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adenosina/AMP/ADP/ATP y como sustrato metalico digies de oro reutilizables y
descartables. Se emplearon distintas técnicas raedicas (espectroscopia de
impedancia, voltametria ciclica, voltametria deaondadrada, cronocoulombimetria) y
microbalanza de cristal de cuarzo con disipacion.
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0. Resumen en portugués (hasta 1000 caractere®: tiebalho tem como
objetivo geral compreender os fendmenos de adsomd@o acidos nucleicos,
particularmente DNA em superficies de ouro, de madgwancar no desenho racional
de dispositivos de reconhecimento seletivo e dfieegiio eletroquimica (biossensores
eletroquimicos aptaméricos).

O aptamero que reconhece a adenosina/AMP/ADP/AGiPusado como
sistema modelo e como substrato, superficies roasalde ouro reutilizaveis e
descartaveis. Se usaram varias técnicas eletrocpgni@spectroscopia de impedancia,
voltametria ciclica, voltametria de onda quadradaronocoulombimetria) e
microbalanca de quartzo com dissipacao.

Os resultados obtidos séo aplicados a um siststnatieado nanoporoso de
oxido de aluminio - aluminio e nanoparticulas deopypermitindo a fixagdo do
aptamero e a quantificagdo seletiva da substareiantresse (AMP) em baixas

concentracdes (nM).
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Aportes Originales:

Los aptameros son oligonucleotidos funcionales atdes para el disefio de
arquitecturas de armado de una capa de reconotommealecular y estrategias de
deteccion para cuantificar analitos de interés, acdas moléculas pequefias. Las
técnicas electroquimicas fueron seleccionadas gseatrabajo (cap. 3, 4 y 6) debido a
gue las mismas son sensibles a la presencia deiespgimicas adsorbidas sobre una
superficie y a cambios derivados de la interac@atre moléculas quimisorbidas y
especies presentes en el entorno quimico. Condoraparativos y complementarios se
empled una técnica acustica: microbalanza de kdstauarzo con disipaciéon, QCM-D
(cap. 5).

Se evaluo el cubrimiento superficial para tresa¢stjias de anclaje de oligonucledtidos
tiolados a superficies de oro. Se emplearon swpesfide oro reutilizables y
descartables obtenidas por serigrafia y posteléatredeposicion galvanostatica (cap. 3
y 4). La respuesta obtenida por voltametria ciclicaspectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) mostré buena reproducibilidad la obtencion del depdsito
metdlico y la quimisorcion del aptdmero tiolado.sistema permitié detectar el evento
de reconocimiento aptamero-analito (AMP) empleanda sonda redox en soluciéon
(estrategidabel freg (cap. 4).

En el capitulo 6 se presentan los resultados alerdon un arreglo de nanoparticulas
de oro electrogeneradas confinadas en una matrizal@imina nanoporosa. Las
dimensiones del sistema resultan del mismo ordem ejucambio conformacional
promovido cuando el aptamero reconoce al analitaccaibio en la resistencia a la
transferencia de carga de una sonda redox en &ojumntes y después del evento de
reconocimiento permitié cuantificar de manera gs&lacal analito en concentracion
submicromolar.

El aptamero alojado en el fondo de un nanoporo iEmdvidencio respuesta frente a su
hebra complementaria (hibridizacién), para una eotracion aun menor que la
alcanzada con el AMP, a modo de prueba de congepto una potencial aplicacion

hacia genosensores.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1 Moléculas pequefias

Muchos de los principios activos de los medicangemston moléculas pequefias. Un
ejemplo bien conocido es el acido acetilsaliciljotasa molar 180 Da) componente
activo de la aspirina. Sus propiedades medicindétan de la época de los antiguos
egipcios quienes lo extraian de la corteza delesblanco $alix albg. Hipdcrates (460

- 370 a. C.), padre de la medicina griega, descshiuso para aliviar dolores y fiebre.
La primera sintesis en el laboratorio se atribu@harles Gerhardt en 1853 y unos afios
mas tarde en 1897, Félix Hoffmann un investigad®oras laboratorios Bayer logré

obtener el compuesto con alto grado de pureza.

Mas recientemente, desde hace dos décadas aprexireatt, la quimica farmacéutica
comenzO a seleccionar compuestos de interés fatbggom empleando el disefio
asistido por computadora, conocido como métodsilico. Esta estrategia hace uso de
tres bases de datos en constante actualizaciopansidn, una de ellas comprende a las
moléculas pequefasnfall moleculgs otra almacena informacion estructural 3D y una
tercera base contiene informacién sobre fragmemtueculares. En este contexto, las
moléculas pequefias tienen como blanco terapéuficotainas que cumplen funciones
biologicas especificas tales como receptores madeanzimas, transportadores de

membrana. También se dirige el interés hacia lakaaucleicos, ADN y ARN.

Una pregunta a formular seria entonces, ¢qué catgsuge ingresan a la base de datos
de las moléculas pequefias? o ¢ cudles son lososritere se adoptan para decidir si un
compuesto puede ser catalogado como tal? La définide molécula pequeiia es
operacional, comprende sustancias de baja masa (80@- 1000 Da), de dimensiones
nanométricas (1.10m), permeables a la barrera celular debido a sgido como

farmaco.

Contrariamenteals moléculas pequefnas cuando son liberadas al randie manera no
controlada, pueden tener efectos perjudicialesa dad capacidad para actuar como
disruptores del sistema endocrino, pudiendo estarciadas a enfermedades o

alteraciones en los organismos viybstchner et al, 2014)

En el ambito de investigacion y desarrollo, resultéevante determinar aspectos
cinéticos, termodinamicos y estructurales con m@sp@ la interaccion entre una
molécula pequefia y su blanco terapéutico (protei@dos nucleicos). Para ello se

dispone de robustos métodos instrumentales, ponpdje espectrometria de masa

2



Capitulo 1. Introduccién

(MS), difraccion de rayos X (XRD) o resonancia m&gra nuclear (NMR). Ademas, el
uso y la propagacion de las moléculas pequefateearh necesidad de su deteccion y
cuantificacion en bajas concentraciones (del ordebmicromolar), de manera
selectiva, empleando pequefias cantidades de myestralitros), en diferentes tipos

de matrices, y en algunos casos en tiempo real.

