizacién de la sonda de DNA sobre el transductor electroquimico.

La inmovilizacion ideal de DNA sobre una superficie es a través de un Unico punto de union
de la molécula a través del extremo 3’0 5". De esta forma se obtiene mayor eficiencia en la reaccion
de hibridacién, situacién préxima a lo que ocurre en disolucién, a diferencia en la inmovilizacién a
través de sitios multiples, que provoca que la cinética de la reaccion de hibridacién sea mas lenta
2025275513113, En el siguiente apartado se describiran las metodologias existentes de inmovilizacion de
material genético sobre transductores electroquimicos.

1.4.5.1 Metodologias de inmovilizacion en genosensores electroquimicos

Las metodologias fundamentales de inmovilizacién de DNA son 30;

[7 Inmovilizaciones superficiales

e Adsorcion
- Adsorcion a potencial controlado
- Adsorcién fisica
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e Inmovilizacién por complejacion
e inmovilizacidn covalente
e atrapamiento en matrices poliméricas

[7 Inmovilizaciones en volumen: composites

La adsorcion es el método mas simple de inmovilizacidén de acidos nucleicos a superficies,
debido a que no requiere reactivos especiales ni utilizacion de DNA funcionalizado é.

Las principales desventajas de este método son: posibilidad de desorcién del DNA de la
superficie y pobres eficiencias de hibridacion debido a que la adsorcidn ocurre en sitios multiples de la
cadena de DNA, lo que puede desfavorecer el apareamiento de bases complementarias.

La complejacion mediante la interaccion de avidina/estreptavidina-biotina ha encontrado
numerosas aplicaciones en el campo del anélisis de acidos nucleicos 8.

Por numerosas razones es conveniente la unién covalente de uno de los extremos de la
cadena de los acidos nucleicos a una superficie mediante un brazo espaciador 8. Este tipo de union
confiere flexibilidad a la estructura de la sonda, de manera que la hibridacién pueda llevarse a cabo
sin que ésta se despegue de la superficie del sensor.

La investigacion progresa hacia la funcionalizacién de superficies para proveer suficiente
espacio, densidad y orientacion adecuados de la sonda de DNA.

La principal desventaja de la inmovilizacién covalente es que se requieren sondas de DNA
funcionalizadas y reactivos especiales para la inmovilizacion. Existen numerosos protocolos de
inmovilizacién bien establecidos, por lo que en realidad el problema fundamental pasa por el
desarrollo de nuevos materiales funcionalizados para su uso como transductores electroquimicos.

En los siguientes apartados se trataran una a una las metodologias de inmovilizacién.

Adsorcidn electroquimica de DNA (a potencial controlado)

Esta inmovilizacion se basa en que, al ser el DNA un polianion, es mas faciimente absorbido
si en la superficie del sensor se aplica un potencial positivo, habitualmente +0.5 V. Este potencial
aumenta la estabilidad de la sonda inmovilizada, mediante atraccion electrostatica entre el esqueleto
fosfato-azlicar cargado negativamente y la superficie cargada positivamente. Se supone que el DNA
se une a la superficie de carbono cargada positivamente a través del esqueleto fosfato con las bases
orientadas hacia la solucion, quedando éstas disponibles para su hibridacién con la hebra
complementaria 107,

Los transductores mas utilizados para la adsorcidn a potencial controlado son electrodos de
carbono, grafito o pasta de carbono 56587375-8082117.118 en conformacion cilindrica convencional,
planares (screen-printed) 49-61535456,77-7987117 y en forma de |&piz cuya superficie es renovable 120, Se ha
demostrado que la adsorcidn electroquimica es mas efectiva al calentar un sensor de pasta de
carbono 119,

Se ha utilizado también transductores modificados con nafién-6xido de rutenio para la
adsorcidén de DNA a potencial controlado 121,

Mediante esta metodologia de adsorcion se puede inmovilizar la sonda (ssDNA) y también,
en un paso posterior, su secuencia complementaria. La hibridacion se realiza asi de manera mas
répida 51,53,75,83,117
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Esta clase de esquemas de hibridacion tiene problemas de adsorcién inespecifica de analito
no complementario sobre la superficie del transductor 7.

Ademas, puede inmovilizarse a potencial controlado directamente dsDNA 5156118, Este tipo de
sensor puede utilizarse para la deteccion de pequefias moléculas (drogas, carcindgenos, poluentes),
que interaccionan con dsDNA, comportandose el DNA como elemento de reconocimiento de un
biosensor de afinidad 5156, Existen una variedad de pequefios analitos que interaccionan con al DNA
por intercalacién o unién electrostatica 5156,

Estos sensores se han usado para la deteccién de trazas de poluentes (hidrazinas, como
dimetilhidrazina, o poluentes aromaticos aminados como anframina o bencidina), y drogas
(fenotiazinas como prometacina y antibiéticos como daunomicina) 51,

Los métodos de transduccion para este tipo de procedimientos de inmovilizacion se tratan en
§1.45.2.

De la misma forma que puede ser inmovilizado el DNA, también puede adsorberse sobre
superficies de carbono a un potencial fijo el PNA (acido nucleico peptidico) 56727476107 PNA es un
mimico de DNA en el cual el esqueleto tradicional de fosfato y desoxirribosa es reemplazado por una
cadena pseudopeptidica neutra que consiste en unidades repetitivas de N-(2-aminoetil)glicina unidas
por enlace amida. Debido a su neutralidad y su espacio adecuado entre las bases, este analogo del
DNA posee una afinidad més fuerte por su secuencia complementaria (comparado con la hebra
normal de DNA). Este hecho implica una mejor discriminacién de mutaciones simples y, por lo tanto,
PNA se utiliza como elemento de reconocimiento para sensores de hibridacion de DNA. Las
principales ventajas que derivan de las caracteristicas quimicas de PNA respecto a DNA son
sensibilidad y especificidad significativamente mayores, hibridaciones mas rapidas, menor
dependencia de la fuerza idnica y utilizacion de sondas mas cortas (de 10-15 mer). Ademas, las
nucleasas son incapaces de degradar este tipo de estructura por lo que DNA ofrece una mayor
estabilidad biologica al dispositivo 567276, 107,

Adsorcion fisica de DNA

Los métodos de adsorcion fisica consisten en poner en contacto el DNA con el transductor, y
dejar que el DNA se adsorba sobre el material mediante interacciones fisicas. Esta adsorcion puede
ser mas dréastica, si se deja secar un volumen de solucién de DNA, o menos dréastica, si el transductor
se deja en contacto con una solucion de DNA en agitacion, por un tiempo dado. Este tipo de
inmovilizacién tiene una desventaja. La sonda de DNA se inmoviliza mediante multiples sitios a lo
largo del esqueleto fosfato, disminuyendo la reactividad para su posterior hibridacion 2.

Los transductores en los que se ha inmovilizado DNA por este método son:

e transductores carbonéceos

- carbono vitrificado 96351352
- grafito pirolitico 43.127.129

o transductores modificados superficialmente con polimeros conductores (polipirrol

electropolimerizado) 85383354, composites porosos 9798 y quitosan 355356

e transductor de oro 6784357 y de dxido de indio 92

e transductor de mercurio 0510611011238 Hg/Ag (amalgama de plata) 3%, y pelicula de

mercurio 360
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Inmovilizacién por complejacion

El sistema de complejacion de la avidina o estreptavidina con la biotina se considera de gran
utilidad en el campo del analisis de acidos nucleicos.

La avidina (y la estreptavidina) son grandes proteinas tetraméricas (70 kD) que incorporan
cuatro sitios de union idénticos. La biotina es una molécula pequefia que se une con gran afinidad al
sitio de unién con una constante de afinidad de 1 10'® M-!. Este valor es casi cercano al de union
covalente. Sélo puede removerse en las mas extremas condiciones. Debido a su fuerte interaccion, la
formacion del complejo casi no se afecta con pH y temperaturas extremas, con solventes organicos y
con agentes desnaturalizantes 3.

La union tetravalente de la estreptavidina con la biotina permite la construccién de
sandwiches moleculares, donde la avidina unida a una superficie puede acoplarse con
oligonucleétidos biotinilados. La estabilidad acuosa del complejo avidina-biotina convierte al sistema
facil de manejar; sin embargo, la presencia de esta capa de proteina puede promover la adsorcion
inespecifica y comprometer la sensibilidad y selectividad de este tipo de sensores.

Se ha descripto una sola inmovilizacion de sondas biotiniladas sobre transductores
electroquimicos (grafito) modificado por avidina mediante adsorcién de la proteina 5. Sin embargo hay
descriptas otras muchas metodologias de inmovilizacién de avidina o estreptavidina sobre
transductores electroquimicos con otras aplicaciones, pero que pueden ser extrapoladas al campo de
los genosensores.

Una de estas estrategias implica la inmovilizacion de biotina sobre microelectrodos de
carbono %2, Los grupos carboxilos de la superficie del electrodo se activaron mediante una
carbodiimida (EDC). Los electrodos modificados se trataron posteriormente con Jeffamina ED-600
(una diamina), que permitid unir un brazo espaciador hidrofilico mediante un enlace amida. Los
electrodos se trataron entonces con NHS-biotina con el objeto de unir moléculas de biotina a los
grupos amino de la Jeffamina. Los electrodos fueron entonces tratados con estreptavidina. Este
protocolo fue utilizado para inmovilizar HRP biotinilada, pero puede extenderse a ssDNA-biotina para
la construccion de un genosensor.

Se ha conseguido la derivatizacidn de electrodos de carbono vitrificado con avidina/biotina
utilizando SECM (del inglés scanning electrochemical microscopy). Esta técnica permite inmovilizar
biotina en puntos concretos de la superficie del sensor %! Ademds, se han utilizado técnicas
fotolitograficas para la inmovilizacién de fotobiotina sobre superficies de carbono vitrificado en sitios
determinados por un patron de interferencia en laser 362,

Asimismo, se ha sintetizado biotina funcionalizada con un grupo pirrol 364365, Esta
funcionalizacién ha permitido la preparacién de peliculas de poli(pirrol-biotina) mediante
electropolimerizacién sobre superficies de platino 36436 y de carbono vitrificado 3653%, También se ha
conseguido la copolimerizacién exitosa de complejos de Ru(ll) funcionalizados con pirrol con el
derivado de la biotina, por lo que se consiguio la elaboracion de copolimeros con propiedades redox
que exhiben sitios de complejacion 364, La posterior unién de esta pelicula con avidina permitiria la
union de una gran variedad de biomoléculas biotiniladas 364:365.366,

Otro polimero que se ha logrado sintetizar es politiofeno biotinilado 367. Dicho polimero ha
sido caracterizado electroquimicamente y ha mostrado respuesta a la adicion de avidina.
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Por otro lado, se ha conseguido funcionalizar electrodos de pasta de carbono mediante
adsorcion fisica de albumina biotinilada 36e.

Dentro de la quimica de complejacion basada en la reaccién biotina-estraptavidina, se han
sintetizado conjugados de avidina-ferroceno 369, Estas moléculas combinan las propiedades Unicas de
union a la biotina con las caracteristicas redox del ferroceno. Se ha conseguido la inmovilizacion
covalente del conjugado en electrodos de oro, que ha demostrado una excelente capacidad de union
a moléculas biotiniladas asi como buenas propiedades de transferencia electrénica.

También hay descriptas metodologias de inmovilizacién de sondas biotiniladas sobre otros
transductores no electroquimicos modificados con avidina o estreptavidina. Asi, se ha conseguido
inmovilizar DNA sobre la superficie de distintos genosensores como: fibras dpticas 266415156 espejo
resonante 143, resonancia de plasmones superficiales 150.152155156,158.331-334 y cristales piezoeléctricos
156,159,160,343,347,349

También, se ha conseguido inmovilizar por esta metodologia ssDNA-biotina sobre la
superficie de particulas magnéticas 153 y agarosa 2.

Inmovilizacién por unién covalente

Estas técnicas de inmovilizacion son las mas elegantes y las que poseen mayor eficiencia de
hibridacion. Requieren normalmente derivatizacion de los transductores y reactivos inmovilizantes.
Las sondas pueden estar modificadas quimicamente o no, basédndose en éste Ultimo caso en el grupo
fosfato en posicion 5° que puede activarse previamente con una carbodiimida.

e Inmovilizaciones covalentes sobre grafito

Grafito funcionalizado con grupos carboxilicos:

En una de las metodologias descriptas se reporta la modificaciéon de la superficie del
transductor con grupos carboxilicos. Esto puede conseguirse por oxidacion electroquimica de carbono
vitrificado con HNO3 y K2Cr,07 8%, o bien por modificacion de electrodos de pasta de grafito con acido
estearico 891, Estos grupos carboxilicos son activados posteriormente con una carbodiimida soluble
(EDC) y NHS, de manera de que se forme un mejor grupo saliente (véase § 3.2.3). Luego de probar
con diferentes secuencias, se llegd a la conclusion que esta inmovilizacién covalente del DNA es
selectiva a través de residuos de guanina, debido a la nucleofilicidad del N7. Sélo ssDNA ricos en
bases repetitivas consecutivas de guanina pueden inmovilizarse por este procedimiento en la
superficie del sensor con los grupos COOH activados, aunque el mecanismo de esta reaccion no esta
dilucidado ®. Cualquier secuencia de ssDNA puede inmovilizarse mediante este procedimiento si
previamente se elonga enzimaticamente con residuos de guanina.

Grafito funcionalizado con grupos amino:

El electrodo de grafito se oxida electroquimicamente con K,Cr,07 y HNOs y luego se reduce
con hidruro de aluminio y litio para producir grupos —OH en la superficie del electrodo. Luego, el
electrodo se coloca en una solucién de APTES (3-aminopropiltrietoxisilano), generandose de esta
forma grupos amino primario terminales en la superficie 4. El electrodo modificado con grupos amino
se deja incubar en una solucién de EDC y ssDNA (sonda). En este punto, el extremo fosfato en
posicion 5’ se activa con la carbodiimida y se inmoviliza covalentemente sobre la superficie del sensor
a través de los grupos NH..
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e Inmovilizacién covalente sobre transductores metélicos (oro y platino)

Las inmovilizaciones sobre oro se llevan a cabo principalmente por quimioadsorcion de
sondas derivatizadas con un grupo mercaptohexil en el fosfato de ubicacion 5" 59.69.62.63126.142,

En ofro procedimiento se han inmovilizado moléculas de sSDNA 7199.124370372 y gsPNA 125
derivatizadas con grupo tiol (HS-(CH,)e-ssDNA) sobre superficies de oro, mediante peliculas mixtas de
sonda y espaciador lateral derivatizado con tiol [MCH= HS-(CH2)s-OH], mediante una metodologia de
dos pasos: la superficie de oro se incuba primero con HS-(CHz)e-ssDNA y luego con MCH, generando
superficies de adsorcién mas controlada.

Otro método de inmovilizacién covalente de una sonda de DNA sobre oro se lleva a cabo
mediante modificacion de un electrodo de oro con una pelicula de aminoetanotiol %. Esto permite
generar funciones -NH; en la superficie de oro. El electrodo se incuba con EDC y ssDNA. Estas
condiciones permitieron la inmovilizacién a través de los grupos fosfato (en 5° de la sonda) activados
con EDC, con los grupos amino de la superficie del electrodo mediante un enlace tipo fosforamidato.

Se ha descripto otra posibilidad de inmovilizacion utilizando pasos sucesivos de adsorcion y
reaccion de alquenobifosfonato de aluminio (Al.C:sBP) sobre un transductor de oro. Luego de la
reaccion sobre el oro, la superficie expone numerosos sitios de unién de Al**. Este tipo de reaccién se
basa en la interaccién del centro metalico (Al**) con los grupos fosfatos del esqueleto del DNA 949,

También, se han modificado mediante oxidaciéon con K,Cr,O7 y HNO; transductores de
platino 373, En una primera metodologia de derivatizacion de la superficie, ésta se expone a
mercaptosilano y se incuba posteriormente con acido iodoacético para activar la superficie con grupos
carboxilicos. Los electrodos asi activados se incuban con una carbodiimida soluble (CDI). Los grupos
amino de las bases del DNA reaccionan con los grupos carboxilicos activados por CDI.

Una modificacién de esta técnica incluye derivatizar la superficie con grupos amino. A los
electrodos con grupos carboxilicos activados (obtenidos como se describiera anteriormente) se le
acopla, mediante CDI, una diamina (diaminohexano). De esta forma se generan grupos amino
primarios en la superficie, que se acoplan con el extremo fosfato de ubicacion 5° de la sonda de DNA,
mediante una carbodiimida.

e Inmovilizacién covalente sobre superficies de polipirrol

La inmovilizacién sobre este tipo de transductores se ha realizado de dos maneras
diferentes. Una de las metodologias de inmovilizacion es mediante copolimerizacion electroquimica
sobre la superficie del transductor, de pirrol y sonda derivatizada con un grupo pirrol introducido en el
extremo 5" de la misma por la metodologia del fosforamidato 146147, La otra forma es realizando la
copolimerizaciéon sobre la superficie con un buen grupo saliente para que después pueda
inmovilizarse la sonda de DNA 374, Esto implica el uso del copolimero precursor 3-N hidroxiftalimida
pirrol, siendo la hidroxiftalimida el grupo saliente. Una vez se realiza la electropolimerizacion, se hace
reaccionar con una sonda derivatizada con un grupo amino en el extremo 5, realizandose la unién
covalente y generandose en la superficie el polimero 3-DNA-acetamidopirrol.

Atrapamiento en matrices poliméricas
Se ha inmovilizado ssDNA mediante atrapamiento en matrices poliméricas de pirrol
electropolimerizado sobre un transductor de carbono vitrificado 37. El polianién de DNA actia como

dopante de la pelicula de polipirrol, manteniendo la neutralidad eléctrica, y es capaz de hibridarse
efectivamente con su secuencia complementaria.
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Inmovilizacién en membranas bilipidicas

La inmovilizacion de DNA se ha llevado a cabo con electrodos de plata modificados con una
membrana bilipidica estabilizada de fosfatidilcolina 3. Para tal fin, los oligonucleétidos se
funcionalizaron en 5° con una cadena alifatica.

Inmovilizacién en un composite de pasta de carbono

Estos composites se realizaron mediante inmovilizacién previa de DNA en particulas de
silice-titanio oxidadas 8. Las particulas con DNA se utilizaron para realizar el composite con pasta de
carbono. Este tipo de electrodos pueden pulirse y asi ser renovadas sus superficies, teniéndose un
reservorio constante de DNA. La principal ventaja de este tipo de sensor es la posibilidad de renovar
la superficie, evitando asi los métodos térmico y quimico de regeneracién.

1.4.5.2 Métodos de deteccion mas utilizados en genosensores electroguimicos

Hay dos tendencias fundamentales para la deteccion del duplex de DNA formados en la
superficie del transductor 0, Estas son:

o utilizando indicadores electroactivos

o detectando la sefial de guanina (sin indicadores externos)

La tendencia es intentar evidenciar la reaccion de hibridacion sin utilizar agentes externos y
evitando el uso de sondas marcadas.

Métodos de deteccion de hibridacion basados en indicadores electroactivos

Es el método de deteccion mas ampliamente utilizado. En este caso, la formacién del duplex
es comUnmente detectada utilizando indicadores de hibridacion electroactivos. Estos pueden ser
complejos cationicos metélicos tales como Os(bpy)s®* 91979, Os(phen)s?* %, Os(5,6-dmphen)s2* %,
Os(4,7-dmphen)32+ 9% Co(phen)33+ 51,56,72:85,89,91 Co(bpy)33+ 56,80,84,86-91 CO(tppZ)z3+ 8 Ru(bpy)32+ 9293
Ru(phen)s2+ 439495 Fe(phen)s?* 4380, Fe(bpy)s2* @, Cu(phen),2* 8% y Cu(TAAB)?* %, o intercaladores
organicos tales como hidrazinas 5%, antraminas 49515, fenotiazinas 5157 y azul de metileno 5859,
naranja de acridina 434950, daunomicina 435155, derivados del naftaleno 671, antraciclinas, tetraciclinas
43, promuro de etidio 4344, vinblastina 4, Hoechst 33258 436163 y 33342 43, bencil 67 y metil & viologen,
minociclina 4 y ioduro de propidio 4, que interactian de diferentes maneras con ss o ds DNA, pero
preferentemente con dsDNA. Esa es la base de la deteccion de la reaccion de hibridacion. Este tipo
de indicadores electroactivos posee una gran afinidad de asociacién mediante distintos mecanismos
con el dsDNA, preconcentrandose en la superficie del sensor si existen en la misma hibridos de DNA.
Una vez que se forma el duplex (como se describid en las secciones anteriores), los compuestos
organicos intercalantes se unen al dsDNA a través de sus grupos aromaticos planares entre los pares
de bases sucesivos de la doble hebra. EI aumento de la respuesta electroquimica se debe a la
asociacion del intercalador con el duplex y sirve como sefial del evento de hibridacién. Se cree que los
complejos metalicos actian preferentemente mediante interacciones electrostaticas, aunque en
algunos casos también se unen al dsDNA mediante intercalacién e interacciones hidrofobicas con los
SUrcos mayores y menores .