Estos desafios pueden ser abordados desde el chmps biosensores. La interaccion
antes mencionada entre una molécula pequefia yroteina o acido nucleico, es la
base para el desarrollo de un biosensor. Estefsee d®mmo un dispositivo capaz de
proporcionar informacion analitica especifica, ¢ilativa o semicuantitativa, utilizando
un receptor o elemento de reconocimiento biolégictual est4 en contacto directo con
el elemento transductor (IUPAC, 1992). Si bien muédmovilizarse la molécula
pequefia, en general se fija a la superficie undejp@ o un acido nucleico. El
procedimiento de inmovilizacion debe preservar lateraccion entre ambos

componentes. La Figura 1.1 presenta un esquemaafjdeaun biosensor:

Reconocimiento e <—— molécula blanco (target)
molecular

E 2 2 <— capa de reconocimiento molecular

Sefial eléctrica lfanstceon \ sustrato: soporte + superficie

l amplificacion
adquisicion y

procesamiento de datos

Adquisicién de
datos

Figura 1.1 Esquema de un biosensor

El elementotransductorpermite transformar el evento fisicoquimico prodoc{luz,

calor, intercambio de electrones) en una sefialiteaaly, como tal, no presenta
selectividad (Hulanucki et al, 1991). Los sensayaisnicos se clasifican de acuerdo al
principio de funcionamiento del transductor enpdsstivos Opticos, electroquimicos,

eléctricos, magnéticos, termomeétricos, dispositasarssibles a cambios de masa, etc.
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En este trabajo de tesis se han empleado como merde reconocimiento molecular
secuencias de ADN simple cadena conocidas commepm&, modificadas con tioles
para permitir su quimisorcion sobre superficiesod® A continuacién se introducen
algunos aspectos generales sobre la estructuracquie los acidos nucleicos (una
descripcion mas detallada se encuentra en la obrigli y Saenger (1984)). Para
transformar el evento de reconocimiento en unal sialitica se ha recurrido a los

métodos electroquimicos, los cuales se descritmrebrente en el capitulo 2.

1.2 Acidos nucleicos

En el interior de una célula, el acido desoxirribddeico (ADN o DNA) contiene la
informacion genética hereditaria, necesaria pasntesis de proteinas. Quimicamente
el ADN es un polimero lineal cuyos monémeros seodenan nucleotidos. Cada
nucledtido esta formado a su vez, por una basegeitada, una unidad de desoxirribosa
(un azucar) y un grupo fosfato. Las bases son@uadenina (A), guanosina (G), timina
(T) y citosina (C) y cada una esta unida al azéeagdiante un enladg-glicosidico. Los
nucleodtidos estan conectados entre si por uniasésdiéster a través de los atomos de
oxigeno O3’y O5". En el caso del ARN la unidad zlecar es la ribosa y la base uracilo

(U) reemplaza a la timina (T) (Figura 1.2).

Dado el pequefio conjunto de elementos de la Tadbladca (C, H, O, N, P) que estan
presentes en los acidos nucleicos, la diversidagbpecificidad de los mismos se
sustenta en la posibilidad de construir estructugamicas muy organizadas y
complejas capaces de llevar adelante funcioneaastinariamente especificas (Lipsitz
y Montserrat, 2016).
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/ Bases \
NH, ?
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HO oH HO o) o
Adenlna Guanina o)
0] NH, 0
. I OH OH OH
| XN NH .. .
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NH N0 NHQO NHQO
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\QDN: desoxiadenosinmonofosfato ARN: adenosinmonofosfaty

Figura 1.2 Estructura quimica de bases, azUcanekedsidos y nucledtidos de ADN y ARN
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Las bases nitrogenadas tienen un papel relevargereoonocimiento molecular, es por
eso que se detallan a continuacion algunas de mmegades fisicoquimicas. La
numeracion de los atomos endo y exociclicos setnaues la Figura 1.3.

~

Bases
o}
e ; N 2
5 Ll
IO AR f 6k SN
3
’;|H4 N//2 NH4 ’;I NH2 6 NH)ZEO 6 NH)\O
3 1
1 2
Guanina Timina Citosina

KAdenina Uramlcy

Figura 1.3 Numeracion de las bases de ADN y ARN

Las bases presentan caracter aromatico y en gamexalesviacion muy leve respecto
del plano (inferior a 0,01 nm). Los grupos amindH3) exociclicos participan de la
resonancia del sistema aromatico, razon por lalauahgitud del enlace C-N es menor
que en el caso alifatico. La distribucién de demdide carga determina la formacion de
interacciones por puente de hidrégeno (puente radenina y guanina, los atomos de
H de los grupos -NE pueden actuar como donores pues tienen alta @ehsid
electrénica. En la guanina los atomos 06, N3 y Bl€@mportan como aceptores de
puente H, mientras que en la adenina el caracept@clo poseen N1, N3 y N7. La
Figura 1.4 muestra la distribucion de densidad aeyec calculada por el método
semiempirico MNDO Nlodified Neglect of Diatomic Overlagara los nucledsidos

guanosina y adenosina.
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Figura 1.4 Representacion espacial y densidad-@héca: guanosina (izq.), adenosina (der.)

En un nucledtido individual el grupo fosfato ocuggosicion 5° del azlcar. A su vez

puede estar integrado por una, dos o tres unidadfzdo, como se muestra en la Figura

1.5 para la adenina.

NH,
N X
N
0 7 | 0
S 5 . I
0—P—0 N™ N
I O |
] )
3
OH
adenosinmonofosfato (AMP) NH
2
N
~
a4
o o o , /J
-n I} I} 5 N
0-P-0-P-0-P-0 o N
O O O

3!
OH
adenosintrifosfato (ATP)

N
N XN
7
O—o 5 <Njﬁl\1;
(@)

OH
adenosindifosfato (ADP)

Figura 1.5 Estructura quimica de los desoxirribtetcdos AMP, ADT, ATP
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La propagacion de la cadena en los acidos nucleseosealiza mediante enlaces
fosfodiéster a través de las posiciones 5" y 3 adélcar. Por tratarse de polimeros
lineales quedan determinados 2 extremos, cuandaleseribe una secuencia de
nucleodtidos los mismos se designan empleando dgassile las bases, respetando el

sentido de propagacion (Figura 1.6).

......

(extremo 57
0 v ase
0-P~07 o
¢]
o]
] Base
O0=P~07 o
o
L Base
0=P-0— 4
o
propagacion de la
cadena lineal ? Base
0=P-0
| o]
o
0
ole—o _________________
O Yextremo 3}

\\\\\\

Figura 1.6 Estructura quimica de una hebra de Aibigle cadena

La estructura tridimensional de una secuencia deN A ARN depende de las
propiedades y la conformacion de los nucleétidaslguntegran. La rotacion respecto a
cada uno de los enlaces confiere flexibilidad addena nucleotidica y determina las
propiedades macromoleculares. Debido a la elevadsidhd de carga negativa, dicha
flexibilidad es necesaria para minimizar las rejpukss electrostaticas y estabilizar
energéticamente la estructura.

Las interacciones mas importantes que presentaradm®s nucleicos son las que
involucran a las bases nitrogenadas y las reladameon el solvente e iones del medio.

Las basesitrogenadas que se encuentran en el mismo plamohtal, forman puentes



Capitulo 1. Introduccién

H (Figura 1.7). A su vez en el plano perpendica&dan interacciones por apilamiento
o stacking El reconocimiento entre las bases tiene lugeaa$ de interacciones puente
H. En los acidos nucleicos naturales, el modo résia de interaccion es el propuesto
por Watson y Crick (Figura 1.7 a) (Watson y CritR53). Las caracteristicas de este
apareamiento son la preferencia por la coplananigaths dos bases con la formacion
de tres interacciones puente H para el apaream®@o/ de dos enlaces puente H para
el apareamiento T/U-A.

También han sido descriptas interacciones no caiwesles entre dos purinas o
pirimidinas. Por ejemplo, los apareamientos de ldtemn y Hoogsteen reverso,
involucran la participacion de otros atomos dedgeno (Figura 1.7 b y ¢) (Hoosgteen,
1963). Las propiedades de simetria de los pardémsles determinan las caracteristicas
estructurales de los ordenamientos superiores @smab caso de la estructura de doble
cadena. Los apareamiento tipo Hoogsteen, por egeraph responsables de estructuras
del tipo triples hélices.

(a)

A T M
o] ‘H~—‘N
. A o CHs (/N /
o BN ¢ N:< g
NN S\—N 1 _ 4~/ N
a9 i NN
/N NG o G i o
Sy G >
® CHs i froT
= N
C1‘*NL =0, HsC / >:o
4 N\ LN, 7N H H
N N
< <)
ol NN
C./ / A
1 A Cq

Figura 1.7 Interacciones puente H entre bases d¢: /&) Watson y Crick; (b) Hoogsteen, (c)

Hoogsteen reverso
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Ademas de estar involucrados en el reconocimientizdntal entre bases, los enlaces
puente H participan de las interacciones de lodo&chucleicos con proteinas o ligandos
pequenos.

El apilamiento astackingentre las bases se debe a interacciones de pptodiipolo y
dipolo-dipolo inducido. Las mismas dependen debkses involucradas, es decir de la
secuencia de la cadena oligonucleotidica y sorvaetes en la determinacién y
estabilizacion de las estructuras secundaria yateaadel ADN y ARN (Egli y Saenger,
1984). Las interacciones puente Hstgpckingdan origen a la formacion de una doble
hélice entre dos cadenas complementarias de ADNRN./AEI esqueleto hidrofilico,
formado por los grupos fosfato y los azlcares, @gpéiesto al entorno mientras que las
bases se orientan hacia el interior de la héliee,sus planos perpendiculares al eje de
propagacion de la misma. Esta disposicion espa@tdrmina dos dominios en la
superficie de la hélice conocidos como gruta mgyeajor groové y gruta menor
(minor groové. La proporcién de pares C-G modula la estabilidada doble hélice.
En la Figura 1.8 se indican valores medios paaneho de las grutas mayor y menor.
Cada nucledtido tiene una altura que oscila en28&y 0,338 nm en la direccion del

eje z.

Diametro (2,37 nm)

N

Rise: distancia sobre el Gruta menor

eje z entre 2 nucledtidos i

- (0,34 nm)
Pitch: distancia sobre el eje z ; >~
q eotid - ’ J,' Gruta mayor
entre dos nucleétidos que > -
. q (3,6 nm)
estan en la posicion inicial y
final de una vuelta de hélice
' ” Esqueleto
- ‘jl—— fosfat
’- (gr. fosfato y
!-v},' azucares)
. -".Lu. i Bases
- W4 " nitrogendas
Wi ‘
Bt 1 (interaccion

Figura 1.8 Estructura de la doble hélice
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Empleando técnicas de difraccion de RX, RMN de akaolucion y calculo
computacional, se pueden determinar las dimensiprig® de hélice que forman los
acidos nucleicos. La doble hélice de la familiae8ulta en una estructura mas compacta
y ancha. Las bases estan desplazadas del ejehddida y por eso la gruta mayor es
considerablemente mas profunda. En cambio paranalid tipo B la doble hélice
resulta mas alargada y angosta. Ambas grutas tiapesximadamente la misma
profundidad pero la gruta mayor es mas ancha.u&ig).9).

doble hélice tipo A doble hélice tipo B

Figura 1.9 Doble hélice tipo Ay B

La solvatacion tiene un papel relevante en los @asntonformacionales de los acidos
nucleicos, y pueden distinguirse diversos gradoideatacion e interaccion con los
componentes del medio acuoso. La primera esferhidiatacion corresponde a las

moléculas de agua que interaccionan directamentéosarupos fosfato y los azucares.

11
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Debido a su caracter polianidonico en condicionswlfigicas, los acidos nucleicos
interaccionan con iones o0 moléculas que apantéd&mepulsiones de carga entre los
grupos fosfato. La concentracion intracelular déooas es del ordenM, siendo los
mas frecuentes Mg C&*, Na' y K*. Los cationes monovalentes interactian de manera
poco especifica, en cambio los divalentes se urlea atomos de oxigeno del fosfato,
aunque también pueden interactuar con los atomdasdeases y los azucares 0 bien
coordinarse a moléculas de agua para favoreces mmpeecificas de interaccion con el
acido nucleico. Los iones contribuyen a la estzddion de los acidos nucleicos, pero

en concentraciones muy elevadas pueden produsie&b contrario.

Como resultado de las numerosas interacciones krgreomponentes de los acidos
nucleicos y el entorno, se generan estructurasneitsionales secundarias y terciarias
complejas y variadas. La Figura l1.frfuestra algunos de los patrones de estructura
secundaria descriptos en acidos nucleicos natucakistéticos. Los oligonucledétidos
simple cadena (single strand, ss) pueden adopftaredies formas tridimensionales
(motif, en inglés) en las cuales es posible reconocerszimisie cadena (double strand,
ds) helicoidales, formacion deops junctions etc. (Tian et al, 2004A diferencia de

las estructuras simple cadena, la interaccion dehébras complementarias conlleva a la
formacion de una hélice cuyas caracteristicas pusde definidas con bastante precision.
Como se menciond previamente, las interaccionest@u¢ stacking y las que tienen lugar

con los iones y el solventontribuyen a estabilizar dichas estructuras (Yakak et al,

1% i

doble cadena

hairpin stem loop, hairpin stem loop con
(ds), 2 hebras simple hebra una zona de simple
complementarias cadena (ss)

> ¥

junction junturas o
uniones, 3 hebras

Figura 1.10. Motivos o estructuras secundariasca nucleicos
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1.2.1 Aptameros

Un aptamero es una secuencia de ADN o ARN simpter@ que es capaz de
reconocer moléculas especificas. Se obtiene ar phrtbibliotecas combinatorias de
acidos nucleicos sintéticos mediante un procesative de adsorcion, recuperacion y
amplificacion. Dichas secuencias poseen potencegésaciones para el desarrollo de

dispositivos analiticos, biosensores y agentepéetacos (James, 2000).

El método de obtencion de estos oligonucledtidosifinales se desarrollé de manera
simultdnea en tres laboratorios independientes skadBs Unidos en 1990 y se
denomind SELEX $ystematicEvolution of Ligands byExponential Enrichmen} o
evolucion moleculam vitro (Ellington y Szostak, Tuerk y Gold, Robertson y cky

La Figura 1.11 muestra un esquema muy resumidasdetdpas del proceso.