Las metodologias electroquimicas de transduccién de los indicadores electroactivos
preconcentrados son, principalmente, la voltamperometria ciclica y la CPSA (del inglés constant
current chronopotentiometric stripping analysis).
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Cabe destacar que, al momento de la investigacion, es necesario aplicar un paso de
amplificacion para aumentar la concentracion del analito en la solucion hasta 2 pg/ml 5. La sefal
electroquimica que deviene de algunos indicadores electroactivos es pequefa, debido a que no solo
se unen con dsDNA sino también con la sonda no hibridada y con la superficie del transductor
directamente mediante adsorciones de tipo fisica 4. Estas adsorciones inespecificas disminuyen la
sensibilidad del genosensor. Es por lo tanto muy importante considerar las propiedades de los
intercaladores y complejos metalicos a la hora de seleccionar uno de ellos como indicador
electroactivo del evento de hibridacién.

Aungue las sefiales de oxidacion voltamétricas de los indicadores electroactivos de DNA en
electrodos de carbono son utilizadas, éstas son pobres y se observan sélo pequefias diferencias entre
las sefiales debidas a ss y ds DNA,; es por esto que se necesitarian mayores concentraciones de DNA
para poder obtener sefiales voltamétricas importantes 107,

Para los andlisis que utilizan indicadores electroactivos es mas conveniente utilizar como
metodologia analitica de transduccion la técnica CPSA que la voltamperometria ciclica.

Sin embargo, se esta trabajando intensamente en la sintesis de indicadores electroactivos
con una mejor discriminacion entre la doble y simple hebra del DNA. Asi, por ejemplo, se ha disefiado
un intercalador (naftalendiimida) funcionalizado con grupos con propiedades electroquimicas
(ferrocenil) 7071, que muestra una excelente diferenciacion entre dsDNA y ssDNA.

Otro avance importante consiste en la sintesis de sondas funcionalizadas con grupos con
propiedades electroquimicas. Asi, se han sintetizado y caracterizado sondas funcionalizadas con un
grupo ferrocenil 148.149,355,356,

Una nueva técnica de amplificacién de la sefial electroquimica —conocida como
electrocatélisis—, ha demostrado ser muy util para la deteccion de mutaciones puntuales. El principio
de la electrocatélisis de basa en la reduccién de azul de metileno intercalado en el dsDNA mediante la
aplicacion de un potencial, y su regeneracion posterior con un mediador en solucion, [Fe(CN)g]* %, de
manera que el ciclo catalitico continua y la sefial se amplifica.

Métodos de deteccion de hibridacion basados en la sefial de guanina (sin indicadores
electroquimicos externos)

En este segundo caso, la hibridacién se detecta utilizando el pico intrinseco de oxidacion de
residuos de guanina 4505456117118 (g +1.03 V vs Ag/AgCl) que disminuye en presencia de secuencias
complementarias L.

Todas las estrategias de deteccién que usan la electroactividad de la base tiene como
problema esta disminucion de sefial del hibrido respecto al ssDNA, debido a que la deteccién de las
bases que se encuentran rodeadas por la doble hélice se ve impedida debido a los azlcares y fosfato
de su entorno 122, Estos picos voltamétricos insuficientes pueden remediarse utilizando CPSA y
técnicas sofisticadas correctoras de la linea de base.

Se ha demostrado ademas un incremento en los picos de oxidacién de la guanina al aplicar
calor a un sensor de pasta de carbono 119, Esto se debe a que el analito se oxida mas facilmente a
temperaturas elevadas.

Este método de deteccidén basado en la sefial de la guanina no puede ser utilizado para
detectar el evento de hibridacion si una de las dos hebras del duplex contiene bases guaninas 7. Esta
limitacién fundamental se ha solucionado con el uso de sondas libres de guanina, cuyos residuos de
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guanina estan sustituidos por inosina 73120, Mientras que los residuos de inosina pueden formar pares
de bases con citosina, su sefial de oxidacion esta bien separada de la oxidacion de la guanina. Asi, la
hibridacion del DNA se acompafia de la aparicion de sefiales de oxidacion debido a residuos de
guanina en el DNA analito.

1.4.5.3 Estudio electroquimico del DNA y de dafio en el DNA

La electroactividad de los &cidos nucleicos fue descubierta hace ya 40 afios 4. Como
especies electroactivas que son, los &cidos nucleicos producen picos por voltamperometria bien
definidos sobre electrodos de mercurio. G y A pueden oxidarse en electrodos de carbono y otros
electrodos s6lidos —platino, oro, plata, cobre—. La reduccidon de G, C y A ocurre a potenciales
negativos, que sélo puede obtenerse con electrodo de mercurio 05115 (Figura 1.27). Las bases timina
y uracilo pueden reducirse a potenciales muy bajos y en solventes no acuosos 8. Estos procesos de
oxidacidn y reduccién que ocurren a potenciales extremos son, en esencia, irreversibles. En estos
transductores, las pentosas y los grupos fosfato no son electroactivos 105109,

=H  HHH val oH
H . i
i L)
R '|_. I ""H-l-_ 5
- ]
A o R
T
) N
H J----H—H
e
= —
G ':Il_,_....u R
1 C

Figura 1.27. Representacion de los pares de bases y de los grupos electroactivos. Los circulos
muestran los sitios que pueden reducirse en un electrodo de mercurio, mientras que los cuadrados,
aquellos capaces de ser oxidados en un electrodo de carbono.

Los electrodos de mercurio modificados con acidos nucleicos pueden prepararse facilmente
por inmersion de un electrodo de mercurio en solucién de DNA 105107112, En este tipo de electrodos
decrece las cantidades de DNA necesarias para el analisis. Las bases del DNA y los nucleésidos se
adsorben fuertemente en el electrodo de mercurio. Se ha demostrado que los acidos nucleicos
poseen extraordinaria habilidad para asociarse (condensacion bidimensional) en la superficie del
electrodo de mercurio y pueden formar peliculas monomoleculares compactas. Las bases del DNA
reaccionan con el electrodo de mercurio a potenciales positivos elevados formando compuestos
solubles.

Sin embargo, se ha demostrado que en el electrodo de mercurio no puede llevarse a cabo
reacciones de hibridacion de ssDNA con su secuencia complementaria 107, Este hecho es debido a
que las bases hidrofobicas del ssDNA reaccionan fuertemente con la superficie del electrodo de
mercurio, también hidrofobica, y no quedan accesibles para formar el diplex con la secuencia
complementaria del analito. La aplicacién del electrodo de mercurio en sensores de hibridacién de
DNA es poco viable.
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Las interacciones del DNA con agentes quimicos (como por ejemplo, radicales libres 112113 y
carcindgenos) y fisicos (como la luz UV y las radiaciones ionizantes) puede conducir a varios tipos de
dafio en el DNA, tales como mutaciones perjudiciales, muerte celular y cancer 12, Estas lesiones
pueden ocasionarse por: (a) escision del esqueleto fosfato azlcar y otras interacciones covalentes
que implican dafio de las bases nitrogenadas y/o residuos fosfato y azucar y (b) interacciones
reversibles no covalentes tales como intercalacidn, union a los surcos y uniones electrostaticas. La
base nitrogenada guanina principalmente es la que lleva a cabo la mayoria de las reacciones,
incluidas oxidaciones, alquilaciones, hidroxilaciones radicalarias, reacciones con complejos metalicos
y con oxigeno singlete. El producto de su oxidacién es 8-oxoguanina que puede detectarse
electroquimicamente como producto de excrecién en orina 1. Los electrodos de mercurio son muy
Utiles para la deteccién de estos dafios en la molécula de DNA 106107.110112114  como un método
alternativo a los ya existentes 192, Como puede observarse en la Figura 1.27, los sitios de reduccion
de Ay C forman parte del sistema que interviene en la formacion de los pares de hidrogeno del
duplex, por lo que las sefiales de reduccion de Ay C estan fuertemente influenciadas por la estructura
del DNA y, por supuesto, si el mismo se encuentra como sSDNA o dsDNA 108109 Asimismo, mediante
los electrodos de mercurio se pueden estudiar modificaciones estructurales del DNA 05, tales como
las que ocurren en la interaccion del DNA con agentes intercalantes 13. Pese a que el mas utilizado es
el electrodo de mercurio, también se ha usado un sensor de carbono vitrificado para el estudio del
dafio de DNA producido por varios agentes .

Se han utilizado también para evaluar el comportamiento electroquimico del DNA un
transductor de amalgama de plata 3% y un transductor de carbono vitrificado recubierto con una
pelicula de Hg 360, que representan una alternativa al electrodo de Hg y que muestran mejor
estabilidad mecanica y posibilidad de miniaturizacion. También se ha reportado el uso de electrodos
de carbono vitrificado con polipirrol electropolimerizado en su superficie para la deteccién de dafio en
el DNA por radiaciones UV 56354,

Se ha demostrado también la oxidacién de ssDNA y dsDNA en microelectrodos de oro 357. En
este transductor, la oxidacion de ssDNA ocurre a 1.10 V (vs electrodo de calomel saturado), y se debe
a residuos de guanina y de adenina. La oxidacion de dsDNA es considerablemente menor, debido a
que las bases nitrogenadas en este caso se encuentran rodeadas por la doble hélice y se ven
impedidas a participar en la reaccion del electrodo por los azlcares y fosfato de su entorno. Se ha
utilizado también transductores modificados con nafién-6xido de rutenio para la determinacion de
guanina y adenina en DNA y RNA 121, En este transductor se observan picos bien definidos de
oxidacion de guanina (a + 0.92 V vs Ag/AgCl) y de adenina (a + 1.1 V).

1.4.5.4 Otros tipos de metodologias de deteccion en sensores de DNA

dsDNA como membrana sensora

Como ya se ha discutido, el DNA es capaz de interaccionar con numerosas moléculas 4. Asi,
el dsDNA puede utilizarse como elemento de reconocimiento de analitos electroactivos que
interaccionan con dsDNA en biosensores de afinidad. EI dsDNA puede inmovilizarse mediante la
aplicacion de un potencial controlado 451545, 0 mediante simple adsorcion fisica %.%2, Existen una
variedad de pequefios analitos (drogas, carcindgenos, poluentes) que interaccionan con al DNA por
intercalacion o unién electrostatica.
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Estos sensores se han usado para la deteccién de trazas de poluentes y carcinégenos, tales
como hidrazinas 515 (dimetilhidrazina), poluentes aromaticos aminados 5% (antramina o bencidina), y
drogas tales como fenotiacinas 5157, antramicinas 3%, antibioticos (daunomicina 5., antraquinona 352),
nitroimidazol %1, entre otros.

La transduccién se basa en la electroactividad intrinseca de estas moléculas
preconcentradas, mediante CPSA. También se ha utilizado voltametria ciclica, de pulso diferencial y
de onda cuadrada 31322,

Hay dos esquemas mas para detectar las interacciones analito/dsDNA. Estos incluyen: a) la
deteccion de analitos no electroactivos mediante competicion y desplazamiento de un marcador
electroactivo, y b) cambios en la sefial anddica intrinseca (debido a residuos de guanina) del dsDNA
inmovilizado en el transductor, debido a variaciones quimicas, estructurales o conformacionales por
interaccion con el analito 4515456, Mediante esta Ultima estrategia se ha conseguido detectar ftalatos,
PBCs, aflatoxinas, aminas aromaticas, entre otros analitos 495054,

Técnicas electroquimicas menos frecuentes de deteccion de DNA

La cantidad de DNA, més especificamente el niumero de residuos fosfato de los nucledtidos,
fue calculada a través de la cantidad de marcadores redox catiénicos en la superficie del electrodo.
Esta compensacion de carga de saturacion de la pelicula polianionica de DNA por el marcador redox
catiénico fue determinada utilizando cronocoloumetria como método de deteccion 124,

El DNA puede también medirse de manera indirecta utilizando un marcador electroquimico
anidnico mediante un genosensor de canales ionicos 125, El mismo consiste en una membrana mixta
de MCH y SH-PNA (debe recordarse que el PNA tiene una cadena pseudopeptidica neutra). Cuando
el PNA se hibrida con el DNA complementario, aumenta la carga negativa sobre la superficie del
sensor, hecho que provoca repulsién de [Fe(CN)g]*”*, y la disminucion consecuente de la sefial
electroquimica.

También se basa en este mismo principio un sensor en formato de captura con medida de
impedancia 2. La inmovilizacion de la sonda de captura sobre el electrodo de oro revela un aumento
en la resistencia de transferencia electronica por repulsién electrostatica entre el ssDNA y el marcador
[Fe(CN)g]*"*. Ese parametro va en aumento a medida que aumenta la densidad de cargas negativas
con la ulterior reaccion con el DNA analito y con la sonda funcionalizada con biotina, y finalmente con
la reaccion de la biotina con la avidina. Esta Ultima reaccién genera el aislamiento de la superficie del
sensor que consiste en una barrera para la transferencia electrénica 2.

Otro de los pocos métodos electroquimicos que no se basa en la oxidacién/reduccion de las
bases nitrogenadas del DNA ni en indicadores electroactivos, utiliza los restos de azlcar (pentosas)
del esqueleto del DNA para su deteccion mediante electrodos de cobre 122123,

La deteccién de DNA se ha llevado a cabo también mediante un interruptor de canales
idnicos ¥77.378 (en inglés ion channel switch biosensor). En este caso, las sondas biotiniladas se
inmovilizan a una membrana lipidica a través de estreptavidina. Dicha membrana —que posee
gramicidina que actia como un canal iénico- tiene la particularidad de que cuando existe hibridacion
los canales ionicos se cierran, modificandose la admitancia eléctrica de la membrana, que es
detectada mediante un electrodo de oro 37,

Se han utilizado medidas de impedancias electroquimicas para la deteccion de DNA en
sensores de tipo FET (transistores de efecto de campo) 30381382 E| DNA se ha inmovilizado
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covalentemente a un sensor de tipo FET de silicio mediante APTES 381382 o mediante adsorcion fisica

sobre el mismo transductor 382,

La principal ventaja de estos tipos de deteccidn es que no requieren la utilizacién de
oligonucleétidos funcionalizados.

1.4.6 CAMPOS DE APLICACION DE LOS GENOSENSORES

El diagndstico del DNA se ha orientado en sus comienzos hacia el diagnostico clinico, médico
y forense. La deteccidén de secuencias génicas de humanos, virus y bacterias se ha convertido
fundamental en el diagndstico de enfermedades hereditarias, de cancer, de infecciones virales y

bacterianas, asi como en la investigacion forense (Tabla 1.2).

Sin embargo, sus aplicaciones se han ido ampliando a areas cada vez mas diversas y fuera

del ambito hospitalario.

Tabla 1.2. Ejemplos de aplicaciones de diagndstico de DNA en el &mbito clinico y forense

Fuente de DNA

Aplicacion

Humano

Paternidad/Determinaciones forenses
Complejo HLA
DNA mitocondrial
Polimorfismos de longitud (RFLP)
Oncogenes/genes de supresion tumoral
c-myc, c-myb, c-abl, c-sis, c-ras, proteina G, jun,
p53, genes retinoblastoma
Desordenes hereditarios
Fibrosis cistica
Hipercolesterolemia
Anemia a células falciformes
Enfermedad de Huntington
Distrofia muscular de Duchenne
B-Talasemias
Fenilcetonuria
Enfermedad poliquistica renal
Hemocromatosis
Hemofilia A/Enfermedad de Von Willebrand

Viral

Citomegalovirus
Papilomavirus humanos
Virus de inmunodeficiencia humana
Virus de la leucemia a células T
Hepatitis B

Bacteriano

Mycobacterium tuberculosis
Neisseria gonorrheae
Clamidias
Baccilus subtilis (RNA)
Escherichia coli (RNA)
Mycoplasma pneumoniae (RNA)
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Nuevas aplicaciones se dirigen hacia la industria, principalmente la alimentaria, la
biotecnologica y la farmacoldgica. Otros campos muy potentes son la investigacion biomédica y la
monitorizacion medioambiental.

Otras aplicaciones menos frecuentes pueden ser, por ejemplo, la antropologia (estudio de las
corrientes migratorias), la biorremediacion y la valoracion de la biomasa.

1.4.7 PERSPECTIVAS FUTURAS DE LOS GENOSENSORES

El desarrollo de genosensores implica los siguientes procedimientos:

e seleccidn y/o modificacion del transductor

e inmovilizacion de DNA en la superficie del transductor

e hibridacién en la interface del transductor

e seleccion del sistema de deteccion del evento de hibridacion y del formato del mismo
e transduccion

e andlisis de la informacion obtenida.

El primer punto especificado es un elemento crucial en el disefio de genosensores. En este
campo se requieren nuevas propuestas en cuanto a materiales funcionalizados y, por ende, nuevas
estrategias para unir &cidos nucleicos a superficies modificadas ¢, La inmovilizacion de DNA a
superficies requiere mayor profundidad en el estudio, e implica tener en cuenta factores tales como la
orientacion y la densidad del empaquetamiento del DNA. Ademds es necesario considerar la
relevancia que tiene la union a través de multiples sitios o del extremo de la hebra de DNA. Por
extension, es fundamental el profundo estudio de las superficies para obtener el mayor rendimiento en
la reaccién de hibridacion, hecho que seré relevante en parametros tales como sensibilidad y limite de
deteccion del dispositivo.

El objetivo fundamental del disefio de genosensores es lograr mejorar, o al menos
complementar, las técnicas clasicas de biologia molecular o las nuevas metodologias, tales como los
chips de DNA.

Pese a que los genosensores electroquimicos son mas robustos y mas facilmente capaces
de ser producidos de forma masiva a bajos costes, no han sido ain explotados comercialmente de
manera extensiva.

Los Unicos dispositivos comerciales se basan en transduccion optica. Asi, el sistema
genosensor BlAcore™ (Pharmacia, Suecia) 5215816026533 tiliza el fenomeno de resonancia de
plasmones superficiales. Su fundamento se basa en el campo electromagnético generado en la
superficie de un metal conductor (oro), que se excita por un haz de luz incidente de una determinada
longitud de onda, aplicado en un angulo incidente concreto. El haz de luz incidente provoca la
oscilacién de electrones de la superficie del metal, denominados plasmones superficiales. Este
fendmeno tiene lugar sélo si se aplica el haz con un angulo de incidencia concreto, denominado
angulo de resonancia. Bajo estas circunstancias, una parte importante de la luz se convierte en
plasmones superficiales, provocando una atenuacién de la luz reflejada. La relacidn entre la sefial y la
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concentracién del analito se establece teniendo en cuenta que el angulo de resonancia depende de
los indices de refraccién de la interficie solucion-metal y que la interaccién del analito con la capa de
reconocimiento en contacto con el metal causa la variacion en su indice de refraccion. Si se
monitoriza el angulo de la luz incidente, el cambio en el indice de refraccién, en relacién con la
cantidad de analito unido a la superficie por reconocimiento especifico, se puede detectar como una
variacion en el angulo de resonancia. Alternativamente, si se fija el angulo de incidencia se puede
monitorizar el cambio en la intensidad reflejada. Este dispositivo se utiliza en laboratorios de
investigacién para medidas cinéticas y de afinidad de sondas de DNA entre si y DNA con proteinas.
También se utiliza para analizar la manipulacion del DNA inmovilizado sobre la superficie del sensor
con diferentes enzimas, como endonucleasas, ligasas, polimerasas, y transcriptasas reversas. Otro
sensor optico con fundamento similar, IAsys™ (Affinity Sensor, UK) 265, utiliza como superficie titanio o
hafnio en lugar de oro, que actiian como peliculas resonantes dieléctricas de gran indice de refraccion
(espejos resonantes). El fundamento de deteccion es muy similar al de resonancia de plasmones
superficiales.

Este tipo de dispositivos poseen amplias aplicaciones en el campo de investigacion
biomédica, y serian muy Utiles para diagndsticos de screening a gran escala si los costos
operacionales se redujeran.
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1.5 OBJETIVOS DE LA PRESENTE TESIS

Durante el desarrollo de la introduccion del presente trabajo, se ha comentado y discutido la
relevancia que tiene la determinacion de secuencias de DNA de humanos, virus y bacterias en
numerosos campos de estudio. Las técnicas clasicas se ven obsoletas frente a la demanda de
informacion genética de manera rapida y a un coste menor.

El desarrollo de los chips de DNA —dispositivos capaces de analisis multiparamétricos—,
resolvié parte de esta problematica analitica, contribuyendo de manera decisiva a la consecucion del
Proyecto Genoma Humano y en la investigacion biomédica. Sin embargo, existen ain campos de
aplicacion y necesidades analiticas que no se ven cubiertos con las metodologias antes mencionadas.

La industria, por ejemplo, requiere dispositivos cuya utilizacion no suponga supervision
profesional, cuyo manejo sea sencillo y cuyo coste sea menor.