1. biblioteca combinatoria
de oligonuclétidos

2. incubacion de la
nuevo ciclo con la

V\biblioteca con el target
. biblioteca enriquecida —

i con secuencias afines | SELEX se eliminan las
E S e secuencias no afines

4. amplificacion de \_/ 3. seleccion de los
las secuencias afines

oligonucledtidos afines
al target

Figura 1.11 Esquema de las etapas del procesoldeXSE

Como punto de partida se disefia una biblioteca owtdria de secuencias de ADN o
ARN sintética. La misma posee una region aleatoniandomformada por 40 a 60
nucledtidos, flanqueada por dos zonas de secuBjacllamadasprimer (Figura 1.12).
La posicion de cada nucledtido en la region alea&e sintetiza a partir de una mezcla

de fosforoamiditas que contiene las cuatro basesgenadas (A, G, Cy T).

13
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secuencia fija secuencia random secuencia fija
5 i ) 37
primer primer

Figura 1.12 Esquema de una secuencia de una bidicombinatoria para SELEX

La diversidad estructural de la biblioteca comnatradica en la diversidad de formas
tridimensionales y este aspecto es clave paracehoeimiento a nivel molecular del
target Asi por ejemplo, para una zona random integradat@ nucledétidos, el nimero
de combinaciones matematicamente posibles redyfta3,G* (4*9)! Sin embargo, en la
practica, la diversidad de una biblioteca combinatoligonucleotidica tipica obtenida
por sintesis en fase solida resulta del orden d&-1a0" secuencias individuales,
consecuencia de las limitaciones en la cantidadaka de biblioteca de la cual se parte.
La molécula blanco targetdebe inmovilizarse a un soporte solido para lleveabo la
etapa de incubacién con la bliblioteca combinat¢rex Figura 1.11). Hay diferentes
opciones de soportes, entre los mas usados sengracudas columnas de agarosa,
sefarosa 0 resinas sintéticas, membranas de ritlog® y esferitas magnéticas
(magnetic beadqGopinath, 2007).

La etapa de amplificacién de las secuencias questnameafinidad por efarget se
realiza mediante la técnica de Pgi®lymerase chain reactigmpara el caso del ADN
(Kinzler y Vogelstein, 1989). Para este propdsdn secesarias las secuencias fijas o

primers(ver Figura 1.12).

La sintesis quimica de oligonucleétidos esta iaslairen el desarrollo de péptidos en
fase solida realizado por Robert Merrifield a camizs de la década del “60. La idea
basica es que en la sintesis de un polimero hayem@ de pasos quimicos que se
repiten por cada ciclar{en hecho que hace posible la automatizacion delgsmcEl

primer sintetizador comercial de oligonucleétides desarrollo6 en Canada en 1981
(Ogilvie et al, 1981). En la préactica el términdagohucledtido se aplica a secuencias
que tienen un maximo de 150 nucledtidos, valortéirpara la sintesis quimica en la
actualidad. Algunas de las ventajas que presentaésbdo quimico es que admite

nucleodtidos quimicamente modificados en cualgudertas subunidades (base, furanosa

14
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o fosfato); estas modificaciones pueden introdacieva funcionalidad o ampliar las
existentes. Como desventaja debe mencionarse geerdniento es menor que para la
sintesis enzimatica, los costos de produccién ¥igarién son elevados, y la cantidad

de nucleétidos es limitada, como se menciond.

La incorporacion de modificaciones quimicas enslauetura de los acidos nucleicos,
permite ademas, aumentar la estabilidad de estdécutms frente a la degradacion
mediada por nucleasas. Las posiciones susceptillelenodificar se muestran en la
Figura 1.13, ejemplificadas para el nucledtido dieme U (uracilo) como base
nitrogenada. En particular la sustitucion del peemosfodiéster por un puente
fosforotioato resulta de interés en este trabajtedis, pues ademas de su resistencia a
la degradacion, ofrece un atomo de S a travésud¢lptiede unirse a la superficie de un

metal noble como el oro.

Posicién 5 de pirimidinas

- 5-pentinil- o
- 5-(3-aminopropil)-
NH
o |
0—P—o0 N 0
o 0 Posicion 4' del nucleétido
- 4'-tio
T R
o:T—o— Posicion 2' del nucleétido
0- - 2'-O-metil
Puente fosfodiéster - 2'-amino
- 5'a-borano - 2'-fluoro

- 5'-fosforotioato

Figura 1.13 Posiciones susceptibles de modificagidmica en un nucleétido
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1.3 Superficies para sensores

En un sensor, el conjunto que integran la superfyciel soporte que la sustenta se
denomina sustrato (ver Figura 1.1). A continuacérdescriben brevemente algunas de
las técnicas que permiten obtener estos dispositivanodificarlos luego para su

aplicacion especifica.

1.3.1 Serigrafia

La serigrafia es un sistema de impresién milenasado para reproducir documentos e
imagenes sobre diferentes materiales. La técnigsiste en transferir una tinta a través
de una malla tensada sobre un bastidor. El pada tieta se bloquea selectivamente,
mediante una emulsién o barniz delimitando lassadeade no habra imagen.

Para la construccion de sensores se utiliza uteadonductora de grafito en la cual se
suspenden los componentes del ensayo. La pringgpdéhja de este sistema es que, una
vez realizado el primer prototipo, la impresion geieepetirse sin perder definicion y a
un costo relativamente bajo, permitiendo la progucen serie. Ademas, dadas las
propiedades conductoras del grafito es posiblézegdh electrodeposicién de un metal,
como oro sobre la superficie en una etapa poste&ioromo se ha realizado en este
trabajo (ver 2.2.3.3). Una de las desventajas es lgutinta conductora contiene
solventes organicos, ademas del polvo de graficliales imponen condiciones poco
compatibles con los componentes que deben susgender la misma (sustancias
bioldgicas, como enzimas por ejemplo). Otra limdacde los sensores obtenidos por
serigrafia es que tales componentes no estan fiemenunidos a la superficie y con el
tiempo pueden ir disolviéndose en la muestra, pdamto no resultan adecuados para
sistemas en flujo. Un ejemplo de aplicacién esletteodo de glucosa, basado en el
trabajo pionero de H. Allen O. Hill y colaboradof€ass et al, 1984).

1.3.2 Fotolitografia: “impresiéon con luz”

Este proceso se basa en la transferencia de uénpatmun polimero fotosensible
(fotoresis} mediante la exposicion a una fuente de luz &sae una mascara optica.
Dicha mascara por lo general consta de patronesosgpor ejemplo, 6éxido de cromo

o de hierro) sustentados sobre un soporte trangpafeuarzo) el cual se utiliza para
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definir las caracteristicas del disefio sobre la@abEl patron del polimero fotosensible
es transferido al sustrato subyacente por disatuditiching o depdsito. La
combinacion de una alineacién precisa de una seresiva de fotomascaras con
distintos patrones, conduce a complejas estructoudticapa.