(1) En este contexto, el objetivo principal de la presente tesis se dirige a cubrir estas
demandas, mediante la construccion de genosensores amperométricos. La alta sensibilidad de los
transductores electroquimicos, sumados al hecho de su compatibilidad con tecnologias de
miniaturizacién/microfabricacion, los convierten en dispositivos atractivos para el diagnéstico rapido y
simple de DNA en campos tales como el alimentario, el biotecnolégico y el medioambiental. Los bajos
costes de su produccion los hacen viables para su implimentacién como dispositivos de un solo uso y
en forma de kit diagnético.

(2) Ahora bien, la construccion de genosensores amperométricos implica la inmovilizacién del
DNA sobre un transductor electroquimico. La consecucién de este objetivo abarca la construccién,
evaluacion y caracterizacion de materiales de naturaleza electroquimica, y la evaluaciéon de las
ventajas y desventajas de las distintas metodologias de inmovilizacion de DNA sobre estos
materiales.

(3) Durante el desarrollo de la introduccién se ha visto que las metodologias de deteccién del
DNA existentes hasta el momento en el campo de los genosensores electroquimicos mostraban
ciertas falencias. Otro objetivo clave consiste entonces en el desarrollo de una estrategia de deteccion
lo suficientemente sensible para determinar el evento de hibridacion que ocurre sobre el transductor
electroquimico. Es por eso que se realizara la caracterizacién de la reaccidon enzimatica de la
peroxidasa para implementarla por primera vez como sistema de marcacion en el desarrollo de
genosensores electroquimicos. Esto implica compatibilizar algunos aspectos conocidos del analisis
clasico de DNA con la deteccion electroquimica. En este punto también se estudiara la forma mas
conveniente de acoplar marcadores enzimaticos a la quimica de los acidos nucleicos.

(4) Por otra parte, otro objetivo es la evaluacion de distintos formatos analiticos de hibridacion
para cubrir todas las posibles demandas de informacién genética, de manera de poder asegurar la
versatilidad del dispositivo genosensor desarrollado en distintas situaciones analiticas.
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(5) Por ultimo, el objetivo final es la aplicacion del genosensor para la resolucién de muestras
reales, de forma de poder validar la utilidad de los dispositivos desarrollados frente a situaciones
analiticas concretas.
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2

CONSTRUCCION, CARACTERIZACION Y EVALUACION
DE TRANSDUCTORES AMPEROMETRICOS

ESTUDIO DE LA VIABILIDAD DE SU UTILIZACION EN LA CONSTRUCCION
DE GENOSENSORES

2.1 INTRODUCCION

La necesidad de metodologias analiticas robustas, sensibles y selectivas para la
determinacion de secuencias génicas ha favorecido el desarrollo de genosensores como metodologia
alternativa de andlisis L.

El disefio de un genosensor, como se ha descripto previamente en § 1.4.7, implica los
siguientes procedimientos:

e seleccion y/o modificacién de un transductor;

e inmovilizacién de DNA en la superficie del transductor;

o seleccion del sistema de deteccion del evento de hibridacion y del formato del mismo;

e hibridacién en la interfase del transductor y, eventualmente, marcacion del ddplex;

e transduccion;

e andlisis de la informacion obtenida.

El presente capitulo describe la construccion y la evaluacion electroquimica de nuevos
transductores amperométricos con el objetivo final de inmovilizar de manera 6ptima DNA sobre sus
superficies activas. En este capitulo, por lo tanto, se hard hincapié, en el primer procedimiento de los
especificados anteriormente, pero sin perder de vista el segundo procedimiento que constituye el
objetivo final.



84 Capitulo 2. Construccion, caracterizacion y evaluacion de transductores amperométricos

2.1.1 SELECCION DEL TRANSDUCTOR

El primer factor a tener en cuenta es la seleccion del transductor basandose en el tipo de
transduccion que se desee en el dispositivo genosensor, es decir, transduccion Optica, piezoeléctrica
0 electroquimica.

Por los factores expuestos en 88§ 1.4.4.3y 1.4.5, y debido a las ventajas de la amperometria
como metodologia analitica (8§ 1.4.2.3), se ha seleccionado dicha técnica como método de
transduccion de la reaccion de hibridacion.

Otro punto importante es la seleccion del material basico del transductor amperométrico (§
1.4.2.2) que luego podra modificarse quimicamente, en caso que asi se requiera.

Los transductores electroquimicos més utilizados en la construccion de genosensores se
basan en pasta de carbono como material base 213 , descriptos con anterioridad en la literatura en la
preparacion de sensores electroquimicos 4. Sin embargo, las pastas de carbono poseen propiedades
fisico-mecanicas poco deseables en cuanto a la preparacion de genosensores robustos y en distintas
configuraciones, y su estabilidad en solventes no polares es escasa. Debido a estas propiedades
fisico-mecanicas indeseables, este tipo de material se descartd en el presente trabajo, ya que es
preferible trabajar con materiales rigidos.

En la literatura se ha reportado como materiales transductores rigidos para la construccién de
genosensores electroquimicos —modificados quimicamente o no- carbono vitrificado 1518 | grafito
pirolitico 9, oro 20, platino 2t y transductores modificados superficialmente con polimeros conductores
(polipirrol electropolimerizado) 22,

En el presente caso se pensd en trabajar con composites rigidos basados en polimeros en
los que se agregd, como material conductor, polvo de grafito. Este tipo de material ha sido utilizado
repetidamente en la construccion de biosensores amperométricos en los laboratorios donde se ha
realizado la presente tesis doctoral 232, La rigidez del composite otorga ventajas de tipo fisico-
mecanicas y aumenta la robustez del dispositivo. En cuanto a sus propiedades electroquimicas, el
cardcter dual de la superficie del composite, compuesta de particulas de grafito en un medio
polimérico, augura unos fenémenos de superficie mas ricos en comparacion con lo que acontece con
superficies continuas de materiales conductores, tales como grafito, oro o polipirrol. Esto se puede
explicar por el comportamiento de microelectrodos que presenta la superficie de los composites. En
efecto, si la superficie de un macroelectrodo se reduce, la sefial y el ruido asociado disminuyen. En un
microelectrodo se establece una difusion no linear que aumenta la calidad de la sefial 6. 27. Este efecto
se traduce en una mejora de la relacion sefial/ruido y en menores limites de deteccion, aunque las
bajas corrientes producidas por los microelectrodos requieren instrumentacion costosa. La
construccion de haces de microelectrodos separados por una matriz aislante y conectados en paralelo
28 conseguiria aumentar la sefial total del dispositivo —que seria igual a la suma de las sefiales de
cada microelectrodo—, pero conservando las mejoras de la relacion sefial/ruido que otorga el uso de
microelectrodos. Los composites —formados de particulas conductoras dispersas en una matriz
polimérica— muestran las mismas propiedades electroquimicas que un haz o matriz de
microelectrodos.

Otro aspecto importante a resaltar de un composite es su facilidad de preparacion y de
modificacion en volumen y, por tanto, del control de los componentes en la superficie 222,
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2.1.2 INMOVILIZACION DEL DNA

Una vez delimitados estos ejes basicos de los transductores —sus propiedades fisico-
mecanicas y sus caracteristicas electroquimicas—, se procedid a evaluar otros factores que
determinan la eleccién de los mismos.

Dado el efecto que tiene la inmovilizacion del DNA en el reconocimiento por su secuencia
complementaria durante el proceso denominado hibridacidn, otro factor importante a tener en cuenta a
la hora de construir un dispositivo genosensor es como inmovilizar el DNA al transductor 1.

La seleccién de una metodologia u otra de inmovilizacion determinara la necesidad o no de
modificar quimicamente el transductor y las caracteristicas de esta modificacion.

Luego del andlisis de los tipos de inmovilizacion reportados en genosensores electroquimicos
(8 1.45.1), se concluyd que la forma méas econdmica y sencilla —desde el punto de vista
metodolégico— de inmovilizar DNA a un transductor electroquimico es la adsorcion fisica. La adsorcion
es el método de inmovilizacion por excelencia en los protocolos de analisis de DNA mediante métodos
clasicos, por lo que existen protocolos muy conocidos y bien establecidos en la bibliografia 2.2, En
cuanto a su implementacion en la construccion de genosensores electroquimicos, la adsorcion tiene
ventajas claras sobre otros procedimientos de inmovilizacion: no requiere reactivos especiales ni
sondas de DNA funcionalizadas y los procedimientos son cortos y muy sencillos. Esto otorga ventajas
desde el punto de vista de la fabricacion de los genosensores, en la posibilidad de construccion de
dispositivos de un solo uso y en su implementacioén comercial en forma de kit. Las desventajas de la
inmovilizacién por adsorcién consisten en la posibilidad de desorcion del DNA de la superficie —que no
constituiria un problema en los genosensores de un solo uso- Y, lo que es méas importante, en la
pobre eficiencia en la reaccion de hibridacién debido a que la adsorcion ocurre en sitios mdltiples de la
cadena de DNA, lo que puede desfavorecer el apareamiento de bases complementarias.

La adsorcion fisica de DNA sobre un transductor electroquimico no requiere modificacion
quimica del material base, por lo que la principal propiedad que se ha evaluado en los materiales
descriptos en el presente capitulo se basa fundamentalmente en las propiedades electroquimicas de
los mismos.

Por otra parte, la mayor eficiencia en la hibridacién se consigue cuando ésta ocurre en
disolucion. La inmovilizacion covalente del DNA a través del extremo 3" 0 57, y méas aun si se utiliza un
brazo espaciador, se aproxima a esta situacion ideal, a diferencia de la adsorcion a través de sitios
mdltiples, que provoca que la cinética de la hibridacion sea mas lenta 337,

Una mayor eficiencia en la hibridacion reportaria en los dispositivos genosensores mayor
sensibilidad y, por lo tanto, mejores limites de deteccién. Ademas, existen protocolos de inmovilizacion
covalente bien establecidos en la literatura. Existen desventajas en cuanto a la implementacion de la
inmovilizacién covalente en la construccidn de genosensores, tales como el uso de reactivos
especiales y de sondas de DNA funcionalizadas. Ademas, el procedimiento es laborioso y requiere
tiempos mayores. A menudo se requiere regenerar la superficie del genosensor, o bien realizar para
cada uso la inmovilizacion covalente.

Debido a que la literatura reporta mas ventajas que desventajas en la inmovilizacion
covalente del DNA sobre transductores electroquimicos en cuanto a las propiedades idoneas de
hibridacion, se ha considerado también la posibilidad de implementar esta metodologia de
inmovilizacién en la construccién de genosensores electroquimicos.
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De las metodologias de inmovilizacion covalente mas desarrolladas en la bibliografia, la que
se considerd en primer lugar como la mas conveniente es la inmovilizacién por unién covalente sobre
grafito funcionalizado con grupos ~COOH 01218, debido a los siguientes factores:

e Se ha reportado que las superficies modificadas con grupos —COOH presentan menor

adsorcion inespecifica por repulsion electrostatica del polianion DNA 333,

e Utiliza, para la inmovilizacidn covalente del DNA, una reaccion muy citada en la bibliografia

que se basa en los reactivos EDC y NHS 33343643 ; esta reaccion constituye un método

general de acoplamiento de grupos -NH, a -COOH 444 , Hay antecedentes de este tipo de
reaccion de inmovilizacion (a una variedad de soportes) de proteinas 47 y de &cidos nucleicos
derivatizados en 5" con grupos -NH, 121333, Ademas, para la derivatizacion de &cidos
nucleicos en 5” con grupos —NH; se utiliza también esta metodologia, para unir una diamina

al extremo fosfato 5° del DNA 4.

¢ La metodologia se puede adoptar a oligonucleétidos no derivatizados, basandose en la

nucleofilicidad del N7 en los residuos de guanina 101218,

2.1.3 CONSTRUCCION Y EVALUACION DE NUEVOS TRANSDUCTORES BASADOS EN
COMPOSITES RIGIDOS

En el presente capitulo se integraron las ideas expuestas en la construccion de nuevos
transductores basados en composites rigidos modificados con grupos —-COOH y en el capitulo
siguiente se llevd a cabo la reaccion de inmovilizacion covalente en NHS y EDC (véase capitulo 3)
con el objeto de inmovilizar covalentemente y en un Unico punto una secuencia de DNA.

Con este fin, se realiz6 la construccion y evaluacion de los siguientes nuevos transductores
basados en composites rigidos:

o grafito-metacrilato-acido estearico

o grafito-epoxi-acido estearico

o grafito-epoxi- carboximetilcelulosa

o grafito-epoxi-CM Sephadex

En cuanto a la evaluacion de los transductores modificados, en el presente capitulo se
realizaron Unicamente caracterizaciones electroquimicas, completandose su evaluacion en el capitulo
3. Pese a haber sido descartado por sus propiedades fisico-mecénicas, en el presente capitulo se
relata la construccion de un transductor de pasta de grafito modificado con &cido esteérico. Este
transductor fue utilizado en el capitulo 3 con el objeto de comparar los resultados de la reaccion de
inmovilizacién covalente basada en EDC-NHS (ya descripta en la bibliografia para este transductor)
con los nuevos transductores construidos basados en composites rigidos.

Ademds, en este capitulo se evallan las propiedades electroquimicas de algunos
transductores rigidos no modificados, para la posible implementacion de la inmovilizacion por
adsorcion. Asi, se ha comparado el comportamiento electroquimico de transductores basados en
composites —tales como grafito-epoxi y grafito-metacrilato—, con carbono vitrificado (ampliamente
utilizado en la bibliografia).
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Ademas, en este capitulo se describe la construccién de un nuevo transductor basado en un
composite rigido al que se le integré una membrana comercial de nylon. El transductor asi construido
podria ser utilizado en un futuro en genosensores de membranas recambiables en las que el DNA se
inmovilizaria e hibridaria sobre la membrana de nylon mediante protocolos ampliamente descritos en
la bibliografia 4657, En este caso la deteccion final del evento de hibridacion seria, en lugar de optica tal
como en los métodos de andlisis clasicos de DNA, electroquimica. La caracterizacién de este
transductor también se completd en el capitulo 3.

2.2 EXPERIMENTAL

2.2.1 EQUIPAMIENTO Y REACTIVOS

2.2.1.1 Equipamiento

La sefial amperométrica se midi¢ en todos los casos con una unidad amperométrica LC-4C
de la firma comercial BAS (Bioanalytical Systems Inc, USA). El sistema de deteccidn se conectd en
algunos casos a un registrador LABOGRAPH 517 (Metrohm) lo que permitié obtener los registros
graficos en funcién del tiempo. El electrodo de referencia utilizado fue un electrodo de doble union
Ag/AgCl (ORION 900200), y su solucion de referencia interna fue suministrada por la misma firma,
permitiendo asi obtener el potencial del electrodo de calomelanos saturado. Como solucion de
referencia externa se utilizd KCI 0.1 M. El electrodo auxiliar fue un electrodo de platino (CRISON 52-
67 1). Para estudios comparativos, se utilizd un electrodo de trabajo de carbono vitrificado de 3 mm de
diametro interno (BAS Bioanalytical System Inc, USA), modelo MF 2012.

2.2.1.2 Reactivos y materiales

Los composites se prepararon con grafito en polvo de tamafio de particula de 50 um (BDH),
resina epoxi Epo-Tek H77 (Epoxy Technology, USA), metacrilato comercial Sealer-Healer 1540
(mondémero QM-57T-D) (Rohm & Hass), peroxido de benzoilo hidratado (25 %) (Fluka, Suiza) como
catalizador del metacrilato.

Las modificaciones de los composites se realizaron con &cido estearico 99 % (Aldrich),
carboximetilcelulosa (Aldrich) y CM Sephadex C50 (Pharmacia).

Para la preparacion de la pasta de carbono se utilizé aceite mineral (Aldrich).

Las membranas de nylon integradas al composite grafito-epoxi son HyBoND™ N(+) (Amersham).
Para la preparacion del transductor se utilizé también nylon de apertura de malla de 40 (DIN 130-40
tup 2221).

Los pulidos de la superficie de los composites se realizaron con papel de alimina de 3 um
(polishing strips 301044-001, Orion). Los pulidos del electrodo de carbono vitrificado se realizaron con
solucion de polvo de alimina (polishing alumina CF-1050, BAS) sobre un soporte de pulido (alumina
polish pads MF-1040, BAS).

Los calibrados se realizaron con peréxido de hidrégeno (Merck) y, eventuaimente,
hexacianoferrato(ll) de potasio —K4[Fe(CN)g]. 3 H.0— (Merck).
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Las membranas de dialisis se obtuvieron a partir de un tubo de didlisis de Medicell
International realizada de celulosa regenerada que contiene glicerina, agua y aproximadamente un 0.1
% de azufre.

El resto de los reactivos utilizado fue de calidad proanalisis o similar. Las soluciones acuosas
se prepararon con agua bidestilada.

2.2.2 CONFIGURACION DEL SISTEMA DE CALIBRACION AMPEROMETRICA

La configuracion del sistema de calibracién amperométrica se muestra en la Figura 2.1. La
evaluacion de los transductores se realiza mediante calibrados, es decir, adiciones crecientes de una
sustancia electroactiva, a un potencial adecuado. Las medidas se realizan en una celda de medida
donde se disponen tres electrodos: un electrodo de referencia de doble union Ag/AgCI, un electrodo
auxiliar de hilo de platino y el sensor construido que actia como electrodo de trabajo (véase § 2.2.4).

Como estos sensores son de una longitud reducida (18 mm, véase § 2.2.4), es necesario
acoplarlos a un soporte extensor de una longitud aproximada de 10 cm, construido con el mismo tubo
de PVC utilizado para el cuerpo de los sensores. En uno se los extremos se coloca un conector
hembra idéntico al que se utiliza anteriormente, y en el otro extremo un conector macho adherido con
pegamento instantaneo. Estos dos conectores se sueldan con estafio a los extremos de un cable
conductor que une ambas conexiones.

La celda de medida contiene 20 ml de solucién tamponada de fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M a pH
7.0, en la cual se va adicionando perdxido de hidrégeno o ferrocianuro. La agitacion se consigue
mediante un iman teflonado que, por accidn de un agitador magnético, favorece el transporte por
conveccion desde el seno de la solucion hacia la superficie del electrodo. Los tres electrodos estan
conectados a una unidad amperométrica (§ 2.2.1.1), a través de la cual se puede fijar el potencial de
trabajo y ajustar el cero relativo en la escala de intensidades, consiguiendo asi eliminar el valor de la
corriente residual.

electrodo de referencia electrodo de trabajo

ffelectrodo auxiliar

unidad
amperométrica

"
e . % agitador
H  H ke

Figura 2.1. Sistema de deteccion amperométrico, en donde se muestra la disposicion de los
electrodos —de referencia, auxiliar y de trabajo-, de la celda de medida, del agitador magnético y de la
unidad amperométrica.

celda de
medida
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2.2.3 CONSTRUCCION DEL CUERPO DEL SENSOR AMPEROMETRICO

Para la construccion del cuerpo del transductor se utilizé una conexién hembra de 2 mm de
diametro. En su extremo se soldé una l&mina de cobre circular, de la cual se elimind mediante HNO
la capa de Oxido que podria tener. Esta capa de Oxido, de no eliminarse, podria aumentar la
resistencia al paso de la corriente y, por lo tanto, disminuir la sensibilidad del transductor. Esta
conexion se introdujo en un tubo cilindrico de PVC de 6 mm de diametro interno, de 8 mm de didmetro
externo y de 18 mm de longitud. La rosca metdlica que posee la conexion permitié que esta Ultima
quede bien fijada en un extremo del tubo de PVC, mientras que en el otro extremo quedd una cavidad
virtual de 3 mm de profundidad. En esta cavidad posteriormente se introdujo el composite preparado
(véase 8§ 2.2.5.1,2.2.6.1,22.7.1,2.2.7.2 y 2.2.8), tal como se puede observar en la Figura 2.2.

LECRRCE

A B C D E

Figura 2.2. Etapas de la construccion del cuerpo del transductor amperométrico. Al conector hembra
de 2 mm de diametro (A), se le coloca una rosca metalica (B). Luego, se le suelda una lamina de cobre
circular (C). Posteriormente, se le coloca el tubo de PVC (D). En la cavidad virtual se introduce el
composite preparado (E).

224EVALUACION DE LA RESPUESTA DE LOS TRANSDUCTORES
ELECTROQUIMICOS

2.2.4.1 Condiciones de calibracion

Para llevar a cabo la evaluacion amperométrica de los transductores, se aplicé el potencial
correspondiente a la deteccién de una sustancia electroactiva respecto a un electrodo de calomelanos
saturado, en una solucion tamponada agitada, que contiene una concentracion elevada de electrolito
soporte (KCI) para favorecer la conductividad y minimizar la corriente de migracion (fosfato 0.1 M, KCI
0.1 M, pH = 7.0). Cuando se utilizd H.0,, se aplico su potencial de oxidacion, es decir 1150 mV (vs
Ag/AgCl). Cuando se utilizd Ka[Fe(CN)e], se aplicé también su potencial de oxidacion, es decir, 280
mV (vs Ag/AgCl).

Una vez que la sefial se estabilizaba, se iba adicionando la sustancia mientras se realizaban
las correspondientes lecturas de intensidad de corriente. Las calibraciones se llevaron a cabo a
temperatura ambiente (22 + 3 ° C).
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2.2.4.2 Efecto de la agitacién

La agitacion en el sistema debe ser la misma para distintos calibrados, de manera tal que los
resultados puedan ser comparables. De esta manera, la agitacion siempre se mantuvo constante y
utilizando el mismo iman teflonado.

2.2.4.3 Renovacion de la superficie

Se procedié a la evaluacion de la reproducibilidad obtenida en la superficie luego de
someterla a procedimientos de pulido, con el objeto de asi regenerar la superficie para posteriores
usos.

Inmediatamente antes de la calibracion de los sensores, se los sometié al procedimiento de
pulido mediante el uso sucesivo de los siguientes papeles abrasivos, para el caso de los composites:

1. papel de vidrio (N ° 600).
2. papel de vidrio (N ° 800).
3. papel de alimina de 3 um

En todos lo casos, el pulido se realizd con la superficie del sensor humectada con agua
hidestilada y luego del pulido, la superficie se limpid con agua bidestilada mediante una jeringa, para
eliminar los restos de material mal adherido.

Los pulidos del electrodo de carbono vitrificado se realizaron agregando una gota de solucion
de polvo de aliimina sobre un soporte de pulido especial.

2.2.4.4 Pretratamiento de la superficie con ultrasonidos

El interés por obtener superficies sensoras lo més reproducibles llevé a estudiar el efecto del
tratamiento anterior al calibrado de la superficie de los transductores con ultrasonidos. Para evaluar su
efectividad, se pulieron los electrodos (véase § 2.2.4.3) y se sumergio la superficie de los mismos
(vigilando de no colocar en agua la junta eléctrica) en 2 ml de agua bidestilada y se sometieron a
ultrasonidos durante 2 minutos. Posteriormente, se coloco en la mayoria de las determinaciones la
membrana de didlisis (véase § 2.2.4.6) y se calibrd en el sistema amperométrico descripto en § 2.2.2,
mediante el procedimiento descripto en § 2.2.4.1.

2.2.4.5 Observacion microscépica de las superficies

Los transductores basados en composites modificados, antes y después del tratamiento con
ultrasonidos, fueron observados en el microscopio (10X) con el fin de identificar con méas detalle
cambios microscépicos en la superficie del sensor.

Los transductores de grafito-epoxi y de carbono vitrificado fueron también observados con
microscopia electrénica de barrido con el objeto de caracterizar sus superficies. Para tal fin se ha
utilizado un voltaje acelerado de 10 KV y una resolucion de 100 pm.

2.2.4.6 Utilizacién de membranas de dialisis durante la calibracion

Se ha comprobado que la interposicién de una interfase que actle de barrera difusional
(como una membrana de dialisis) entre el medio de calibrado y el transductor, mejora la estabilidad de
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las lecturas obtenidas y que, ademas, mejora la reproducibilidad entre calibrados realizados sobre las
mismas condiciones de incubacion 2. No obstante, se observan dos hechos: tiempo de respuesta mas
largos y menores sefiales de intensidad comparados con el mismo transductor, en las mismas
condiciones, sin membrana de dialisis. Esto se puede explicar si se tiene en cuenta que la membrana
de dialisis supone una barrera de difusion, en el microentorno de la superficie del sensor. Su
presencia, que no es totalmente imprescindible, estabiliza la sefial y reduce el ruido, contribuyendo a
mejorar la relacion sefial/ruido. Este efecto es especialmente notorio cuando se trabaja a potenciales
altos —tal como el potencial de oxidacion de H,O»—, que produce ruidos mayores.

Inmediatamente antes de la calibracion del transductor, y después de su pretratamiento
[pulido (§ 2.2.4.3), lavado y/o ultrasonicacion (§ 2.2.4.4)], se recubri6 la superficie del sensor con una
membrana de didlisis de 2 x 2 cm aproximadamente. Estas membranas fueron acondicionadas
previamente en agua a ebullicion, con el objeto de homogeneizar el tamafio de los poros.

Se sujetd mediante una junta torica y se sellé con parafilm (Figura 2.3). Posteriormente, todo
el conjunto se incorpor6 al sistema de deteccidn amperométrica. En todos los casos de calibrados con
H.0, se han utilizado membranas de didlisis (excepto para la evaluacion del transductor grafito-epoxi-
carboximetilcelulosa).

Figura 2.3. Procedimiento de sujecion de una membrana de didlisis al cuerpo del sensor: Al sensor
recién construido (A), se le coloca la membrana de dilisis por sobre su superficie mediante una junta
tdrica (B). Aspecto del sensor luego de sujetada la membrana y recubierta la junta térica con parafilm

).

2.2.5 COMPOSITE GRAFITO-METACRILATO MODIFICADO CON ACIDO ESTEARICO

2.2.5.1 Preparacion, curado y conservacion del composite

El composite se prepar6 mezclando grafito en polvo y metacrilato en una relaciéon 1:1 en
peso. A esta mezcla se le incorporé perdxido de benzoilo como catalizador de la polimerizacion
(endurecedor), en una proporcion 24:1 partes en peso, respectivamente. Una vez que el composite,
se homogeneiz6 correctamente, se agregd en este caso el acido estedrico (que otorgd funciones
carboxilicas al transductor), en distintos porcentajes en peso respecto a la masa total del composite (4
y 6 % p/p). Finalmente, el material resultante fue nuevamente homogeneizado e incorporado en el
cuerpo del transductor amperométrico, construidos seguln se ha descripto en § 2.2.3.
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Se prepararon lotes de sensores con composite modificados con &cido estearico y lotes de
sensores con composite grafito-metacrilato Unicamente (sensores no modificados) con el objeto de
comparar los resultados entre estos lotes y observar el efecto en la respuesta amperométrica de la
introduccion de &cido esteérico en el composite.

Ambos tipos de sensores (modificados o no) fueron curados durante tres dias a temperatura
ambiente, bajo atmosfera de nitrgeno en una camara herméticamente cerrada, por la cual se hizo
circular nitrogeno intermitentemente (generando asi un ambiente ausente de oxigeno). El curado se
realiza en atmosfera de nitrogeno debido a que el oxigeno ambiental inhibe la reaccién de
polimerizacion del metacrilato, e impide el correcto endurecimiento del composite si este gas esta
presente durante la reaccion 2.

Una vez curados, los electrodos se pulieron (véase § 2.2.4.3) y se sometieron (en los casos
en que se quiso evaluar este procedimiento) a ultrasonidos (véase §2.2.4.4). Posteriormente, se les
coloco la membrana de didlisis (véase § 2.2.4.6).

La regeneracion de la superficie (cuando fue necesario) se realizd mediante el mismo
procedimiento de pulido.

Los electrodos se conservaron en lugar seco y limpio, a temperatura ambiente.

2.2.5.2 Evaluacion del transductor grafito-metacrilato modificado con acido estearico

La evaluacion se realizé mediante calibrados con H,O; en el sistema descripto en § 2.2.2.
Los pardmetros de calibracion utilizados fueron los descriptos en § 2.2.4.1.

2.2.6 COMPOSITE GRAFITO-EPOXI MODIFICADO CON ACIDO ESTEARICO

2.2.6.1 Preparacion, curado y conservacion del composite

El composite se prepard mezclando grafito en polvo y resina Epo-Tek H77 en una relacion
1:4 partes en peso. Esta resina epoxi esta constituida por dos componentes: la resina propiamente
dicha y el endurecedor, que se combinaron en una proporcion de 20:3 partes en peso,
respectivamente. Una vez que el composite se homogeneizé correctamente, se agregd en este caso
el acido estedrico (para otorgar funciones carboxilicas al transductor), en distintos porcentajes en peso
respecto a la masa total del composite (1 y 2 % p/p). Finalmente, el material resultante fue
nuevamente homogeneizado e incorporado en el cuerpo del transductor amperométrico, construidos
segun se ha descripto en § 2.2.3.

Se prepararon lotes de sensores con composite modificado con acido esteérico y lotes de
sensores con composite grafito-epoxi Unicamente (sensores no modificados) con el objeto de
comparar los resultados entre estos lotes y observar el efecto en la respuesta amperométrica de la
introduccion de &cido esteérico en el composite.

Ambos tipos de sensores (modificados 0 no) fueron curados durante una semana a una
temperatura entre 25y 40°C.

Una vez curados, los electrodos se pulieron (véase § 2.2.4.3) y se sometieron (en los casos
en que se quiso evaluar este procedimiento) a ultrasonidos (véase §2.2.4.4). Posteriormente, se les
colocd la membrana de didlisis (véase § 2.2.4.6).
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La regeneracion de la superficie (cuando fue necesario) se realizd mediante el mismo
procedimiento de pulido.
Los electrodos se conservaron en lugar seco y limpio, a temperatura ambiente.

2.2.6.2 Evaluacion del transductor grafito-epoxi modificado con &cido esteérico

La evaluacion se realizd mediante calibrados con H;O; en el sistema descripto en § 2.2.2.
Los parametros de calibracion utilizados fueron los descriptos en § 2.2.4.1.

2.2.7 COMPOSITE GRAFITO-EPOXI MODIFICADO CON MACROMOLECULAS CON
FUNCIONES CARBOXILICAS

2.2.7.1 Sensores de composite grafito-epoxi modificado con carboximetilcelulosa

El procedimiento de preparacion y curado del composite es idéntico al descripto en § 2.2.6.1,
excepto que en el composite modificado se adiciond, en este caso, carboximetilcelulosa en lugar de
acido esteéarico con el objeto de funcionalizar los sensores con grupos carboxilicos, provenientes de
esta macromolécula. En este caso los porcentajes de carboximetilcelulosa fueron 2 y 3 % p/p.

Una vez curados, los electrodos se pulieron (véase § 2.2.4.3). En este caso no se les colocd
membrana de dialisis.

La regeneracion de la superficie (cuando fue necesario) se realizd mediante el mismo
procedimiento de pulido.

Los electrodos se conservaron en lugar seco y limpio, a temperatura ambiente.

La evaluacion se realizé mediante calibrados con H,O; en el sistema descripto en § 2.2.2.
Los parametros de calibracién utilizados fueron los descriptos en § 2.2.4.1.

2.2.7.2 Sensores de composite grafito-epoxi modificado con CM Sephadex C50

El procedimiento de preparacion del composite es idéntico al descripto en § 2.2.6.1, excepto
que en el composite modificado se adiciono, en este caso, CM Sephadex C50 en lugar de &cido
estedrico con el objeto de funcionalizar los sensores con grupos carboxilicos, provenientes de esta
macromolécula. En este caso los porcentajes de CM Sephadex adicionados fueron de 2 % p/p de
resina seca y de 4 % p/p de resina himeda.

El curado y la conservacion de los composites se realizaron de la misma manera a lo que se
describi6 en § 2.2.6.1.

La evaluacion se realizé mediante microscopia (véase § 2.2.4.5).

2.2.8 COMPOSITE DE PASTA DE GRAFITO MODIFICADO CON ACIDO ESTEARICO

El composite se preparé mezclando grafito en polvo y aceite mineral en una relacion 70:30
partes en peso respectivamente 212, Una vez que la pasta se homogeneiz6 correctamente, se agregd
el acido esteéarico (para modificar con funciones carboxilicas al transductor), en un porcentaje en peso
respecto a la masa total del composite de 4.5 % p/p. Finalmente, el material resultante fue
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nuevamente homogeneizado e incorporado en el cuerpo de los transductores amperométricos,
construidos segun se ha descripto en § 2.2.3.

Se prepararon lotes de sensores con pasta de grafito modificado con &cido esteérico, y lotes
de sensores con pasta de grafito Gnicamente (sensores no modificados) con el objeto de comparar los
resultados entre estos lotes y observar el efecto en la respuesta amperométrica de la introduccion de
acido esteérico en la pasta de carbono.

A diferencia de los sensores basados en composites rigidos, los composites de pasta de
carbono no requieren un paso de curado. Una vez construidos, los sensores se pulieron directamente
con papel de alimina de 3 um, debido a que el material es mas sensible (desde el punto de vista
mecanico) que los composites rigidos de polimeros. La regeneracidon de la superficie se realizd
mediante el mismo procedimiento, cuando fue necesario.

Los electrodos se conservaron en lugar seco y limpio, a temperatura ambiente.

La evaluacion de estos transductores se realizara en el capitulo 3, § 3.3.5.

2.2.9 SELECCION DEL TRANSDUCTOR IDONEO PARA SU POSIBLE IMPLEMENTACION
EN GENOSENSORES CON DNA ADSORBIDO

El objeto de este experimento es la seleccion de un material transductor rigido —basandose
en primera instancia fundamentalmente en sus propiedades electroquimicas— para su posible
implementacion como transductor en genosensores en los que el DNA se inmovilice por adsorcion
sobre dicho material.

Se selecciond el material transductor idoneo entre los composites rigidos estudiados (grafito-
epoxi y grafito-metacrilato) y carbono vitrificado, basandose en los siguientes criterios:

e Disponibilidad y coste del material

e Propiedades electroquimicas —i.e. sensibilidad del transductor—

La evaluacion se realiz6 mediante calibrados con H,O; en el sistema descripto en § 2.2.2.
Los parametros de calibracion utilizados fueron descriptos en § 2.2.4.1.

2.2.9.1 Preparacion, curado y conservacion del composite grafito-metacrilato

El procedimiento de construccion es idéntico al descripto en § 2.2.5.1, excepto que en este
caso sblo se prepararon sensores de composite Unicamente (los denominados sensores no
modificados). El curado y la conservacion de los composites se realizaron de la misma manera a lo
descripto en § 2.2.5.1.

Una vez curados (véase § 2.2.5.1), los electrodos se pulieron (véase § 2.2.4.3). La
regeneracion de la superficie (cuando fue necesario) se realizd mediante el mismo procedimiento de
pulido.

Los electrodos se conservaron en lugar seco y limpio, a temperatura ambiente.

2.2.9.2 Preparacion, curado y conservacion del composite grafito-epoxi

El procedimiento de construccion es idéntico al descripto en § 2.2.6.1, excepto que en este
caso sblo se prepararon sensores de composite Unicamente (los denominados sensores no
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modificados). El curado y la conservacion de los composites se realizaron de la misma manera a lo
descripto en § 2.2.6.1.

Una vez curados (veéase § 2.2.6.1), los electrodos se pulieron (véase § 2.2.4.3). La
regeneracion de la superficie (cuando fue necesario) se realizd mediante el mismo procedimiento de
pulido.

Los electrodos se conservaron en lugar seco y limpio, a temperatura ambiente.

2.2.10 TRANSDUCTOR AMPEROMETRICO CON MEMBRANA DE NYLON HYBOND™
INTEGRADA A LA SUPERFICIE

2.2.10.1 Seleccion del composite idéneo para la transduccion amperométrica

Los criterios de seleccion del mejor material transductor para la integracion de la membrana
de nylon HyBonD fueron los mismos que los que se describen en § 2.2.9. Se seleccion6 el material
transductor idoneo entre los composites rigidos estudiados (grafito-epoxi y grafito-metacrilato) y
carbono vitrificado.

La preparacion, curado y conservacion de los composites grafito-metacrilato y grafito-epoxi
se realizo segun se explica en 8§ 2.2.9.1y 2.2.9.2, respectivamente.

La evaluacion se realiz6 mediante calibrados con H,O; en el sistema descripto en § 2.2.2.
Los parametros de calibracion utilizados fueron descriptos en § 2.2.4.1.

2.2.10.2 Integracion de la membrana de nylon HyBonp™ al transductor grafito-epoxi

Este tipo de membranas es ampliamente utilizado en procedimientos de dot-blot 22 y southern
blot %8 clasicos (88 1.2.3.1y 1.2.3.2), sobre las cuales se absorbe el DNA.

En cuanto las caracteristicas constitutivas de las membranas, son de nylon 66 soportadas
sobre poliestireno y son microporosas (tamafio de poro de 0.45 um). En cuanto a sus propiedades
superficiales son hidrofilicas, con potencial Z superficial positivo entre pH 2.0 y 12.0. En cuanto a sus
propiedades fisicas, son mecanicamente resistentes.

El objetivo de este procedimiento consiste en evaluar si pueden integrarse a un transductor
amperomeétrico, y si son capaces de ser permeables a las especies electroactivas, ya que es de
suponer que, al igual que las membranas de didlisis, éstas actlien como barrera difusora.

Inmediatamente antes de la calibracion del transductor, y después de su pretratamiento
[pulido (§ 2.2.4.3), lavado y/o ultrasonicacidn (§ 2.2.4.4)], se recubri6 la superficie del sensor con una
membrana de nylon HyBono™ cortada circularmente con un troquer de 7 mm de didmetro
aproximadamente. Las mismas fueron previamente lavadas con agua bidestilada filtrada, secadas y
conservadas en lugar seco. Esta membrana circular se sujetd al transductor mediante una malla de
nylon de poro grueso (que no actua como barrera difusora, sino que su papel Unicamente es de
sujecion), de 2 x 2 cm. Esta (ltima se sujeté mediante una junta térica al cuerpo del transductor y se
sellé con parafilm, como se puede ver en la Figura 2.4. Posteriormente, todo el conjunto se incorpord
al sistema de deteccion amperométrica.
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Figura 2.4. Procedimiento de montaje del transductor grafito-epoxi-membrana HYBOND™: al sensor
recién construido (A), se le colocd por encima de la superficie una membrana circular HYBOND™ (B) y,
posteriormente, se le coloc la membrana de sujecién de nylon de malla gruesa por sobre su
superficie mediante una junta térica (C). Aspecto del sensor luego de sujetada la membrana y
recubierta la junta tdrica con parafim (D).

La evaluacion se realizé mediante calibrados con Ka[Fe(CN)e] en el sistema descripto en §
2.2.2. Los pardmetros de calibracion utilizados fueron descriptos en § 2.2.4.1.

Se espera que, al igual que las membranas de diélisis, la membrana Hysonp™ mejore la
estabilidad de las lecturas obtenidas y que, ademas, mejore la reproducibilidad entre calibrados
realizados sobre las mismas condiciones, estabilizando la sefial y reduciendo el ruido.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 EVALUACION DEL TRANSDUCTOR GRAFITO-METACRILATO MODIFICADO CON
ACIDO ESTEARICO

2.3.1.1 Efecto de la incorporacion de acido estearico al composite grafito-metacrilato

Al incorporar un nuevo componente al composite es necesario evaluar el nuevo material
obtenido, que puede mostrar propiedades electroquimicas diferentes a las del composite sin modificar.
En la Figura 2.5 se observa el efecto de la incorporacion, en un porcentaje de 4 y 6 %, de écido
estedrico. Las respuestas amperométricas se deben a la oxidacién de perdxido de hidrégeno al
potencial de 1150 mV (vs Ag/AgCl). Para la obtencion de cada una de las curvas de calibrado con
cada transductor, se realizaron al menos 3 mediciones, puliendo la superficie cada vez (véase
reproducibilidad del pulido en § 2.3.1.2)

Se puede deducir de la Figura 2.5 que al agregar acido esteérico en un 4 % la sensibilidad
aumenta (mayor respuesta), respecto al composite no modificado (la pendiente de la recta aumenta
desde 11368 a 13936 pA/mM). Este hecho se puede explicar por un efecto de microelectrodos
incrementado con la adicion de &cido estedrico, respecto al composite sin modificar. El material
conductor (grafito) se separa entre si por material no conductor (polimero metacrilato y acido
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estedrico); en lugar de comportarse el transductor como una superficie continua conductora, el
material asi formado posee mayor conduccion porque se comporta como haces de microelectrodos.
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Figura 2.5. Comparacion de la respuesta amperométrica de sensores basados en el composite grafito-
metacrilato, modificados con 4 y 6 % de &cido estedrico. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0.
Sustrato: H202. Potencial apiicago: 1150 mV (vs Ag/AgCl).

Por otro lado, se observa una caida de la sensibilidad (en comparacion con el transductor no
modificado), cuando en el transductor se adiciona un 6 % de &cido estearico (la pendiente de la recta
cae a 10857 uA/mM). En este caso, predomina el efecto de la caracteristica no conductora del &cido
estearico (caida 6hmica). Por esto se selecciond como cantidad dptima de acido estearico un
porcentaje de 4 % de material.

2.3.1.2 Efecto del pulido en la superficie del transductor grafito-metacrilato modificado
con acido estearico

En la Figura 2.6, se observa la reproducibilidad del pulido del transductor grafito-metacrilato-
acido esteérico.

Se observa una buena reproducibilidad de la respuesta, por lo que se puede deducir que el
pulido es una metodologia adecuada para renovar la superficie del sensor.