La industria de los semiconductores aplico la faigtafia, a comienzos de los afios
70, para el desarrollo de diversos sensores gogmion sistemas de transduccién
amperomeétrico, potenciométrico, térmico o acust{ges por ejemplo, Zemel, 1990).

La construccidn de un sensor, por ejemplo un @doirse realiza en varios pasos. La
primera etapa consiste en calentar la oblea d@osdon una corriente de oxigeno, para
producir una pelicula aislante de di6xido de silicA continuacién, se depositan
secuencialmente capas de titanio y un metal nBlolsteriormente se agrega el polimero
fotosensible mediante la técnica de revestimierdo rptacion §pin-coating y se
expone a la radiacion UV a través de una mascaralgfine el area activa del sensor.
Las partes expuestas a la luz producen una caigéergs, que corresponde al area que
tendra el sensor. La oblea se pone en contactar@solucién que disuelve los metales
en las areas desprotegidas y luego de un pasovadeolael polimero fotosensible es
removido con un solvente quimico exponiendo losopass de los electrodos disefiados.
El proceso se repite usando una mascara que definéneas de conduccion y los
contactos eléctricos. Finalmente, se modifica [ge#icie con los materiales necesarios
(moléculas biolégicas por ejemplo) para darle efipetad al sistema.

Esta técnica también se emplea para el desarmlthspositivos que integran funciones
propias de un laboratorio en un chip, conocidosatai on chip(Ehrfeld, 2003). Los
mismos evolucionaron gracias al desarrollo de larofluidica (Whitesides, 2006).
Debido a su relevancia en la construccién de dosuintegrados, la fotolitografia ha
avanzado vertiginosamente en los ultimos cinco ,affagestra de ello es la micro-

impresion de patrones 3D (ver por ejemplo, Hohnetral, 2015).

1.3.3 Estructuras nanoporosos

Los sistemas nanoporosos estructurados sintetizadosdiante anodizado
electroquimico han cobrado gran interés por su®ngpales aplicaciones en el
desarrollo de sensores. Este proceso aplicado ahbrenio o titanio genera nanoporos
ordenados, alineados verticalmente, de geometriaidte (ver Figura 1.14). Una

adecuada combinacion de tamafio y propiedades qdndie la superficie ofrece la
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posibilidad de un transporte selectivo y una irteian con dicha superficie, integrando
los procesos de separacion (por tamafio) con lasofues de deteccidn en un mismo
dispositivo (Santos et al, 2013). Los nanoporosaldeninio anodizado (AAO) son
eléctricamente aislantes pero pueden modificarsaunanaterial conductor (por ej. Au,
Pt, SnQ, polimeros conductores, nanotubos de carbonojunogone como transductor
de una respuesta electroquimica. A su vez, la Bcigeinterna de los nanoporos puede
funcionalizarse con moléculas especificas que panra deteccion selectiva de un
analito de interés. Los trabajos de Smirnov y cmlatlores (Vlassiouk et al, 2005),
pioneros con este sistema en el campo de los gswss, mostraron que la
hibridizacion de una hebra de ADN con su secuenomplementaria previamente
inmovilizada sobre nanoporos de AAO, podia seratata por un aumento en la
impedancia debido al bloqueo de los nanoporosraidise la estructura doble cadena.
También se ha demostrado por mediciones electracgsniElS, CV, conductancia) la
importancia del tamafio de los nanoporos en la détecVlassiouk et al, 2005,
Takmakov et al, 2006).

Figura 1.14. Oxido de aluminio anodizado: a) estmacde los nanoporos, b) Imagen SEM del
AAO (vista superior y lateral) (Santos et al, 2013)

1.3.4 Modificacién de superficies

La superficie es una delgada region del espacigo @spesor es de dimensiones
submicrométricas en general, en la cual las prapiesi de un material (composicion
quimica, indice de refraccion, fuerza mecanica,duootividad, carga, etc.) son

significativamente diferentes respecto de las ginsbe el seno del mismo.
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La modificacion de una superficie consiste en ansiormacion fisicoquimica, con el
fin de introducir cambios en sus propiedades I@esuinciden sobre su funcionalidad.
Para ello existen diversas metodologias basadaoeasos fisicos y quimicos.

Cuando se depositan monocapas o peliculas molesidabre sustratos conductores se
obtienenelectrodos modificadosEste campo fue desarrollado por Hubbard (Lane y
Hubbard, 1970), Murray (Moses et al, 1975) y WatkWatkins et al, 1975). Tal como
se muestra en la Figura 1.14, los electrodos nuadifis pueden obtenerse por
diferentes técnicas que incluyen la adsorcion argble, la union covalente de una

monocapa molecular y el recubrimiento del electronio peliculas de polimeros u otros

materiales.
a) b)
U] (1)
2 ‘ Formacién de monocapa
5 ‘ en lainterfase liquido-aire
:
T (1) (1Iv)
+ 1)
” a = i i Transferencia de la monocapa
1 2 3 4 a un sustrato sélido
Polianion  lavado  Polication  Lavado
c) d)

,  Sustrato
10
de oro + R —_—
Solucién
del tiol
Reduccion de la sal

lAdsuruu’n con pérdida de N,

& l Organizacion ) o
Reaccion entre el radical arilo

y la superficie del electrodo

RO
A0

Figura 1.15 Estrategias para modificar superfi@g¢siutoensamblado de polielectrolitos, b)
formacion de capas delgadas, c) autoensambladongguestos érganosulfurados, d) reduccion

electroquimica de sales de diazonio (Ricci, 2010)

En el autoensamblado capa por capa (Figura 1.1a8 si)perficie se modifica mediante
el recubrimiento con un polielectrolito y luegoistoduce la especie electroactiva por
intercambio i6nico (Oyama y Anson, 1980). El reamiignto con el polielectrolito

puede realizarse por diversos métodos, el mas simghsiste en dejar secar una
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alicuota de la solucion (recubrimiento por secadastingo drop coating. Una técnica
para obtener peliculas de espesor controlado y génem consiste en sumergir el
sustrato en la solucién del polimero, retirarlddemente y dejarlo secar (recubrimiento
por inmersion adip coating. Otra posibilidad es agregar la solucion delmeto en
exceso y remover parte de la misma por centrifdgagievestimiento por rotaciéon o
spin coating. Los polielectrolitos cationicos como la poli(ipiridina) (4-PVP) se

34 Los

emplean para inmovilizar cuplas redox aniénicas; eemplo [Fe(CNj
polianiones como el poliestirensulfonato (PSS) fiddaresultan aptos para incorporar
cationes tales como por ejemplo [Ru(kp¥j* o [Os(bpy}]?*. Una limitacién de las

superficies modificadas por esta estrategia esafjue existir una uniéon covalente entre

la especie redox y el electrodo, la primera pueddilzerada gradualmente al entorno.

Las peliculas obtenidas por el método de Langmiaiddgett (Figura 1.15 b) contienen
moléculas anfifilicas (compuestas por un extremdrdfilico y otro hidrofébico)
depositadas sobre la superficie. En una primenaaetdichas moléculas forman una
monocapa en la interfaz liquido-aire y luego sangferidas por inmersioén (o emersion)
del mismo en (o desde) el liquido. Esta técnicaniergenerar peliculas que contienen
una o mas monocapas de espesor controlado.

La electrorreduccién de sales de diazonio (Figut® #) genera un radical arilo que

reacciona con el electrodo, formando una uniénleot@ con el mismo.

Las monocapas autoensambladszedf @ssembled monolaye&AMs) (Figura 1.15 c) se
pueden preparar usando diferentes tipos de mogutstratos. Las moléculas que
forman el autoensamblado poseen un atomo o grugdod®os con buena afinidad por
la superficie, hecho que favorece el desplazamigatmoléculas adsorbidas de manera
inespecifica. Las SAMs son materiales dinamicospygelen adoptar distintas formas y
estructuras especialmente cuando estan inmersas dhuido. En consecuencia, el
grado de cubrimiento o densidad superficial, ldsratciones laterales entre especies
adsorbidas y los cambios conformacionales de digsg&cies, son algunas de las
propiedades que interesa caracterizar en est@snsist El estudio de las monocapas
autoensambladas formadas por compuestos tioladw®e superficies metalicas ha
impulsado las aplicaciones en nanotecnologia, etaldda descripcion sobre el tema
puede consultarse en el trabajo de Whitesidesapoohdores (Love et al, 2005).
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La Figura 1.16 muestra algunos compuestos con &taed que se emplean para la

formacion de SAMs de alcanotioles sobre Au(111).

A

alcanotiol  alcanodisulfuro dialquilsulfuro alquilxantato  dialquiltiocarbamato

SH

Figura 1.16 Compuestos tiolados que forman monccema Au

Para la adsorcion de alcanotioles desde solucidin@islas (concentracion del orden
mM) sobre Au(111) la cinética del proceso compreathoke etapas. La primera es rapida
(minutos), al final de la misma el espesor de [@aass aproximadamente un 80-90% del
maximo. La segunda etapa es lenta, pudiendo recpigtinas horas para alcanzar el
espesor final (Bain et al, 1989). La cinética dgriaera etapa esta gobernada por la
interaccion entre la superficie y el grupo funciomevolucrado (tiol), la energia de
activacion depende de la densidad electronica sl@tmo de S. La segunda etapa se
ve afectada por el grado de desorden de la cadqudica, el tipo de interacciones
entre dichas cadenas carbonadas y la movilidadgienlsmas en la superficie. En el
caso de alcanotioles de cadena larga, se obsegvia ginética es rapida probablemente
debido a las interacciones de tipo van der Waalse enadenas laterales. La
quimisorcion de alcanotioles y dialquildisulfurosbse superficies limpias de Au
produce monocapas indistinguibles y se postulariadcion de la especie Au(l) y RS
En el caso del disulfuro (—-S-S-) se propone una@uioxidativa (Ullman, 1996):

RS-SR + Au®y, —— RS-Au’Au°ng) + RSH

La adsorcién de un disulfuro asimétrico (distintaslenas carbonadas), conduce a la
formacion de una SAM que contiene igual proporaiénambas cadenas (Biebuyck y

Whitesides, 1993). Esta observacion es consistente el mecanismo oxidativo
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propuesto para el disulfuro. Ademas, experimentesraemplazo de S(GHoCF;
adsorbido por S(ChhoCN, sugieren que la estabilidad de una SAM formaatatioles
sobre Au depende de la densidad electronica sbhtereo de S.

En el caso de alcanotioles, la reaccién puede @erssse como una adicion oxidativa

del enlace S-H a la superficie de Au, seguida @deraduccion y eliminacion de,H

R-S-H+Au, —— R-S Au"AW,,+1/2H,

La unién de grupos tiolados al Au es muy estableedador de 167 kJ.md).
Empleando datos de energia de enlace y segun daiéowanterior, para el caso de un
alcanotiol se estima un valor de -23 kJ.hatientras que para el disulfuro el valor
calculado es -100 kJ.myles decir aproximadamente -50 kJ.thpbr cada grupo RS
Con respecto a la estabilidad térmica de las maascade alcanotioles, para

temperaturas entre 170 — 230 °C comienza a olrisergtasorcion (Ullman, 1996).

1.4 Aptasensores

Los aptasensores constituyen la familia de dispositen los cuales un aptamero
funciona como elemento de reconocimiento moledil&lter et al, 2012).

La interaccion de un aptamero con su molécula blanarget forma un complejo o
conjugado aptamero-target con una estructura tedsional definida, cuya constante
de disociaciéon puede estar en el rango nM e inghMo El reconocimiento a nivel
molecular se basa en interacciones puente H, Bidices y electrostaticas. La
aproximacion del analito al aptamero, promueve ¢asnbonformacionales los cuales
maximizan la interaccion entre ambos componentashd® cambios pueden ser
aprovechados para detectar el evento de reconatoni®e acuerdo a la posicién
espacial relativa defarget y el aptdmero en el complejo formado, lasgets se
clasifican en dos categorias: grupo integradmbiedded groypy grupo de union
externa @utside-binding group Los ligandos que pertenecen a la primera caiteger
localizan en un “bolsillo molecular” formado por aursecuencia determinada de

oligonucledtidos del aptamero (gruta, segun secinéin las Figuras 1.8 y 1.9). Las
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moléculas pequefias, tales como adenosintrifosfaf®)((Lin y Patel, 1997), cocaina
(Stojanovic, et al, 2001) o teofilina (Zimmermanh a, 1997) son ejemplos que
pertenecen a este grupo. Las biomacromoléculasaripnte logargetsproteicos, que
poseen estructuras espaciales complejas y voluasn@ertenecen al grupo de unidn
externa. Algunas proteinas, como la trombina, tiem&s de un sitio de union al
aptdmero (Tasset et al, 1997), lo cual ofrece dogerdisefios en las estrategias de

deteccion.

El desarrollo de sistemas de deteccion basadosraeinas, mas especificamente
anticuerpos, como elementos de reconocimiento mialecha sido ampliamente
empleado con fines diagndsticos. En el caso deptasensores los &cidos nucleicos
(aptameros) cumplen la funcién de elemento de mionento frente a un analito de
interés. En tal sentido resulta interesante hasarcomparacion entre ambos, desde la

perspectiva de su potencial aplicacion para elrddkade un sensor (Tabla 1.1).