El pulido se consigui6 comenzando con un papel de vidrio de manera de que sea mas
agresivo y mas efectivo. Posteriormente, el papel de alimina permite homogeneizar la rugosidad de la
superficie, hecho que favorece la obtencion de superficies reproducibles y evita el elevado ruido de
fondo que se obtiene si la superficie es muy rugosa.

2.3.1.3 Pretratamiento de la superficie con ultrasonidos

El aspecto superficial de los composites después de someterlo a ultrasonidos es muy
diferente a cuando no se lo ha sometido a este proceso, hecho que puede evidenciarse a simple vista.

En la Figura 2.7, se muestra el efecto del pretratamiento con ultrasonidos en la respuesta
amperométrica sobre un mismo transductor grafito-metacrilato modificado con &cido estearico (4 %), y
su comparacion con la curva obtenida por lavado previo de la superficie durante 30 minutos, en buffer
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fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M a pH 7, en agitacion (misma condiciones que los calibrados). Como puede
observarse, la respuesta es similar en ambos casos.
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Figura 2.6. Evaluacion de la reproducibilidad del pulido de un transductor grafito-metacrilato-estearico
(4 %). La respuesta amperométrica se debe a la oxidacion de H20.. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M
pH 7.0. Sustrato: H202. Potencial apiicado: 1150 mV (vs Ag/AgCl).
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Figura 2.7. Efecto de la aplicacién de ultrasonidos, como pretratamiento del composite grafito-
metacrilato-&cido estearico (4 %) previo a la calibracion con Hz20,. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH
7.0. Sustrato: H20,. Potencial apiicago: 1150 mV (vs Ag/AgCl).

Los valores obtenidos mediante el tratamiento de pulido-ultrasonidos son reproducibles y
comparables al sometimiento de la superficie a un lavado en agitacion. Ademas, las lecturas son mas
estables si el transductor se somete a este tratamiento. Sin embargo, si se comparan estos resultados
con los obtenidos mediante simple pulido, se observa que la sensibilidad del material disminuye
notablemente (la pendiente de la recta cae desde 13936 a 9919 a uA/mM). Ademas, la recta pierde
algo de linealidad. En la Figura 2.8 se observan los resultados del mismo composite con y sin
tratamiento con ultrasonidos. Por cada curva se realizaron al menos tres determinaciones.
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Si se atribuye que el composite aumenta su sensibilidad debido al incremento de &cido
estedrico hasta un porcentaje del 4 %, segin lo que sugiere la Figura 2.5, estos resultados podrian
indicar la pérdida de acido estearico de la superficie del sensor, teniendo en cuenta que:

e El tratamiento con ultrasonidos no afecta los valores del composite grafito-metacrilato no

modificados.

e La respuesta del composite con 4 % de &cido estearico posterior al tratamiento con

ultrasonidos desciende hasta los valores del blanco del composite.

Los mismos resultados se obtuvieron con el transductor grafito-metacrilato-estearico (6 %)
(no mostrados).

Estas caracterizaciones electroquimicas no pueden asegurar la correcta modificacion del
transductor, por lo que se han realizado experimentos posteriores (véase capitulo 3) para poder
concluir respecto a este punto.
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Figura 2.8. Pérdida de sensibilidad del composite grafito-metacrilato-acido estearico (4 %) con
tratamiento de ultrasonidos. Los resultados sugieren la pérdida del acido estearico. Medio; fosfato 0.1
M, KCI 0.1 M pH 7.0. Sustrato: H202. Potencial apicado: 1150 mV (vs Ag/AgCl).

2.3.1.4 Observacion microscopica de la superficie

Antes de la aplicacion de ultrasonidos en los blancos grafito-metacrilato se observa, con la
ayuda de una lupa, una superficie rallada y reluciente, pero luego de la ultrasonicacion, no se observa
ningtn tipo de marca y se distingue la orientacion del grafito de tonalidad mas opaca. Ademas,
aparecen unos poros pequefios que anteriormente estarian ocupados por restos de material que no
pudieron eliminarse por el lavado posterior al pulido y que se encontrarian mal adheridos a la
superficie sensora.

Sin embargo, mediante el analisis con lupa no se puede observar ninguna diferencia
adicional de los sensores modificados respecto a los no modificados, por lo que mediante esta
metodologia no se puede asegurar la pérdida de &cido estearico.
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2.3.2 EVALUACION DEL TRANSDUCTOR GRAFITO-EPOXI MODIFICADO CON ACIDO
ESTEARICO

2.3.2.1 Efecto de la incorporacion de acido esteéarico al composite grafito-epoxi

Se ha evaluado el nuevo material obtenido con la adicion de &cido estedrico en unos
porcentajes de 1 y 2 % en el composite grafito-epoxi. La cantidad de acido estearico en este
composite fue menor porque admite menos carga de material que el metacrilato . Las respuestas
amperométricas se deben a la oxidacion de H,O, a 1150 mV. Para la obtencion de cada una de las
curvas de calibrado se realizaron al menos 3 determinaciones con cada transductor.

Al igual que ocurriera con el composite grafito metacrilato, al aumentar la cantidad de &cido
estedrico (en este caso hasta un 1 %), la sensibilidad del material aumenta respecto al blanco (la
pendiente de la recta aumenta desde 15773 a 17933 pA/mM), hecho que se puede explicar por el
efecto de microelectrodos (véase § 2.3.1.1). Por otro lado, también se observa una caida de la
sensibilidad (la pendiente de la recta cae a 13637 pA/mM), cuando se adiciona al composite, en este
caso, un 2 % de acido estearico. En este caso también predominaria la caracteristica no conductora
del &cido estearico. Por esto se seleccioné como cantidad dptima un 1 % de &cido esteérico.
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Figura 2.9. Comparacion de la respuesta amperométrica de sensores basados en el composite grafito-
epoxi, modificados con 1y 2 % de acido estearico. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0. Sustrato:
H202. Potencial apicado: 1150 mV (vs Ag/AgCl).

2.3.2.2 Efecto del pulido en la superficie del transductor grafito-epoxi modificado con
acido esteérico

En la Figura 2.10, se observa la reproducibilidad del pulido del transductor grafito-epoxi-
estedrico.
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Figura 2.10. Evaluacion de la reproducibilidad del pulido de un transductor grafito-epoxi-estearico (1
%). La respuesta amperométrica se debe a la oxidacién de H.0.. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH
7.0. Sustrato: H20,. Potencial aplicado: 1150 mV (vs Ag/AgCl).

Se observa una buena reproducibilidad de la respuesta, por lo que se puede deducir que el
pulido es una metodologia adecuada para renovar la superficie del sensor.
El pulido recomendado se consiguié comenzando con un papel de vidrio de manera de que
sea mas agresivo y mas efectivo. Posteriormente, el papel de alumina permite homogeneizar la
rugosidad de la superficie, hecho que favorece la obtencion de superficies reproducibles y evita el
elevado ruido de fondo que se obtiene si la superficie es muy rugosa.

2.3.2.3 Pretratamiento de la superficie con ultrasonidos

El aspecto superficial de los composites después de someterlo a ultrasonidos es muy
diferente a cuando no se lo ha sometido a este proceso.
En la Figura 2.11, se muestra el efecto del pretratamiento con ultrasonidos sobre un mismo

transductor grafito-epoxi-acido estearico (1 %).
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Figura 2.11. Efecto de la aplicacién de ultrasonidos, como pretratamiento del composite grafito-epoxi-
acido estedrico (1 %) previo a la calibracion con H202. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0.
Sustrato: H202. Potencial apiicado: 1150 mV (vs Ag/AgCl).
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Los valores obtenidos mediante el tratamiento de ultrasonidos son reproducibles y
comparables. Ademas, las lecturas son mas estables cuando se aplica este tratamiento al transductor.
Sin embargo, si se comparan estos resultados con los obtenidos mediante simple pulido, se observa
que la sensibilidad del material se modifica notablemente y, al igual que lo que ocurre con el grafito-
metacrilato, la sensibilidad disminuye (la pendiente de la recta cae desde 18034 a 15622 uA/mM). En
la Figura 2.12 se observan los resultados del mismo transductor con y sin tratamiento con
ultrasonidos. Por cada curva de calibrado se realizaron al menos tres determinaciones.

Si se atribuye que el composite aumenta su sensibilidad debido al incremento de &cido
estearico hasta un porcentaje del 1 %, segun lo que sugiere la Figura 2.9, estos resultados podrian
indicar la pérdida de acido estearico de la superficie del sensor, teniendo en cuenta que:

e El tratamiento con ultrasonidos no afecta los valores del composite grafito-epoxi no

modificado.

e La respuesta del composite con 1 % de &cido estearico posterior al tratamiento con

ultrasonidos desciende hasta los valores del blanco del composite.

Los mismos resultados se obtuvieron con el transductor grafito-epoxi-acido estearico (2 %)
(no se muestran).

Los resultados analogos obtenidos para el composite grafito-metacrilato modificado con &cido
estéarico y grafito-epoxi modificado con 4cido estearico refuerzan la hipdtesis de pérdida del acido
estearico en ambos tipos de composites.

Estas caracterizaciones electroquimicas no pueden asegurar la correcta modificacién del
transductor, por lo que se han hecho experimentos posteriores (véase capitulo 3) para poder concluir
respecto a este punto.
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Figura 2.12. Pérdida de sensibilidad del composite grafito-epoxi-acido estearico (1 %) con tratamiento
de ultrasonidos. Los resultados sugieren la pérdida del acido estearico. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1
M pH 7.0. Sustrato: H202. Potencial apiicado: 1150 mV (vs Ag/AgCl).
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2.3.3EVALUACION DEL TRANSDUCTOR GRAFITO-EPOXI MODIFICADO CON
CARBOXIMETILCELULOSA

2.3.3.1 Efecto del pulido en la superficie del transductor grafito-epoxi modificado con
carboximetilcelulosa

Se observé que cuando se lavaba con agua el transductor después de los pulidos para
eliminar restos del material mal adherido, se formaba sobre la superficie una pelicula viscosa, que se
estimd que se debia a la carboximetilcelulosa que se eliminaba del transductor. De todas formas, se
calibrd el transductor, sin utilizar membrana de diélisis.

En la Figura 2.13, se observa la reproducibilidad del pulido del transductor grafito-epoxi-
carboximetilcelulosa.

Se observa una escasa reproducibilidad de la respuesta, que se debe a la pérdida inmediata
de carboximetilcelulosa del transductor, en menor o mayor grado, hecho que hace imposible
calibrados consecutivos con reproducibilidad.

Debido a estos resultados no se evaluaron los transductores con 2 % de
carboximetilcelulosa.

2.3.3.2 Observacion microscopica de la superficie

Para confirmar la pérdida de carboximetilcelulosa, se observé la superficie del transductor
antes y después de lavar la superficie con buffer fosfato 0.1 M KCI 0.1 M pH 7 durante 10 minutos
(tiempo que tarda en realizarse un calibrado). Antes de lavar, se observaba una superficie rallada y
reluciente, con islas de material de diferente indice de refraccion, pero luego del lavado, estas islas se
transformaron en poros grandes y de tamafio irregular, y la superficie presentaba un aspecto muy
heterogéneo. Se supuso que estos poros se formaron por desalojo de la carboximetilcelulosa, por lo
que no se han realizado otros estudios de esta superficie.
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Figura 2.13. Evaluacién de la reproducibilidad del pulido de un transductor grafito-epoxi-
carboximetilcelulosa (3 %). La respuesta amperométrica se debe a la oxidacion de H20.. Medio;
fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0. Sustrato: H202. Potencial apicado: 1150 mV (vs Ag/AgCl).
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2.3.4 EVALUACION DEL TRANSDUCTOR GRAFITO-EPOXI MODIFICADO CON CM
SEPHADEX

2.3.4.1 Efecto del pulido en la superficie del transductor grafito-epoxi modificado con
CM Sephadex

En primer lugar se evalu el composite con resina seca pero, al igual que en el caso anterior,
se observé que cuando se lavaba con agua el transductor después del pulido para eliminar restos del
material mal adherido, protuian hacia la superficie unas particulas esféricas, que se estimé que se
trataba de la resina, y que podian observarse a simple vista. Debido a la alta capacidad de
hinchamiento de la resina, al hidratarse el polimero no podria contenerla en su interior por lo que se
desprendia del transductor (Figura 2.14). Se consider6 que no tenia sentido evaluar este transductor,
y Se prepararon unos nuevos con un 4 % de resina himeda. La idea era que durante el curado,
ocurriria la polimerizacion del composite conservando el tamafio de los poros hidratados, mientras se
deshidrataria la resina. Al volverse a hidratar, las particulas de resina se encontrarian con tamafios de
poros con capacidad para alojarlas. Sin embargo, debido que al hidratarse la resina aumenta mas de
100 veces su peso, la cantidad de material que quedaba en la superficie era insignificante. No se
realizaron otros estudios sobre esta superficie.

Figura 2.14. Aspecto del composite grafito-epoxi-CM Sephadex C50 antes de humectarse (A),
después de humectada (B), y luego de agitacion vigorosa en buffer, en donde quedan huecos en el
composite que fueran ocupados por la resina antes de desprenderse (C).

2.3.5 EVALUACION DE TRANSDUCTORES DE GRAFITO NO MODIFICADOS PARA SU
POSIBLE IMPLEMENTACION EN GENOSENSORES CON DNA ADSORBIDO

La seleccién del material idéneo para su posible implementacion como transductor en
genosensores en los que el DNA se inmovilice por adsorcion sobre dicho material se realizd entre
transductores rigidos basados en composites (grafito-epoxi y grafito-metacrilato no modificados) y en
carbono vitrificado. Ya se ha explicado que el composite de pasta de carbono se descartd debido a
sus propiedades fisico-mecanicas indeseables.

Esta seleccion en primera instancia se baso fundamentalmente en la evaluacion de las
propiedades electroquimicas de dichos materiales
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La evaluacion se realiz6 mediante calibrados con H,O; en el sistema descripto en § 2.2.2.
Los parametros de calibracion utilizados fueron descriptos en § 2.2.4.1.

Una vez elegido el mejor transductor en cuanto a sus propiedades electroquimicas, se evalud
la reproducibilidad de fabricacion y la reproducibilidad en la obtencién de superficies del material
renovadas mediante el tratamiento de pulido.

En las secciones siguientes se muestran los resultados de cada uno de estos experimentos.

2.3.5.1 Comparacién de las propiedades electroguimicas de distintos transductores
rigidos

El primer criterio es evaluar cual de los tres posee mayor respuesta amperométrica, debido a
que implicara una mayor sensibilidad del transductor, hecho clave para el desarrollo de genosensores.

En la Figura 2.15 se puede observar que el transductor que posee mayor sensibilidad
eléctrica y que, por lo tanto, ofrecera mayor sensibilidad en la respuesta amperométrica es el
transductor grafito-epoxi.

En este punto es importante destacar que el composite grafito-metacrilato admite un mayor
porcentaje de material conductor (un 50 % de grafito en polvo), respecto al composite grafito-epoxi
(que admite un 20 % de grafito en polvo), por lo que se esperaba que el composite grafito-metacrilato
mostrara una mayor respuesta amperométrica. Pero, sin embargo, y pese a que admite menos
material conductor, el composite grafito-epoxi mostré mayor sensibilidad que el composite grafito-
metacrilato (con pendientes de recta de 18067 y de 11261 pA/mM, respectivamente).

Este hecho sugiere la importancia de proseguir el estudio hacia nuevos materiales basados
en composites rigidos, ya que sus propiedades eléctricas pueden, a veces, resultar imprevisibles.
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Figura 2.15. Seleccion del transductor éptimo para su posible implementaciéon como transductor en
genosensores en los que el DNA se inmovilice por adsorcion sobre dicho material. La respuesta
amperométrica se debe a la oxidacion de H20.. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0. Sustrato:
H20. Potencial apiicado: 1150 mV (vs Ag/AgCl).

Otro hecho destacable es la marcada ganancia en sensibilidad de los composites frente al
carbono vitrificado (con una pendiente de recta de 438 uA/mM), pese a que este Ultimo es un material
ampliamente utilizado en genosensores amperométricos. Estos resultados confirman la mejora de las
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propiedades electroquimicas por el efecto de microelectrodos (§ 2.1.1) debido al caracter dual de la
superficie del composite, compuesta de particulas de grafito en un medio polimérico, respecto a
superficies continuas de materiales conductores, tal como el carbono vitrificado.

En este punto es importante destacar que pese a que el didmetro interno de los sensores
basados en el composite grafito-epoxi es de 7 mm, éste tiene una superficie electroactiva del 20 % —
ya que, como se dijo, admite un 20 % de material conductor- (§ 2.2.6.1).

Como el sensor basado en carbono vitrificado es de 3 mm y est4 compuesto integramente
por material conductor, ambos sensores presentan geométricamente la misma superficie
electroactiva, con lo cual la ganancia de respuesta amperométrica se debe presumiblemente al efecto
de microelectrodos o a una diferencia en la rugosidad de la superficie conductora (véase § 2.3.3.2).

Debido a estos resultados, el composite grafito-epoxi se selecciond como el material mas
idéneo —de entre los materiales estudiados— para su utilizacion en genosensores en el cual el DNA se
inmovilizaria por adsorcion. Mientras que el carbono vitrificado se ha utilizado en la construccion de
genosensores electroquimicos, no se ha reportado el uso de composites rigidos en este tipo de
dispositivos. Las excelentes propiedades electroquimicas que han mostrado los composites animan a
la investigacion de nuevas matrices poliméricas para su implementacion en genosensores
electroquimicos.

En los siguientes apartados se estudia, por tanto, la reproducibilidad en la fabricacion de los
sensores basados en composite grafito-epoxi y de la renovacion de su superficie mediante pulido.

2.3.5.2 Observacion microscopica de la superficie

Las superficies de los electrodos de grafito-epoxi asi como el de carbono vitrificado fueron
observados por microscopia electronica de barrido (Figura 2.16).

borde del tubo de PVC

i

Figura 2.16. Microscopia electrénica de barrido de las superficies de un electrodo grafito-epoxi (A) y
de carbono vitrificado (B). Las superficies fueron pulidas segun § 2.2.4.3. Se ha aplicado para ambas
el mismo voltaje de aceleracion (10 KV) y la misma resolucion (100 zm).

Como puede observarse en estas imagenes, la superficie del transductor grafito-epoxi parece
tener grupos de material acumulados en areas aleatorias. Desde el punto de vista topogréafico,
parecerian tener distintas alturas debido a sus profundidades aparentes.

Sin embargo, la superficie del transductor de carbono vitrificado se caracteriza por su aspecto
pulido y por la ausencia de grupos de material.
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La presencia de estos acimulos de material en el transductor grafito-epoxi resulta en un
aumento en su area superficial comparado con el carbono vitrificado. Este hecho implica una mayor
capacidad de adsorcion fisica de materiales sobre su superficie. Estos grupos de material podrian
explicar también su comportamiento como arreglos de microelectrodos.

2.3.5.3 Reproducibilidad de la fabricacion de los sensores basados en un composite
grafito-epoxi

A la hora de fabricar un genosensor es muy importante tener una buena reproducibilidad de
la fabricacion de los sensores, de cara a una futura implementacion comercial.

Para tal fin, se compararon dos lotes de sensores fabricados en dos dias distintos (con 120
dias de diferencia, aproximadamente), y utilizando un reactivo comercial Epo-Tek H77 distinto (es
decir, de distinto lote).

Cada uno de estos lotes —compuesto de tres sensores cada uno— fue construido con la
misma pasta, es decir, con la proporcion de componentes del composite exactamente idéntica y
homogeneizados de la misma manera. La Unica diferencia entre los sensores de cada lote consistia
en la construccion del cuerpo del sensor (véase Figura 2.2, pasos A a D).

La Figura 2.17 muestra la reproducibilidad en la construccion de los sensores de un mismo
lote, y de lotes diferentes.
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Figura 2.17. Estudio de la reproducibilidad en la construccion de los sensores de un mismo lote, y de
lotes diferentes. La respuesta amperométrica se debe a la oxidacién de H202. Medio: fosfato 0.1 M,
KCI 0.1 M pH 7.0. Sustrato: H202. Potencial apiicado: 1150 mV (vs Ag/AgCl).

Como puede observarse, la reproducibilidad de los sensores para una mismo lote (es decir,
preparados con la misma pasta) es excelente. Sin embargo, en la figura se observa que la
reproducibilidad de sensores preparados en dias diferentes, con otra pasta y con otro reactivo
comercial es menor. La primera causa atribuible a esta diferencia es la utilizacion de otro reactivo de
polimero comercial. Sin embargo, también puede deberse a la diferencia en la homogeneizacion de la
pasta, antes del curado.
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Debido a estos resultados, es importante a la hora de comparar resultados, utilizar sensores
de un mismo lote.

2.3.5.4 Reproducibilidad del pulido de la superficie del transductor grafito-epoxi

Una buena reproducibilidad en el pulido de un mismo transductor es fundamental si se
pretende reutilizar el mismo electrodo para nuevas mediciones.

Como puede observarse en la Figura 2.18, se observa una buena reproducibilidad de la
respuesta, por lo que se puede deducir que el pulido es una metodologia adecuada para renovar la
superficie del sensor basado en un composite grafito-epoxi.

La metodologia de pulido recomendado se consigue comenzando con un papel de vidrio de
manera de que sea mas agresivo y mas efectivo. Posteriormente, el papel de alimina permite
homogeneizar la rugosidad de la superficie, hecho que favorece la obtencion de superficies
reproducibles.
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Figura 2.18. Evaluacion de la reproducibilidad del pulido de un transductor grafito-epoxi. La respuesta
amperométrica se debe a la oxidacion de H20.. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0. Sustrato:
H202. Potencial apicado: 1150 mV (vs Ag/AgCl).

2.3.6 TRANSDUCTOR AMPEROMETRICO CON MEMBRANA DE NYLON HYBOND™
INTEGRADA A LA SUPERFICIE

2.3.6.1 Seleccion del composite idoneo para la transduccion amperometrica

La seleccion del material idoneo para su implementacion en genosensores en los que el DNA
se inmovilice por adsorcion sobre una membrana de nylon HyBono™ integrada al transductor se
realizd entre materiales rigidos basados en composites (grafito-epoxi y grafito-metacrilato no
modificados) y en carbono vitrificado.

El criterio de seleccion es el mismo que se explicara en § 2.3.5. Esta seleccion en primera
instancia se basé fundamentalmente en la evaluacion de las propiedades electroquimicas de dichos
materiales.
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La evaluacion se realiz6 mediante calibrados con H,O; en el sistema descripto en § 2.2.2.
Los parametros de calibracion utilizados fueron descriptos en § 2.2.4.1.

El primer criterio que se evaluo fue cual de los tres posee mayor respuesta amperométrica,
debido a que implicara una mayor sensibilidad del transductor, hecho clave para el desarrollo de
genosensores.

En la Figura 2.15 se puede observar que el transductor que posee mayor sensibilidad
eléctrica y que, por lo tanto, ofrecerd mayor sensibilidad es el transductor grafito-epoxi. Por esto se
selecciond para posteriores estudios con la membrana Hysonb™ este transductor.

Ademas, el composite grafito-epoxi demostré tener una excelente reproducibilidad en la
fabricacion de los sensores en lotes iguales (véase § 2.3.5.3) y en la obtencion de superficies del
material renovadas mediante el tratamiento de pulido (véase § 2.3.5.4).

2.3.6.2 Comparacion de la respuesta amperométrica de los transductores grafito-epoxi
y grafito-epoxi con una membrana de nylon HyBonD™ integrada a la superficie

La integracion de la membrana de nylon al transductor grafito-epoxi se realizé como se
describe en § 2.2.10.2.

Como ya se explicara, este tipo de membranas es ampliamente utilizado en procedimientos
de dot-blot y southern blot clasicos (88 1.2.3.1y 1.2.3.2), sobre las cuales se absorbe el DNA.

El hecho de evaluar la posibilidad de integracion de estas membranas sobre un transductor
grafito-epoxi consiste en que los protocolos de inmovilizacion sobre estas membranas son
ampliamente conocidos y descriptos en la literatura.

La idea seria proponer una manera de medida del evento de hibridacion mediante una
metodologia analitica alternativa (la amperometria), en lugar de los métodos Opticos ampliamente
utilizados en las metodologias de andlisis clasicos de DNA, mediante la construccidon de
genosensores de membranas recambiables.

El objetivo de este procedimiento consiste en evaluar si pueden integrarse a un transductor
amperométrico y si son capaces de ser permeables a las especies electroactivas. La Figura 2.19
muestra que, como era de suponer y al igual que en el caso de las membranas de didlisis, la
membrana de nylon actla como barrera difusora. Asi, la interposicion de la membrana de nylon entre
el transductor y las especies electroactivas de la solucion provoca una disminucion en la sensibilidad
de la respuesta amperométrica. La pendiente de la recta cae desde 264697 pA/mM, para el
transductor grafito-epoxi desnudo, a 2335 pA/mM para el transductor grafito-epoxi con la membrana
de nylon HyBonD™ integrada, segun el procedimiento que se explica en § 2.2.10.2.

Como puede observarse en la figura, la reproducibilidad de la renovacion de la superficie
mediante pulido es excelente, tanto para el transductor grafito-epoxi desnudo evaluado mediante otra
sustancia electroactiva (véase también § 2.3.5.4), y para el transductor grafito-epoxi- HyBoND™.

Pese a estos resultados, el transductor grafito-epoxi-HyBono™ muestra funcionar
correctamente y ser permeable a especies electroactivas. Esto augura la posibilidad de la
construccion de genosensores de membranas recambiables, mediante una transferencia tecnolégica
directa. En este caso, el protocolo de hibridacion del DNA se podria llevar a cabo tal como en los
métodos clasicos -y que estan ampliamente descriptos en la literatura—, con la Unica diferencia en la
deteccién, que en lugar de Optica serfa electroquimica. Las membranas modificadas mediante
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protocolos conocidos se integrarian al composite grafito-epoxi, mediante un esquema de sensores de
membranas recambiables.

20 1
15 4
|
|

-1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 40 50 6,0 7,0 8,0
concentracion K4[Fe(CN)g] (mM)

transductor grafito-epoxi-HYBOND (ler pulido)
transductor grafito-epoxi-HYBOND (2do pulido)
transductor grafito-epoxi (Ler pulido)
transductor grafito-epoxi (2do pulido)
transductor grafito-epoxi (3er pulido)

> ¢ 04 e

Figura 2.19. Comparacion de los transductores grafito-epoxi y grafito-epoxi-HYBOND. Evaluacion de la
reproducibilidad del pulido de dichos transductores. La respuesta amperométrica se debe a la
oxidacion de KqFe(CN)e]. Medio: fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0. Sustrato: Ka[Fe(CN)s]. Potencial
aplicado: 280 mV (vs Ag/AgCl).

2.4 CONCLUSIONES

1. El efecto de la incorporacién de &cido estearico a un composite grafito-metacrilato es el
aumento de la sensibilidad del transductor hasta un porcentaje de 4 % (efecto de
microelectrodos), mientras que una carga mayor de 4cido estearico (6 %) provoca una
disminucién en la sensibilidad debido a que predomina el efecto no conductor de este
componente (efecto de caida 6hmica).

2. Se obtienen superficies reproducibles de grafito-metacrilato-acido estedrico si se pulen
antes del calibrado; el pulido se puede considerar una metodologia efectiva para renovar la
superficie del transductor.

3. El tratamiento con ultrasonidos por 2 min o el lavado (con agitacion) por 30 min del
transductor grafito-metacrilato-acido estearico (4 y 6 %) produce lecturas mas estables, pero
provoca una disminucion de la sensibilidad del transductor que puede deberse a la pérdida
de &cido esteérico. La observacion microscopica no ayuda a confirmar este hecho.

4. El mismo efecto que se explica en 1 (para grafito-metacrilato) se observa con la
incorporacion de acido estearico a un composite grafito-epoxi, pero en este caso el aumento
de la sensibilidad ocurre hasta un porcentaje de 1 % de estearico. La disminucion de la
respuesta se observa a un contenido de 4cido estedrico del 2 %.
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5. Se obtienen superficies reproducibles de grafito-epoxi-acido estearico si se pulen antes del
calibrado por lo que esta metodologia se puede considerar efectiva para renovar la superficie
de este transductor.

6. El tratamiento con ultrasonidos por 2 min del transductor grafito-epoxi -acido esteéarico (1y
2 %) produce lecturas mas estables, pero provoca la disminucion de la sensibilidad del
transductor que puede deberse a la pérdida de &cido estedrico. La observacion microscopica
no ayuda a confirmar este hecho.

7. El composite de metacrilato acepta mayor carga de acido estedrico que el composite de
epoxi.

8. Los resultados obtenidos de la caracterizacion electroquimica de los composites grafito-
epoxi y grafito-metacrilato con acido estearico no confirman una correcta modificacion del
transductor. Por esto, se realizardn experiencias posteriores (véase capitulo 3), para
confirmar este hecho.

9. El transductor grafito-epoxi-carboximetilcelulosa (3 %) presenta una escasa
reproducibilidad en la respuesta luego de pulidos consecutivos de la superficie, que se debe
a la pérdida inmediata de carboximetilcelulosa del transductor, hecho que hace imposible
calibrados consecutivos con reproducibilidad. La observacién microscépica de la superficie
recién pulida y sometida a lavado en las mismas condiciones que durante un calibrado,
confirma que la carboximetilcelulosa se elimina del transductor dejando poros irregulares en
su lugar. Esta manera de funcionalizar la superficie no es 6ptima.

10. El mismo efecto se observa al intentar funcionalizar el composite grafito-epoxi con CM
Sephadex C50, por lo que este material tampoco puede utilizarse con eficacia.

11. El transductor rigido que ha mostrado mejores propiedades electroguimicas para su
posible implementacion en genosensores con DNA adsorbido directamente sobre el material
es el composite grafito-epoxi, frente a grafito-metacrilato y carbono vitrificado.

12. Los composites han mostrado una respuesta amperométrica sensiblemente superior al
carbono vitrificado. Esta mayor sensibilidad puede justificarse por el efecto de
microelectrodos o por una mayor porosidad de la superficie (confirmado por microscopia
electronica de barrido), que incrementaria el area electroactiva de los composites respecto al
carbono vitrificado. Mientras que el carbono vitrificado se ha utilizado en la construccion de
genosensores electroquimicos, no se ha reportado el uso de composites rigidos en este tipo
de dispositivos.

13. Los sensores basados en composites grafito-epoxi muestran una buena reproducibilidad
en la construccion, siempre y cuando se preparen con el mismo composite, es decir, que
pertenezcan al mismo lote. La disparidad en la reproducibilidad entre lotes puede deberse a
la utilizacién de otro lote de reactivo comercial, o a diferencias en la homogeneizacién de la
pasta, previo a su curado.

14. La reproducibilidad en la renovacion de la superficie mediante el procedimiento de pulido
de los transductores grafito-epoxi es muy buena.

15. Como transductor para integrar la membrana de nylon Hysono™ se selecciond grafito-
epoxi, debido a que posee mayor respuesta amperométrica que grafito-metacrilato y carbono
vitrificado, hecho que hace esperar que la sensibilidad del dispositivo final sea mayor.
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16. Se ha comprobado la viabilidad de integrar la membrana de nylon HyBono™ al transductor
grafito-epoxi. El transductor asi construido podria ser utilizado en un futuro en genosensores
de membranas recambiables en las que el DNA se inmoviliza sobre la membrana de nylon
mediante protocolos ampliamente descritos en la bibliografia.

17. Pese a que el transductor grafito-epoxi-membrana de nylon HyonD™ funciona
correctamente, el hecho de interponer una membrana en la interfase del transductor provoca
la disminucion de la sensibilidad, respecto al transductor grafito-epoxi desnudo.
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CARACTERIZACION DE LA REACCION ENZIMATICA DE
LA PEROXIDASA

ESTUDIO DE SU IMPLEMENTACION COMO SISTEMA DE MARCACION EN
EL DESARROLLO DE GENOSENSORES.

EVALUACION DE NUEVOS TRANSDUCTORES ELECTROQUIMICOS
MODIFICADOS  QUIMICAMENTE MEDIANTE LA INMOVILIZACION
COVALENTE DE LA PEROXIDASA

3.1 INTRODUCCION

El desarrollo de un genosensor, como se ha comentado en 88 1.4.7 y 2.1 implica, una vez
seleccionado el tipo de transduccion y el material transductor (véase Capitulo 2), la seleccion de un
sistema adecuado de deteccion de la reaccion de hibridacion, acorde al tipo de transduccion
seleccionado 1.

Una de las grandes carencias en los genosensores electroquimicos desarrollados hasta el
momento consiste, justamente, en el tipo de deteccién. Segun el punto de vista de los autores del
presente trabajo, este hecho imposibilita la aplicacion de este tipo de dispositivo a muestras reales
con resultados fiables.

Los sistemas de deteccion aplicados hasta el momento en genosensores electroquimicos
[que en la mayoria de los casos utilizan la adsorcion electroquimica (Figura 3.1, A) y la hibridacion a
potencial controlado ((Figura 3.1, B)] se basan en el uso de indicadores electroactivos (complejos
metalicos 0 compuestos organicos que se preconcentran en el diplex con mayor o menor
selectividad) 211 (Figura 3.1, C2) o0 a la sefial de oxidacion de residuos de guanina 124 (Figura 3.1,
C1). La ventaja de estas metodologias consiste en que no requieren la utilizacion de sondas de DNA
funcionalizadas. Sin embargo, tanto una como la otra detectan el evento de hibridacién con escasa
sensibilidad y altos limites de deteccion 9105, La sefial neta de hibridacion que deviene de algunos
indicadores electroactivos es pequefia, debido a que no sélo interaccionan con el dsDNA, sino
también con el ssDNA —sonda no hibridada—, y con el mismo transductor mediante adsorciones de
tipo fisicas 9. La oxidacion de otras especies presentes en la matriz de la muestra también puede
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afectar los resultados de este tipo de genosensores, y la utilizacion de agentes bloqueantes puede
comprometer la reproducibilidad de la sefial de hibridacion 2. La deteccion basada en la sefial de
oxidacion de los residuos de guanina tiene como principal inconveniente que cuando existe
hibridacion, la sefial electroquimica disminuye 22,
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C1 - Sefial de oxidacion de la guanina (G) C2 - Sefial de reduccion de indicadores electroactivos (1)

Figura 3.1. Estrategias mas frecuentes de inmovilizacion (A), hibridacion (B) y marcacion (C1 y C2)
utilizadas en genosensores basados en transduccion electroquimica.

Es fundamental en este punto aportar nuevas posibilidades de sistemas de marcacion del
evento de hibridacion en genosensores electroquimicos.

Para tal fin, en el presente capitulo se propone como sistema de marcacién un procedimiento
enzimatico mediante la enzima peroxidasa y se evalia la posibilidad de su utilizacion en
genosensores amperometricos.

En el presente capitulo se estudiardn y estableceran las condiciones dptimas de trabajo de la
peroxidasa. Para tal fin se describe la evaluacion del mediador més adecuado para la regeneracion de
la enzima peroxidasa (HRP) y se definiran las variables del sistema enzima-mediador-sustrato para su
funcionamiento 6ptimo: potencial de trabajo, pH, concentracién y conservacion del mediador.

Esta caracterizacion enzimatica se lleva a cabo utilizando distintos transductores como
electrodos de trabajo: grafito-epoxi, grafito-epoxi/Hysono™ y carbono vitrificado. Los resultados
obtenidos permiten completar la caracterizacion de estos transductores —respecto a los resultados
previos obtenidos en el capitulo 2 (8§ 2.3.5 y 2.3.6)- y obtener conclusiones respecto a la viabilidad
de la utilizacion de estos transductores en el desarrollo de genosensores.

Estas condiciones optimizadas del funcionamiento de la enzima seran las utilizadas a lo largo
de todo el trabajo.

Una vez definidas las variables del sistema enzimatico, se procedi6 a completar la
caracterizacion de los nuevos transductores construidos en el capitulo 2: grafito-epoxi y grafito
metacrilato, ambos modificados con &cido estearico.
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En el capitulo 2 se realiz6 la caracterizacion electroquimica, y los resultados obtenidos
sugerian la pérdida de acido esteérico de los mismos (88§ 2.3.1 y 2.3.2). En el presente capitulo se
pretende confirmar o descartar la correcta modificacion de los transductores con &cido estearico
mediante la evaluacién de la presencia de funciones -COOH.

Para tal fin, se intentd confirmar la modificacion de dichos transductores mediante la
inmovilizacién covalente de la enzima HRP (peroxidasa) a través de residuos —NH; de sus
aminodcidos basicos, sobre la superficie de los transductores a través de los grupos -COOH de éstos,
mediante acoplamiento de ambas funciones con una carbodiimida soluble: EDC. Si la enzima se
inmoviliza covalentemente sobre el transductor es porque existen funciones —COOH en el transductor.

Estos resultados se compararon con los obtenidos al realizar el mismo procedimiento en
electrodos de pasta de grafito modificados con &cido estearico (metodologia ya descripta en la
hibliografia sobre este transductor) &,

Asimismo, estos resultados permitieron estudiar la viabilidad de la reaccion de inmovilizacion
covalente basada en EDC-NHS que se pretende utilizar para la inmovilizacion de DNA.

Los objetivos del presente capitulo, por tanto, son variados y se encuentran interrelacionados
entre si.

Los objetivos centrales consisten, por tanto, en:

e evaluar la viabilidad de utilizar la peroxidasa como marcador del evento de hibridacion en

un genosensor amperométrico y definir las variables para su funcionamiento 6ptimo;

e completar la seleccion y evaluacion de los transductores amperométrico mas idéneos de

entre los construidos en el capitulo 2 para el desarrollo de un dispositivo genosensor;

e evaluar la viabilidad de la reaccion de inmovilizacion covalente basada en EDC-NHS sobre

composites rigidos modificados quimicamente con funciones -COOH.

3.2 EXPERIMENTAL

3.2.1 EQUIPAMIENTO Y REACTIVOS

3.2.1.1 Equipamiento

Para las medidas amperométricas se utiliza la misma instrumentacion analitica y electrodos
descriptos en § 2.2.2.

Las voltamperometrias ciclicas se realizan con el Autolab PGSTAT20 (Eco Chemie, Holanda)
utilizando como sistema de electrodos el mismo que se describiera para las medidas amperométricas.

3.2.1.2 Reactivos y materiales

Los composites se prepararon con grafito en polvo de tamafio de particula de 50 um (BDH),
resina epoxi Epo-Tek H77 (Epoxy Technology, USA), metacrilato comercial Sealer-Healer 1540
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(mondmero QM-57T-D) (Rohm & Hass), peroxido de benzoilo hidratado (25 %) (Fluka, Suiza) como
catalizador del metacrilato, y aceite mineral (Aldrich)

Las modificaciones de los composites se realizaron con acido estearico 99 % (Aldrich).

Para las inmovilizaciones se utilizo EDC (Fluka) y NHS (Fluka).

Las membranas de nylon integradas al composite grafito-epoxi fueron HyBOND™ N(+)
(Amersham). Para la preparacion del transductor se utilizé también nylon de apertura de malla de 40
(DIN 130-40 tup 2221).

Los pulidos de la superficie de los composites se realizaron con papel de alimina de 3 um
(polishing strips 301044-001, Orion). Los pulidos del electrodo de carbono vitrificado se realizaron con
solucion de polvo de alimina (polishing alumina CF-1050, BAS) sobre un soporte de pulido (alumina
polish pads MF-1040, BAS).

Los calibrados se realizaron con peréxido de hidrégeno (Merck), utilizando hidroquinona
(Sigma) como mediador.

Las enzimas utilizadas fueron peroxidasa de rabano picante (HRP) de 1100 pg/mg (Sigma) y
el conjugado estreptavidina-peroxidasa (HRP, 1.11.1.7) (Roche Molecular Biochemicals). La
estreptavidina del conjugado se obtiene de Streptomyces avidinii, que se conjuga con la B-peroxidasa
de rébano picante utilizando el método del periodato

El resto de los reactivos utilizado fue de calidad proanalisis o similar. Las soluciones acuosas
se prepararon con agua bidestilada.

3.2.2 CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DE LA REACCION ENZIMATICA DE LA
PEROXIDASA

La necesidad de marcadores para evaluar el evento de hibridacion en las técnicas clasicas
de biologia molecular y la tendencia de utilizacion de marcaje no radiactivo 618 determinan la
posibilidad de utilizar una enzima como marcador en el disefio de un genosensor amperométrico.

La seleccion de peroxidasa en el presente trabajo como agente marcador del evento de
hibridacion se debe a varios factores:

e su facilidad de conjugacién con otras moléculas, que permite acoplarla a formatos de

marcaje tanto directos como compuestos (como puede ser mediante el sistema biotina-

estreptavidina) ;

e su posibilidad de manipulacion, tanto de la propia enzima como de algunos de sus

substratos;

e su elevada actividad y afinidad por el correspondiente substrato;

e su elevada estabilidad.