Apta (acid leico) Consecuencias en el
i , ptamero (acido nucleico
Anticuerpo (proteina) desarrollo de aptasensores

Se identifican por seleccion

Su desarrollo depende de , o ]
vitro. Aplicables a practicamente Los aptameros pueden

[72)

animales. No son aplicable _ _ )
cualquier blanco, incluidos usarse como elementos de
a todos los blancos, en el o o
aqguellos de alta toxicidad o de  reconocimiento frente a

D

caso de moléculas pequefips _ _ _
) o baja respuesta inmune dado quecualquier blanco, téxico o
se requiere la asociacion a o o
i no esta en juego este procesp no toxico.
una macromolecula. y
para su seleccion.

y La sintesis quimica permite | Es posible reducir el costo.
El proceso de seleccidm o _
_ optimizar los costos de Se obtiene un producto de
vivo es costoso y puede tener . o _ _
o produccion. La reproducibilidad  alta calidad mediante
variaciones de un lote a otrp. . o
es muy buena. sintesis quimica.

o o _ _ La modificacion quimica
Las modificaciones quimicas Se pueden introducir ,
permite controlar la

(linkers, colorantes, etc.) se modificaciones en posiciones| L
o o ) ) inmovilizacion. Pueden
producen en posiciones a|  definidas durante la sintesis| _
o ) introducirse colorantes o
azar. guimica del aptamero. ,
marcadores electroactivos
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para desarrollar biosensore

Para el reconocimiento de
blanco se requieren
condiciones fisiologicas o
leves variaciones de las

mismas.

Pueden adaptarse las condicio

durante el proceso de seleccid

del aptdmero para que resulte

activo en dicho entorno, aunqu

no sean condiciones fisiologica

Los aptasensores pueden
nedisefiados con elementos
nreconocimiento funcionale
p bajo determinadas

e condiciones de ensayo. N
Sse requiere preparacion de

muestra.

Son biomoléculas altamente Presentan mayor variabilidad

conservadas por lo tanto,
diferentes anticuerpos
pueden tener

comportamiento similar.

estructural (DNA, RNA,

cantidad de oligonucledticos 25

125, formas de plegado) y

también en su comportamientc

Las condiciones de armad
y funcionamiento de un

3 aptasensor deben ser
adaptadas para cada

).  aptamero individual.

a

Son sensibles a la
temperatura, la
desnaturalizacion resulta

irreversible.

Son estables térmicamente,

desnaturalizacion es reversiblé

Los aptasensores pueden

154

usados en un amplio rang

4

de condiciones.

ser

|®)

La vida media es limitada, e

proceso de regeneracion
puede resultar en pérdida ¢

la actividad.

le

La vida media es prolongada,
pueden ser regenerados sin

pérdida de actividad.

Los aptasensores son
estables por largos periodd
de tiempo y pueden ser

regenerados.

S

Son macromoléculas de alt

masa molar (~ 100 kDa).

a Son moléculas de masa molar

intermedia (13 — 26 kDa).

Los aptameros pueden se
inmovilizados en mayor

densidad, pudiendo asi

=

ampliar el rango dinamico

Tabla 1.1 Comparacion entre proteinas y &cidoseinad como elementos de reconocimiento

molecular par el disefio de sensores (adaptado tter\tal, 2012)

Un factor a tener en cuenta, es que la estabildiados aptameros puede verse

amenazada en presencia de nucleasas, enzimas t@ne pessentes en los fluidos

bioldgicos. Este problema puede resolverse porestaategias diferentes. Una de ellas

consiste en modificar quimicamente el aptdmerasrpbsiciones labiles en una etapa

posterior al proceso de SELEX (modificacion posesaon). La otra consiste en llevar

adelante el proceso de SELEX con nucledtidos nuadlfis que sean sustrato de la
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maquinaria enzimatica aumentando su resistenciaa aledgradacion (ver 1.2.1)
(Hollenstein, 2012; Kong y Bym, 2013). Otra opc@mmsiste en disefiar un dispositivo
gue permita la seleccion por tamafo, por ejemplel siptamero se encuentra en el
fondo de un nanoporo suficientemente pequefio, ulacma voluminosa como una

nucleasa tendria un acceso muy restringido o indpedier 1.3.3).

1.4.1 Tipos de aptasensores

Ademas de los aspectos mencionados en la Tabladasl factores propios de la
estructura de los acidos nucleicos introducen digad en las posibles arquitecturas de

la capa de reconocimiento y la estrategia de déiepara un aptasensor:
- La mayoria de los aptameros experimentan cambiogoroacionales cuando
reconocen a su analito.

- Puesto que los aptameros son secuencias oligotidades poseen una hebra
complementaria con la cual hibridizan. Es posibiéorces, disefiar ensayos de

competencia en los cuales el analito desplaceha dhebra.

A partir de estas consideraciones, Han y colaboesddian et al, 2010) clasificaron los

aptasensores segun el modo de deteccion del digursuo:

a) Cambio estructural inducido por el analitar@et-induced structure switching
TISS)

b) Disociacién inducida por el analitta¢get-induced dissociation modElD)
c) Reemplazo competitivo
d) Sandwich

A continuacién se describen brevemente los priosipie funcionamiento de cada una

de estas categorias y se dan ejemplos reportadobiegrafia.

a) Cambio estructural inducido por el analit@rjet-induced structure switching
TISS)
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La interaccién del analito con el aptamero induoecambio conformacional en la
secuencia oligonucleotidica, el cual se aproveana generar una sefial cuantificable.
Esta estrategia ha sido ampliamente empleada saergotres de base electroquimica en
los cuales se une covalentemente uno de los exdrdel@ptamero a la superficie de un
electrodo, mientras que en el extremo opuestotsediurce un marcador electroactivo
como ferroceno (Fc) o azul de metileno (Migethylene bluepor ejemplo. Otra
posibilidad es emplear un marcador y un atenuadofisbrescencia. A temperatura
ambiente, el aptdmero se encuentra en equilibmfoomacional entre una estructura
extendida o desplegadaidom coi) y una forma plegadatem-loop. En ausencia del
analito es posible favorecer la forma extendidandelo tal que el marcador redox esté
alejado de la superficie y no se detecte la saffaité et al, 2010). Cuando se produce
la interaccion con el analito, el plegamiento qebenero acerca el marcador redox a la
superficie del electrodo produciendo una sefal ttfiGable. En esta estrategia de
deteccion la sefial electroquimica aumenta con haesdracion del analito (signal-on)
(Figura 1.17 a). En la variante conocida como gigffala interaccion del aptdmero
con el analito conduce a una disminucion de lalséfa ejemplo es el sensor para
cocaina propuesto por Stojanovic y colaboradoresigacionado (Figura 1.17 b). En
presencia del analito se produce un cambio confdonal en el aptdmero que
aproxima el fluorosforo (F) y el atenuador de fesmencia (D) y la sefial disminuye.