Hay numerosa bibliografia que utiliza este marcador en ensayos clasicos 162t . Cabe destacar
que muchos kits comerciales de marcas reconocidas se han decantado hacia este sistema de marcaje
enzimatico. Paralelamente a nuestro trabajo, otros grupos estan investigando sobre el uso de las
peroxidasas para evidenciar la reaccion de hibridacion sobre transductores electroquimicos 2224,
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Las peroxidasas son enzimas definidas como oxidorreductasas que utilizan hidroperdxidos
como aceptores de electrones .2, La peroxidasa de rabano picante (HRP de horseradish peroxidase)
ha sido la m&s ampliamente utilizada y se ha detallado el ciclo de reaccion enziméatica como 27.2;

HRP (Fe3*) + H,0, —» Compuesto-l + H,0 (@)
Compuesto-l + AH, —» Compuesto-Il + AH’ (b)
Compuesto-Il + AH, ——» HRP(Fe3*) + AH" + H,0 (©

AH; representa una molécula donadora de electrones, como pueden ser aminas aromaticas y
compuestos fendlicos, que se oxidan a radicales libres AH". Cuando la reaccion (a) tiene lugar sobre la
superficie de un electrodo, el compuesto-l puede reducirse directamente gracias a la transferencia
directa de electrones desde la superficie del electrodo. Sin embargo, en este caso la transferencia
electronica es lenta y se debe recurrir al uso de mediadores.

Los mediadores son moléculas de dimensiones reducidas con actividad redox caracterizadas
por su capacidad de transferir o captar electrones a elevada velocidad 2.

En este caso, el mediador tendria la funcién de transportar los electrones desde la superficie
del electrodo hasta los compuestos | y Il 2. Entre los muy diversos mediadores citados en la
bibliografia, cabe destacar la hidroquinona ¥, la fenildiamina 33, el catecol 3, la dopamina 3 y
colorantes como el azul o el verde de metileno 3536, entre otros.

El comportamiento de la enzima peroxidasa cuando ésta se encuentra inmovilizada en un
bhiocomposite grafito-epoxi se ha descripto previamente por nuestro grupo de trabajo 3740 .

Parte de las conclusiones de estos estudios son las siguientes:

e La HRP se oxida al entrar en contacto con el perdxido de hidrégeno. H,0; se utilizara como
substrato enzimatico.

e La enzima no puede regenerarse por reduccion directa en la superficie del electrodo a un
potencial de —0.3 V respecto a un electrodo de calomelanos saturados, por lo que se debe recurrir a
un agente mediador.

e La hidroquinona puede regenerar eficazmente la peroxidasa, dando un producto que puede
monitorizarse amperométricamente por reduccion a—0.1 V (vs Ag/AgCl).

e El medio Optimo de trabajo de la enzima es el proporcionado por una solucion
amortiguadora fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M a pH 7.0.

e La concentracion de hidroquinona dptima en el medio donde se lleva a cabo las medidas
(solucion amortiguadora fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M a pH 7.0), es de 1.8 mM.

Estas conclusiones fueron extrapoladas al presente trabajo, por los que se utilizé H,0, como
sustrato enzimatico de la peroxidasa, el medio de trabajo fue una solucién amortiguadora fosfato 0.1
M, KCI 0.1 M a pH 7.0 y se utilizd como mediador hidroquinona en una concentracion de 1.8 mM; el
potencial aplicado debe ser estudiado y determinado por voltamperometria ciclica para un nuevo
transductor.

3.2.2.1 Utilizacién de agentes mediadores

El mediador es el encargado de transferir electrones desde la superficie del electrodo hasta
los centros electroquimicamente activos de la enzima 2342,
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Los requerimientos para que la utilizacién de un mediador sea efectiva en un biosensor
electroquimico son:

¢ Acoplamiento electroquimico efectivo del sistema biomolécula-mediador, juntamente con

una elevada actividad de la enzima, para poder conseguir bajos limites de deteccion del

hiosensor, amplio rango de linealidad y tiempos cortos de respuesta.

¢ Estabilidad fisica y quimica del mediador, para poder obtener reproducibilidad en la

respuesta

Es posible colocar el mediador en el composite, es decir, integrarlo al mismo transductor,
pero con el objeto de que el mismo se encuentre en el maximo contacto con la enzima, se opto por la
utilizacion de un agente mediador que pueda adicionarse al medio 2. Este hecho condiciona la
solubilidad del mediador. Este debe ser soluble en agua, tanto en su forma oxidada como en la
reducida.

En nuestro grupo de trabajo se han estudiado los siguientes mediadores 4o ioduro,
ferricianuro e hidroguinona y se ha encontrado que la hidroguinona es el mediador 6ptimo para la
regeneracion de la HRP 2,

La hidroquinona, nombre con el que se conoce al 1,4-benzenodiol, es una especie soluble en
agua. En solucidn acuosa se descompone progresivamente en contacto con el oxigeno ambiental
volviéndose la solucion marron oscura debido a su polimerizacion. Las soluciones de hidroquinona
deben conservarse en atmosfera de nitrégeno y protegida de la luz.

3.2.2.2 Caracterizacion electroquimica del mediador hidroquinona. Definicion del
potencial de trabajo

Previamente se ha determinado —mediante estudios en nuestro grupo— que el potencial de
reduccion del mediador hidroquinona, si se utiliza como electrodo de trabajo un transductor grafito-
metacrilato o grafito-epoxi es de —0.1 V, mientras que el de oxidacién es de 0.2/0.25 V, frente a
electrodo de calomelanos saturado 4.

En este caso, se quiso evaluar cuales son estos valores si se utilizan como transductores los
que previamente se habian seleccionado en 8§ 2.3.5 y 2.3.6, es decir, grafito-epoxi y grafito-
epoxi/membrana Hyeonbp™. Los resultados se compararon con los obtenidos para un electrodo de
carbono vitrificado.

La actividad redox de hidroguinona se evalud por voltamperometria ciclica. La celda de
medida fue una solucion de fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M a pH 7.0 y se utilizaron como electrodos de
trabajo los transductores grafito-epoxi, grafito-epoxi/membrana HyBonp™ Yy carbono vitrificado. La
concentracién de hidroquinona en el medio fue de 1.8 mM. La velocidad de barrido fue de 0.05 V/s.

3.2.2.3 Evaluacion de la estabilidad de la solucion de hidrogquinona

Como se viera en § 3.2.2.1, la solucién acuosa de hidroquinona se descompone en contacto
con el oxigeno ambiental. Las soluciones de hidroquinona se deben conservar en atmésfera de
nitrégeno y protegida de la luz .

Para poder evaluar si las soluciones de hidroquinona se conservan de manera adecuada, se
prepard una solucion acuosa de hidroquinona (40 g/l) que se mantuvo durante 8 h en atmdsfera de
nitrégeno y protegida de la luz. Luego de este tiempo (que se considera el suficiente si se quiere
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preparar la solucién diariamente) se realizaron voltamperogramas ciclicos con el objeto de evaluar la
existencia de productos de oxidacion.

El objeto de esta experiencia fue evaluar si durante este lapso de tiempo se puede conservar
la solucién de hidroquinona y si el procedimiento de conservacion es el idéneo.

La caracterizacion de esta solucion se realizd de manera idéntica a lo expresado en § 3.2.2.2
utilizando como transductor grafito-epoxi/membrana HYBOND™.

3.2.2.4 Evaluacion de la respuesta amperométrica de la enzima HRP con el potencial de
trabajo seleccionado en presencia del mediador

El conjunto de reacciones electroquimicas que tendran lugar en la superficie del electrodo se
muestran en la Figura 3.2.

H,0, red 0X =
/ ne

HRP M STE

H,0 X red i ':-'4

Figura 3.2. Mecanismo enzimatico de la enzima HRP en la superficie de un transductor
electroquimico, utilizando peréxido de hidrégeno como sustrato e hidroquinona como mediador

Este esquema puede interpretarse como 4.

HRP (red) + H,.0, ——» HRP (0x) + H.0 (@)
HRP (ox) + M (red) = —» HRP (red) + M (0x) (b)
M(x)+ne —————» M(red) (c)

Como se utilizara posteriormente un conjugado enzimatico estreptavidina-HRP en el sistema
de marcacion de un genosensor, en la evaluacion no se utilizé la enzima solamente, sino el conjugado
con estreptavidina.

Para la evaluacion de la respuesta electroquimica del comportamiento de la hidrogquinona
como agente mediador en presencia de la enzima, se modificaron los transductores grafito-epoxi y
grafito-epoxi- Hysono™ mediante adsorcion fisica del conjugado enzimatico HRP-estreptavidina.

Para la modificacion con la enzima del transductor grafito-epoxi, se colocaron 4 ul de una
solucién que contenia 0.13 ug del conjugado HRP-estreptavidina sobre la superficie del transductor
grafito-epoxi, y se dejo evaporar hasta sequedad. Posteriormente, se colocd una membrana de dialisis
sobre el electrodo. La modificacion con la enzima del transductor grafito-epoxi- HyBonp™ se realizé con
la misma cantidad de conjugado enzimatico pero, en este caso, se adiciond sobre la superficie de la
membrana HyBonD™ Y se dejo evaporar hasta sequedad. Posteriormente, se integré la membrana de
nylon al transductor grafito-epoxi —segln se muestra en la Figura 2.4, § 2.2.10.2—, colocando la
membrana de nylon sobre el electrodo con la cara en la que se adsorbiera la enzima hacia el lado del
transductor.
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Para esta evaluacion se utilizo el sistema amperométrico descripto en § 2.2.2. La celda de
medida fue una solucién de fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M a pH 7.0 y se utilizaron como electrodo de trabajo
los transductores grafito-epoxi y grafito-epoxi/membrana Hysono™, ambos modificados con el
conjugado enzimatico. La concentracién de hidroguinona en el medio fue de 1.8 mM. El H,O; es
adicionado al medio de calibracion, al cual se aplica el potencial de reduccion de la hidroguinona (8
3.2.2.2), es decir, -100 mV (vs Ag/AgCI), que provoca la reaccion (c).

Para poder realizar comparaciones, se evaluaron —para cada transductor- su
correspondiente blanco. El blanco consistio en el mismo transductor sin enzima adsorbida. En estos
dispositivos no deberia obtenerse respuesta amperométrica.

3.2.2.5 Disminucién de la sensibilidad del transductor

Previamente se ha determinado —mediante estudios en nuestro grupo- que el transductor
grafito-epoxi, si se emplea en la realizacion de calibraciones sucesivas de hidroguinona sin pulir,
presenta una disminucion de la sensibilidad como consecuencia de su pasivacion 4, resultado de la
adsorcion superficial de subproductos no conductores procedentes de la oxidacion de la hidroguinona
4243 Sin embargo, este fendbmeno no fue una limitacion a la hora de desarrollar el procedimiento
analitico que implica la utilizacion de hidroquinona como mediador, debido a que por pulido se puede
regenerar la superficie del sensor obteniéndose, antes de cada nuevo calibrado, una superficie fresca.
Como ya se ha visto (8§ 2.3.5.4) el procedimiento de pulido presenta superficies del composite grafito-
epoxi reproducibles. Si el mismo fenémeno ocurriera en la membrana HyBonD, tampoco seria una
limitacién ya que las mismas, debido a su bajo coste, serdn de un solo uso.

3.2.3 INMOVILIZACION SUPERFICIAL COVALENTE DE PEROXIDASA EN COMPOSITES
RIGIDOS MODIFICADOS CON ACIDO ESTEARICO

De las metodologias de inmovilizacion mas desarrolladas en la bibliografia, la que se
considerd mas conveniente, debido a su posibilidad de adaptacion a sondas génicas, es la que se
basa en superficies derivatizadas con grupos carboxilicos y que utilizan una funcion con caracteristica
nucleofilica en el material que se desea inmovilizar, mediante el uso de EDC [1-[3-(dimetilamino)-
propil]-3-etilcarbodiimida] y NHS (N-hidroxisulfosuccinimida) como reactivos activadores de los grupos
carboxilicos salientes 1584458 ,

El reactivo que lleva a cabo la reaccion de formacion de la amida entre el grupo —COOH de la
superficie y el de caracteristicas nucleofilicas del material a inmovilizar (que en el caso de una enzima
como es la peroxidasa son los residuos —NH. de los aminoacidos basicos), es la carbodiimida, es
decir, la EDC %5, El NHS se agrega a la reaccion para asistir a la carbodiimida en su funcién,
obteniéndose mayores rendimientos 5.

El conjunto de reacciones de la carbodiimida sin la asistencia de NHS consiste en primer
lugar en la activacion de las funciones carboxilicas con la carbodiimida, formandose, en principio,
pares iénicos 57 y, posteriormente, un intermediario que es una O-acilurea activada 5 derivada de la
carbodiimida (1).
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H
|
(1) RrCOOH + RyN-C-N-R, —— Ry N-C-N-R,
?
EDC O-C

Rl
O-acilurea activada
Este intermediario sufre del ataque nucleofilico del nitrogeno primario de un compuesto

aminado (como puede ser un grupo -NH, de una proteina) para generar una funcién amida con la
liberacion de una urea soluble sustituida derivada de la carbodiimida (2).

H
) R3—N—g:N—R4 + Ry NH, —» Rf&—N—RZ + R3—|‘\H”:—|}1—R4
0 H H H
o=¢
R1

La formacion del intermediario O-acilurea ocurre de manera dptima a pH 4-5 5. A este pH, el
nucledfilo se encuentra protonado y, por tanto, es bastante inactivo. Ademas, cabe destacar que la O-
acilurea tiene una vida media muy corta y rapidamente se hidroliza o reordena para dar un aducto N-
acilurea. La reaccion de hidrolisis 5 del intermediario vuelve a generar el acido y da una urea
sustituida derivada de la carbodiimida (3).

H
®) R3—N—§:N—R4 + H,0 —— R;COOH + Rg—r‘\l—&fr‘\lfm
0 H H
o=¢
R1

Estas limitaciones provocan un bajo rendimiento de la reaccion.

La utilizacion, por tanto, de NHS (N-hidroxisuccinimida), o su derivado mas polar (N-
hidroxisulfosuccinimida) como asistente de la reaccion se fundamenta en que estos compuestos
reaccionan con compuestos con funciones -COOH para dar un éster aminoacilico bajo condiciones
mas sencillas (4).

EDC ‘
(4 R~COOH + HON ——»R;CON

O O

NHS también puede reaccionar con el intermediario inestable (O-acilurea) (5).
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H 0O
\ EDC (H)
5) RngfC‘::NfR4 + HO-N — R C-O-N
(P O @)
O=¢
Rl

Este éster activo es mas estable y se hidroliza lentamente en solucion acuosa y puede, por
tanto incrementar la eficiencia de acoplamiento de funciones —COOH y —-NH, mediada por la
carbodiimida.

Las reacciones finales pueden simplificarse, por tanto, en la siguiente reaccion (6):

o)
eoc ¢
(6) R,COOH + HO-N ——+ R CO-N

o) o)

leNHz
? N
RrCN-R, + NHS + RyN-CN-R,
H H H

El pH optimo del acoplamiento a temperatura ambiente utilizando ambos reactivos (NHS y
EDC) es de 6.5, obteniéndose un 80 % de rendimiento de la reaccion 5.

Esta reaccion clasica, como se ha dicho, se ha aplicado en la inmovilizacion de proteinas a
través de grupos —NH, de los residuos amino de los aminoécidos basicos. Los grupos —COOH de la
superficie se activan con un mejor grupo saliente mediante el uso de los dos reactivos: NHS y EDC.

Ademas, también se ha reportado la utilizacion de esta metodologia de inmovilizacion para
ssDNA modificado en 5 con un grupo —-NH, 1444558, En este caso, R; representaria al soporte,
mientras que R, seria un oligonucledtido sintético.

Esta misma reaccion se pretende utilizar para la inmovilizacion de sondas génicas no
modificadas quimicamente. Se ha reportado que, para este tipo de compuesto, son necesarias ciertas
caracteristicas en el mismo de manera que la inmovilizacién covalente pueda llevarse a cabo con
éxito 58

e Presencia de residuos de guanina en la sonda a inmovilizar: se debe a que el mejor grupo

nucleofilico reportado en el DNA es el N7 de los residuos de guanina.

e Estos residuos deben encontrarse repetidos n veces y situados de manera consecutiva. La

causa de este requerimiento no queda clara y provoca que, cuando se quiera inmovilizar una

sonda cualquiera, deba ser primero elongada enzimaticamente con residuos de guanina

Como se explicara en el capitulo 2, § 2.1, se optdé por el desarrollo de transductores
modificados con grupos carboxilicos debido a que, como la metodologia de inmovilizacion sera
adaptada a DNA, este tipo de superficie presenta menor adsorcion inespecifica del material genético
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4445, Este hecho viene determinado a que, al pH de trabajo (7.0), la superficie derivatizada con -COOH
se encontrara con un potencial superficial Z negativo (las funciones serdn —-COQO"). A este mismo pH,
el DNA es un polianién, con lo cual habré repulsion electrostatica y menor posibilidad de adsorcion
inespecifica sobre la superficie funcionalizada.

Antes de proceder a la inmovilizacion del DNA sobre los transductores electroquimicos
modificados, se probo la reaccién utilizando como material la enzima peroxidasa de rabano picante
(HRP).

El objeto de esta experiencia fue doble: por un lado, evaluar la reaccion de inmovilizacion
basada en NHS y EDC vy, por otro lado, confirmar si los nuevos transductores construidos en el
capitulo 2 (epoxi-grafito y metacrilato-grafito modificados con 4&cido esteérico) se encuentran
funcionalizados de manera correcta.

En las proximas secciones se mostraran los resultados de estos intentos.

3.2.3.1 Construccion del cuerpo del sensor amperométrico

El procedimiento fue idéntico al descripto en § 2.2.3.

3.2.3.2 Preparacion, curado y conservacion de los composites rigidos modificados con
acido esteérico

El procedimiento de preparacion del composite grafito-metacrilato-acido estearico fue idéntico
al descripto en § 2.2.5.1. El sensor utilizado posee un 4 % de acido estedrico, cantidad que se
optimizara tal como se ha descripto en § 2.3.1.1.

Para el composite grafito-epoxi-acido estearico, el procedimiento fue idéntico al descripto en
§ 2.2.6.1. El sensor utilizado es el que posee un 1 % de &cido estearico, cantidad que se optimizara tal
como se ha descripto en § 2.3.2.1.

3.2.3.3 Procedimiento de inmovilizacion

Se colocd una alicuota (50 wl) de reactivo inmovilizante (8 mM de NHS, 5 mM de EDC, en
solucion amortiguadora fosfato 0.02 M pH 6,9) sobre la superficie del sensor modificado a evaluar
(grafito-metacrilato-acido estedrico 4 % y grafito-epoxi-acido esteérico 1 %) y se dejo evaporar hasta
sequedad. Posteriormente, se dispensd sobre la superficie una alicuota de enzima peroxidasa que
contenia 1 mg de enzima (1100 unidades).

El mismo tratamiento se realizd sobre transductores no modificados con acido esteérico
(grafito-metacrilato y grafito-epoxi), con el objeto de evaluar en estos Gltimos la adsorcién inespecifica
de la enzima.

Se lavaron las superficies con tampon fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0, en agitacion, durante
30 minutos, para eliminar la enzima adsorbida (no inmovilizada de manera covalente).

Otros controles fueron realizados mediante la adicién de reactivo inmovilizante (nicamente,
en transductores no modificados y modificados con acido esteérico.

Estos sensores se incorporaron al sistema amperométrico.
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3.2.3.4 Evaluacion de la respuesta

Para esta evaluacion se utilizo el sistema amperométrico descripto en § 2.2.2. La celda de
medida fue una solucion de fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M a pH 7.0 y se utilizé como electrodo de trabajo el
transductor modificado con la enzima (8 3.2.3.3). La concentracion de hidroquinona en el medio fue de
1.8 mM. El H,0; era adicionado al medio de calibracion, al cual se aplicaba el potencial de reduccion
de la hidroquinona (8§ 3.2.2.2), es decir, -100 mV (vs Ag/AgCl).

3.2.4 INMOVILIZACION SUPERFICIAL COVALENTE DE PEROXIDASA EN UN
TRANSDUCTOR DE PASTA DE CARBONO-ACIDO ESTEARICO

El mismo procedimiento de inmovilizacién que se intentara en los transductores grafito-epoxi
y grafito-metacrilato modificados con &cido esteérico, se evalu6 en un transductor de pasta de
carbono-4cido esteérico.

En este transductor se logré inmovilizar DNA elongado con residuos de guanina mediante
esta metodologia 7. En este caso se intentd la inmovilizacién de la peroxidasa, para en un futuro
inmovilizar DNA.

Por comparacion de los nuevos transductores con los de pasta de carbono modificados —en
los cuéles la reaccion de inmovilizacién covalente ha sido llevada a cabo con éxito previamente -, se
puede concluir si la reaccion covalente funciona y si los composites rigidos se encuentran
correctamente funcionalizados.

3.2.4.1 Construccion del cuerpo del sensor amperométrico

El procedimiento seguido fue idéntico al descripto en § 2.2.3.

3.2.4.2 Preparacion y conservacion del composite

El procedimiento seguido fue idéntico al descripto en § 2.2.8. El sensor utilizado posee un 4.5
% de acido estearico, cantidad que se optimizara previamente en la literatura 7.

3.2.4.3 Procedimiento de inmovilizacion

El procedimiento de inmovilizacion fue idéntico al descripto en § 3.2.3.3.

3.2.4.4 Evaluacion de la respuesta

Para esta evaluacion se utilizo el sistema amperométrico descripto en § 2.2.2. La celda de
medida fue una solucion de fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M a pH 7.0 y se utilizd como electrodo de trabajo el
transductor modificado con la enzima (§ 3.2.4.3). La concentracion de hidroquinona en el medio fue de
1.8 mM. El H,0; era adicionado al medio de calibracidn, al cual se aplicaba el potencial de reduccién
de la hidroquinona (8§ 3.2.2.2), es decir, -100 mV (vs Ag/AgCl).
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DE LA REACCION ENZIMATICA DE LA
PEROXIDASA

3.3.1.1 Caracterizacion electroquimica del mediador hidroquinona. Definicion del
potencial de trabajo

En la Figura 3.3 se muestra la actividad redox de la hidroquinona, cuando se utiliza como
transductores grafito-epoxi-membrana HyBono™ (Figura 3.3, A), grafito-epoxi (Figura 3.3, B) y carbono
vitrificado (Figura 3.3, C).

A partir de estos voltamperogramas ciclicos se puede determinar el potencial de reduccion de
la hidroquinona en cada uno de los transductores estudiados.

Intensidad (A)
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Potencial (V) Potencial (V) Potencial (V)
—— epoxi-grafito-HYBOND — epoxi-grafito — carbon vitrificado
—— epoxi-grafito-HYBOND (linea de base) —— epoxi-grafito (linea de base) ——- carbdn vitrificado (linea de base)

Figura 3.3. Voltamperogramas ciclicos correspondiente a fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0 (linea de
base) al que se le ha adicionado hidroquinona 1.81 mM empleando como electrodo de trabajo grafito-
epoxi/membrana HYBOND™ (A), grafito-epoxi (B) y carbono vitrificado (C). v=50 mV s,

Mediante la aplicacion del potencial de reduccion se pretende regenerar el agente mediador,
que fuera oxidado por la enzima (véase § 3.2.2.4, reaccién a, b, y ¢).

Para el caso del transductor grafito-epoxi-membrana Hvsono™ (Figura 3.3, A), el
voltamperograma ciclico se comenzé a un potencial de -0.4 V, llegando a un potencial (+0.35 V)
correspondiente a un maximo de oxidacion; el barrido de potenciales se siguié hasta +1.2 V, punto en
el cual el barrido revierte en el sentido negativo. La hidroquinona que fuera oxidada a +0.35 V,
presenta un pico de reduccion a un valor de -0.1 V. El voltamperograma se continud hasta -0.5V'y se
termind al mismo potencial que el inicial. A partir de este voltamperograma ciclico se determiné el
potencial de reduccion de la hidroquinona en este transductor (0.1 V), mientras que el potencial de
oxidacion es en este caso de + 0.35 V. El potencial de reduccion de =100 mv fue el seleccionado para
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regenerar el mediador en todos los ensayos posteriores en los que se utilizé como transductor grafito-
epoxi-membrana HYBOND™.

Para el caso del transductor grafito-epoxi (Figura 3.3, B), el voltamperograma ciclico se
comenzd a un potencial de —0.4 V, llegando a un potencial (+0.13 V) correspondiente a un maximo de
oxidacion; el barrido de potenciales se siguié hasta +1.2 V, punto en el cual el barrido revierte en el
sentido negativo. La hidroquinona que fuera oxidada a +0.13 V, presenta un pico de reduccién a un
valor de 0 V. El voltamperograma se continu6 hasta —0.5 V y se termind al mismo potencial que el
inicial. A partir de este voltamperograma ciclico se determind el potencial de reduccion de la
hidroguinona en este transductor, que es de 0 V, mientras que el potencial de oxidacidn es en este
caso de + 0.13 V. Sin embargo, y al igual que en el caso anterior, se selecciond un potencial de
reduccion de —100 mv, debido a que los picos de oxidacion y de reduccidn del mediador en este
transductor se encuentran demasiado préximos entre si. A =100 mV se asegura que todo el mediador
oxidado se reduzca, por lo que este valor de potencial fue el seleccionado para regenerar el mediador
en todos los ensayos posteriores en los que se utilizé como transductor grafito-epoxi, de manera de
poder comparar los resultados con el transductor grafito-epoxi-membrana HYBOND™.

Para el caso del transductor de carbono vitrificado sin ningun tratamiento superficial (Figura
3.3, C), el voltamperograma ciclico se comenz6 a un potencial de 0.4 V, llegando a un potencial
(+0.1 V) correspondiente a un maximo de oxidacion; el barrido de potenciales se siguié hasta +1.2 V,
punto en el cual el barrido revierte en el sentido negativo. La hidroquinona que fuera oxidada a +0.1 V,
presenta un pico de reduccién a un valor de 0 V. El voltamperograma se continud hasta -0.5 V y se
termind al mismo potencial que el inicial. A partir de este voltamperograma ciclico se determiné el
potencial de reduccion de la hidroquinona en este transductor (0 V), mientras que el potencial de
oxidacion es en este caso de + 0.1 V.

Mediante la observacion de las intensidades de corriente obtenidas con los
voltamperogramas, se pueden confirmar las conclusiones obtenidas en § 2.3.5.1, es decir, la
remarcable sensibilidad de los composites frente al carbono vitrificado. Estos resultados confirman la
mejora de las propiedades electroquimicas por el efecto de microelectrodos (8 2.1) debido al carécter
dual de la superficie del composite, compuesta de particulas de grafito en un medio polimérico,
respecto a superficies continuas de materiales conductores, tal como el carbono vitrificado, o por una
mayor porosidad del transductor (§ 2.3.5.2).

3.3.1.2 Evaluacion de la estabilidad de la solucion de hidroquinona

En la Figura 3.4 se muestra la actividad redox de una solucion acuosa (40 g/l) de
hidroquinona, conservada bajo atmésfera de nitrégeno y protegida de la luz durante 8 horas, utilizando
como transductor grafito-epoxi/membrana HYBoND™,

El objeto de esta experiencia es evaluar si durante este lapso de tiempo se generan
productos de oxidacion, y si el procedimiento de conservacion es el idoneo.

La caracterizacion de esta solucién se realizd en las mismas condiciones que en § 3.3.1.1,
pero en este caso el sentido de barrido del voltamperograma fue el contrario. El voltamperograma
ciclico se comenzo a un potencial de 0 V' y el barrido se sigui6 en el sentido de la reduccién. De esta
forma, si existiesen productos de oxidacion de la hidroquinona, deberia observarse un pico en -0.1 V
generado por la reduccion de estos productos oxidados provenientes de la inadecuada conservacion
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de la hidroquinona. Este hecho no ocurre, por lo que se puede estimar que el procedimiento de
conservacion de la hidroquinona fue el idéneo.

El barrido se continué hasta un potencial de -0.8 V. A partir de aqui, el barrido se revierte en
el sentido de la oxidacion, llegando a un pico de potencial (+0.35 V) en el cual la hidroquinona en
contacto con el transductor se oxida; el barrido de potenciales se sigui6 hasta +1.2 V, punto en el cual
el barrido revierte nuevamente hacia el sentido negativo. El voltamperograma se termind a un
potencial de 0.1 V.

A partir de este voltamperograma ciclico se pudo concluir que el procedimiento de
conservacion en atmdsfera de nitrogeno y protegida de la luz es adecuado, y que, bajo estas
condiciones, la solucion puede conservarse durante 8 h.
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Figura 3.4. Voltamperograma ciclico correspondiente a fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0 (linea de base)
al que se le ha adicionado hidroquinona 1.81 mM que fuera mantenida durante 8 h en atmésfera de
nitrogeno y protegida de la luz. Se empled como electrodo de trabajo grafito-epoxi/membrana
HYBOND™. =50 mV s1.

3.3.1.3 Evaluacion de la respuesta amperométrica de la enzima HRP con el potencial de
trabajo seleccionado en presencia del mediador

Para la evaluacion de la respuesta electroquimica del comportamiento de la hidroquinona
como agente mediador en presencia del conjugado enzimatico, se modificaron los transductores
grafito-epoxi y grafito-epoxi/membrana HvBono™ con 0.13 ug del conjugado HRP-estreptavidina
(véase § 3.2.2.4). Para esta evaluacion se utilizo el sistema amperométrico descripto en § 2.2.2. La
celda de medida fue una solucion de fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M a pH 7.0 y se utiliza como electrodo de
trabajo los transductores modificados con el conjugado enzimatico. La concentracion de hidroquinona
en el medio fue de 1.8 mM. El H,0, era adicionado al medio de calibracion, al cual se aplicaba el
potencial de reduccién de la hidroquinona (8§ 3.3.1.1), es decir, -100 mV.

Para poder realizar comparaciones, se realizd la misma determinacion pero utilizando los
transductores (grafito epoxi y grafito-epoxi/membrana Hysonp™) sin enzima absorbida.
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En la Figura 3.5 se observa que se obtienen corrientes de reduccién aplicando un potencial
de -100 mV al medio de calibracion. La respuesta amperométrica muestra una respuesta tipica de
saturacion enzimatica. A partir de estos resultados se puede concluir que:

e La hidroquinona es un mediador eficaz en la regeneracion del conjugado estreptavidina-

HRP, cuando éste se inmoviliza por adsorcidn fisica sobre los transductores grafito-epoxi y

grafito-epoxi/membrana HYBOND™.

o El potencial de trabajo seleccionado es el correcto.

e La respuesta amperométrica a las adiciones de H.O, cuando no esta presente la HRP es

despreciable respecto a cuando esta presente.
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Figura 3.5. Efecto de la hidroguinona (1.8 mM) como agente mediador cuando estd o no presente el
conjugado estreptavidina-HRP en la superficie de los transductores grafito-epoxi y grafito-epoxi/
membrana HYBOND™. Medio fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0. Potencial apiicado=-100 mV (vs Ag/AgCl).

3.3.2 EVALUACION DE LOS TRANSDUCTORES GRAFITO-EPOXI Y GRAFITO-EPOXI/
HYBOND™

Los resultados obtenidos en la experiencia realizada en § 3.3.1 se utilizaron para evaluar la
utilidad de los transductores grafito-epoxi y grafito-epoxi/Hysonp™.

Los resultados indican que las membranas HyBonp™ pueden integrarse a transductores
electroquimicos y que pueden obtenerse respuestas electroquimicas, es decir, que la porosidad de
estas membranas (tamafio de poro de 0.45 um) permite que las especies electroactivas generadas en
la superficie del transductor puedan detectarse con suficiente sensibilidad.

Los resultados obtenidos en la experiencia que se describe en § 3.3.1.3, se utilizaron para
evaluar el tipo de respuesta electroquimica obtenida, en cuanto a magnitud, tiempo de respuesta y
estabilidad de la misma.

Estas membranas, al igual que las membranas de didlisis, actuan como barrera difusora, por
lo que su presencia provoca una disminucion en la sefial amperométrica obtenida, si se compara con
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el mismo transductor sin membrana (véase § 2.3.6.2, Figura 2.19). Este es su punto desfavorable, ya
que disminuiria la sensibilidad del transductor.

Sin embargo, el uso de estas membranas mejora la estabilidad de las lecturas obtenidas y,
ademas, mejora la reproducibilidad entre calibrados realizados sobre las mismas condiciones,
estabilizando la sefial y reduciendo el ruido, e incrementa el rango lineal de respuesta.

Los tiempos de respuesta son mayores a los obtenidos sin la utilizacion de la membrana,
pero de todas maneras son cortos (2 minutos para la experiencia realizada en § 3.3.1.3, aunque
depende de la cantidad de enzima inmovilizada).

De esta Ultima experiencia se puede también concluir que la actividad enzimatica no se ve
afectada por su adsorcién en la membrana HyBono™ 0 por su adsorcion directa sobre el transductor
grafito-epoxi.

3.3.3INMOVILIZACION SUPERFICIAL COVALENTE DE PEROXIDASA EN UN
COMPOSITE GRAFITO-EPOXI MODIFICADO CON ACIDO ESTEARICO

La Figura 3.6 muestra los resultados de tratar los transductores grafito-epoxi (no modificados)
y grafito-epoxi-acido estedrico (1 %) con NHS-EDC solamente (reactivos de inmovilizacién covalente)
y con NHS-EDC y enzima HRP.
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Figura 3.6. Evaluacion de la inmovilizacién covalente de HRP (1 mg) sobre el transductor grafito-
epoxi-acido estearico (1 %). Comparacién con el transductor no modificado grafito-epoxi (que evalua la
adsorcion de la enzima) y con ambos transductores sometidos sélo al tratamiento inmovilizante (EDC-
NHS). Medio amortiguador fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0. Hidroquinona: 1.8 mM. Potencial apiicado= -
100 mV (vs Ag/AgCl).

Los resultados muestran que los transductores grafito-epoxi (no modificados) y grafito-epoxi-
acido esteérico (1 %) sometidos al tratamiento de inmovilizacion solamente presentan una respuesta
amperomeétrica insignificante respecto a los mismos transductores tratados con posterioridad con la
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enzima. Esto demuestra que no hay una contribucion significativa a la respuesta amperométrica de los
reactivos NHS y EDC.

Por otro lado, la Figura 3.6 evalla la adsorcién de la enzima peroxidasa sobre el transductor
no modificado previamente sometido a tratamiento con NHS-EDC vy la inmovilizacién covalente de la
misma enzima en el transductor grafito-epoxi-acido esteérico (1 %) sometido a idéntico tratamiento
que el transductor no modificado. Los resultados demuestran que la respuesta amperométrica de los
transductores se debe a la adsorcion de la enzima que contribuye més que la inmovilizacion
covalente, si es que ésta realmente existe en alguna medida.

Esta falta de inmovilizacion covalente puede deberse a que en realidad la superficie del
transductor grafito-epoxi-acido esteérico (1 %) carece de funciones carboxilicas, ya que en § 2.3.2.3
los resultados sugirieron la posibilidad de la pérdida de &cido estearico por lavado intensivo o por
tratamiento con ultrasonido (que acelera este proceso).

Otra posibilidad es que la inmovilizacion covalente no funcione. Esta diferenciacion podra
realizarse una vez que se comparen los resultados del mismo tratamiento con el transductor pasta de
grafito-acido esteérico.

3.3.4 INMOVILIZACION SUPERFICIAL COVALENTE DE PEROXIDASA EN UN
COMPOSITE GRAFITO-METACRILATO MODIFICADO CON ACIDO ESTEARICO

La Figura 3.7 muestra los resultados de tratar los transductores grafito-metacrilato (no
modificados) y grafito-metacrilato-acido esteérico (4 %) con NHS-EDC y enzima HRP.
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Figura 3.7. Evaluacion de la inmovilizacién covalente de HRP (1 mg) sobre el transductor grafito-
metacrilato-acido estearico (4 %). Comparacion con el transductor no modificado grafito-metacrilato
(que evalla la adsorcién de la enzima). Medio amortiguador fosfato 0.1 M, KCl 0.1 M pH 7.0.
Hidroquinona: 1.8 mM. Eapiicado= -0.1 V (vs Ag/AgClI).

Al igual que en § 3.3.3 para el transductor grafito-epoxi-acido esteérico, los resultados
demuestran que la respuesta amperométrica se debe fundamentalmente a la adsorcién de la enzima
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que contribuye mas que la inmovilizacion covalente, si es que esta realmente existe en alguna
medida.

Esta falta de inmovilizacion covalente puede deberse a que en realidad la superficie del
transductor grafito-metacrilato-acido estearico (4 %) carece de funciones carboxilicas, ya que en §
2.3.1.3 los resultados sugirieron la posibilidad de la pérdida de acido estearico por lavado intensivo o
por tratamiento con ultrasonido (que acelera este proceso).

Otra posibilidad es que la inmovilizacién covalente en realidad no haya tenido lugar.

3.3.5 INMOVILIZACION SUPERFICIAL COVALENTE DE PEROXIDASA EN UN SENSOR
DE PASTA DE CARBONO MODIFICADO CON ACIDO ESTEARICO

La Figura 3.8 muestra los resultados de tratar los transductores de pasta de carbono (no
modificados) y pasta de carbono-estedrico (4.5 %) con NHS-EDC y enzima HRP.

Los resultados muestran en este caso una diferencia en la respuesta amperométrica entre el
transductor no modificado y el modificado con acido estedrico. La respuesta en el sensor no
modificado se debe a la adsorcion de la enzima mientras que el transductor pasta de carbono-acido
estearico (4.5 %) evalla la inmovilizacion covalente que, en este caso, contribuye mas que la
adsorcion. Sin embargo, el fenémeno de adsorcion es importante, y puede deberse a la cantidad de
enzima, que es alta, respecto a la cantidad de reactivo inmovilizante y de funciones carboxilicas en la
superficie. No se han optimizado estas variables porque, como ya se ha mencionado, no se ha
pensado en trabajar con pasta de carbono por sus propiedades fisicas indeseables.

00 05 10 15 2,0 25 3,0 35 40
Concentracion H,O, (mM)
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Figura 3.8. Evaluacion de la inmovilizacion covalente de HRP (1 mg) sobre el transductor pasta de
carbono-acido esteéarico (4.5 %). Comparacion con el transductor blanco pasta de carbono (que evalla
la adsorcion de la enzima). Medio amortiguador fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M pH 7.0. Hidroquinona: 1.8
mM. Eaplicadoz 0.1V (VS Ag/AgC')

En este caso se demuestra que la inmovilizacion covalente funciona sobre estos
transductores, como ya habia sido reportado con anterioridad 68. Sin embargo, se seguira en la
direccion de conseguir una inmovilizacion adecuada sobre transductores mas robustos basados en
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composites rigidos, ya que los basados en pasta de carbono son sumamente delicados y
mecénicamente inadecuados.

Pese a todo, sobre este transductor se prueba que los reactivos inmovilizantes son
adecuados. Esto implica que los transductores basados en composite rigidos (grafito-epoxi y grafito-
metacrilato) modificados con acido estéarico no se han logrado funcionalizar de manera adecuada
mientras que esto si se consiguio en el transductor pasta de grafito-acido estearico.

3.4 CONCLUSIONES

1. El potencial de reduccién de la hidroquinona determinado en un transductor grafito-
epoxi/HyBonp™ es de =100 mV (vs Ag/AgCl), mientras que para el transductor grafito-epoxi es
de 0O mv.

2. La conservacion optima de una solucion de hidroquinona consiste en mantener la misma
hajo atmdsfera de nitrégeno y protegida de la luz. Esta metodologia asegura la conservacion
en un lapso de 8 h de preparada.

3. La hidroquinona es un mediador eficaz para la regeneracion de la peroxidasa, aplicando
un potencial de —100 mV (vs Ag/AgCl), tanto en un transductor grafito-epoxi, como en grafito-
epoxi/HyBonD™, La respuesta a H,O; —a dicho potencial- de ambos transductores es
despreciable cuando HRP no esta presente.

4. Las variables para el funcionamiento 6ptimo del sistema enzima-substrato-mediador (HRP-
H,0,-hidrogquinona) son:

e Potencial de trabajo: -100 mV, vs Ag/AgCl (potencial de reduccion de la hidroguinona)

¢ Medio de trabajo: tampon fosfato 0.1 M, KCI 0.1 M, pH 7.0

e Concentracion del mediador: 1.8 mM

5. Las membranas HyBonND™ pueden integrarse a transductores electroquimicos. Con su uso,
las sefiales amperométricas son menores respecto a que si no se utilizan, pero generan
respuestas mas estables, mas reproducibles y con menor ruido. Los tiempos de respuesta
son mayores, asi también como el rango dinamico de respuesta.

6. La inmovilizacion covalente de la peroxidasa utilizando EDC y NHS sobre transductores
grafito-epoxi y grafito-metacrilato funcionalizados con funciones -COOH no es adecuada.
Puede deberse a la pérdida de éstas funciones del transductor, hecho que se sugirio en el
Capitulo 2. La adsorcion (en seco) de la enzima sobre estos transductores es muy
importante. Los reactivos inmovilizantes EDC y NHS no contribuyen en la respuesta
amperomeétrica.

7. La inmovilizacién covalente de la peroxidasa utilizando EDC y NHS se consiguié sobre el
transductor de pasta de grafito modificado con acido esteérico. La adsorcion sobre este
transductor es también muy importante. Sin embargo, se proseguira con el desarrollo de
composites rigidos funcionalizados para lograr la inmovilizacion covalente, ya que el material
pasta de grafito es mecénicamente inadecuado.

8. Los transductores escogidos, por lo tanto, para el desarrollo de genosensores, de entre los
que se han construido y evaluado, son los basados en el composite rigido grafito-epoxi. En
primera instancia, en los capitulos 4 a 8 se integra a la superficie del composite grafito-epoxi
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una membrana HyBonD™, en un modelo de genosensores de membranas recambiables. En
este caso, la inmovilizacién del material genético se lleva a cabo por adsorcion mediante
protocolos clasicos descriptos en la bibliografia. Posteriormente, a partir del capitulo 9 se
intentard inmovilizar directamente el DNA sobre el composite grafito-epoxi.
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