— c-D
/e aptamero st8nm 4 D
Ny GG -6-FGpx N Asa
{ \ A Fa Cn -9 1
472 nm 3 6. T g% TG
A £% F'G‘A T \A" G-g \‘ArA
\ [ 3% ) ) AR o o
| ol? 1 T
| | Mlare ;::!'..,. ¥ /:\--'i' - ‘A_..'Ir
| - \ \
| .E' ; e 1 A J ?-? e éii"(';’
W4 .-'I. A ) .} % 3y ‘ ﬂ ) ?"? cii"(%
P Y I." (A # { A~ | iA“T\ #--T‘
R LT LR TR Y 61 A_ A A A
a) b) x ~

Figura 1. 17 Esquema de un aptasensor basadaamkio estructural del analito (TISS): a)
signal on(Liu et al, 2014) con deteccién electroquimicasighal offcon deteccion por

fluorescencia (Stojanov et al, 2001)
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b) Disociacion inducida por el analittafget-induced dissociation modglD)

En este caso el aptamero se inmoviliza sobre larfcig del sensor y se incuba con la
hebra complementaria para formar la doble hebreomtinuacion se agrega el analito
que compite con la secuencia complementaria poapghmero. Al producirse la
disociacion del sistema doble cadena, el complgtanaero-analito adopta una
estructura compleja producto del reconocimientoa Pa/orecer la competencia a favor
del analito, se puede emplear una hebra complementi@ menor cantidad de
nucleodtidos (“hebra corta”) o introducir alguna amibn puntual en la misma. La
disociacion puede ser detectada Opticamente pit@ineero fue previamente modificado
con un fluoréforo y la hebra complementaria corquancher (ver por ejemplo Nutiu y
Li, 2003 y 2005; Chen et al, 2012). El sensor gemera incubando nuevamente con la
hebra complementaria. La misma estrategia fuezatih por Zuo y colaboradores
(2007) para la deteccion electroquimica de ATP,ovmifizando sobre la superficie de
un sensor de Au el aptamero modificado con Fc ynémdo la doble hebra con la
secuencia complementaria. Debido a la rigidez defido, el Fc no puede dar la
transferencia de carga por estar alejado de lafstipgaprox. 10 nm) (formadff’). Al
incubar con ATP se produce la deshibridizacién,aptamero adopta una forma
compleja, que permite aproximar el marcador elactireo a la superficie dando una
sefal (forma 6n"). La Figura 1.18 muestra ejemplos de esta egfiate

a) b)
5 Stem-1 Stem-2 /

MAP
FONA &' QDNA °

eT on

® Fc =— ATP

Figura 1. 18 Aptasensores basados en la disociaudacida por el analito (TID)signal on a)
deteccidn fluorescente (Nutiu et al, 2003), b) gt electroquimica (Zuo et al, 2007)

27



Capitulo 1. Introduccién

c) Reemplazo competitivo

Dado que los aptdmeros comparten algunas cardictesison los anticuerpos (ver Tabla
1.1) fue posible adaptar estrategias de los inmmsay®s al caso de los aptdmeros. Un
ejemplo son los ensayos competitivos basados @égsplazamiento de analitos previamente
marcados. Hansen y colaboradores (2006) propusigr@@nsor para la deteccion conjunta
de trombina y lisozima en el cual emplegnantum-dotspara marcar ambos analitos
(Figura 1.19). Se inmovilizaron conjuntamente I@sameros para trombina y lisozima
sobre Au, y luego se los incubd con trombina yziis@ marcadas con particulas de CdS y
PbS respectivamente. Al incubar el sistema conudastna, si ésta contiene los analitos, se
produce un intercambio entre las formas marcadasvigmente inmovilizadas) y no
marcadas (provenientes de la muestra), liberandbsmedio los analitos marcados.

Finalmente se detectan electroquimicamente.

E -

Cd Pb

=

trombina lisozima

Figura 1. 19 Aptasensor basado en el reemplazogmopetencia (Hansen et al, 2006)

Otra opcién consiste en inmovilizar la moléculanbta o target a la superficie del
sensor. Un ejemplo para moléculas pequefias essbrsdesarrollado para neomicina
B. Al incubar con la muestra conteniendo el anal@baptamero se une al mismo
generando un cambio en la superficie que puedeesectado por impedancia faradaica
o0 SPR gurface plasmon resonang®e los Santos-Alvarez et al, 2007 y 2009).

d) Sandwich

Esta estrategia se usa habitualmente para la detede proteinas o moléculas de gran
tamafio porque el analito debe tener dos sitios ed®nocimiento diferentes. Se
inmoviliza sobre la superficie del sensor un apt@mese incuba con el analito. La
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deteccion se hace con un segundo aptamero queesa un sitio de reconocimiento
distinto del primero. En el caso de analitos peqeda estrategia es limitada puesto que
el primer aptamero “envuelve” practicamenttaagjet

Sin embargo, mediante una ingeniosa y no menosit¢eslaoconstruccion que involucra
al aptamero y su hebra complementaria es positilsaapa estrategia para cuantificar
moléculas pequefias. La Figura 1.20 muestra el éjetiepun aptasensor para adenosina
desarrollado por Zhang y colaboradores (2008). &alm electrodo de Au se
inmovilizan nanoparticulas (AuNPs) del mismo maetalina hebra de ADN simple
cadena (“sonda de captura”) mediante formacionrdaces S-Au. Por otro lado, se
arma una construccion que contiene el aptdmeraleeogina y AUNPs. La misma se
hibridiza con la sonda inmovilizada al electrodo ay continuaciébn se agrega
[Ru(NHs)g]®* el cual se une al ADN por interacciones electrastéat permitiendo
realizar la deteccion electroquimica. Cuando ettmdo finalmente se incuba con
adenosina se libera la construccion que tenia ladP& y también eJRu(NHz)s]*,

produciendo una disminucion de la sefial electrogpaim

::ﬁ’_':; hibridizacion
+ —

hebra
complementaria

l hibridizacion

electrodeposicion

l [reessaesissal
—_——
electrodo de Au electrodo de Au electrodo de Au

hebra
complementaria

:R:r nanoAu-Probe 2

Linker DNA
[Ru(NH 3)03"

[Ru(NH,) adenosina E;P

electrodo de Au electrodo de Au adenosina

Figura 1. 20 Aptasensor basado en el reemplazogmapetencia (Zhang et al, 2008)
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Ademas de las cuatro estrategias descriptas por JHawlaboradores, Walter y
colaboradores (2012) identifican otro principio denstruccion basado en una
propiedad estructural que poseen los aptameroaousEste en la reorganizacion de
fragmentos inducida por la molécula blanco (T#get-induced reassemBlyEl
aptamero se divide en dos partes que no interaettize si en ausencia del blanco. En
presencia del mismo se forma un conjugado corrésscomponentes. Este método fue
aplicado por Zhou et al (2011) para la detecciénataina (Figura 1.21).

) ler fragmento de aptamero 2] AUNPS

— 2do fragmento de aptamero

Figura 1. 21 Aptasensor basado en la reorganizaigidragmentos de ADN (TIR) (Zhou et al,
2011)

1.4.2 Deteccion “label free”

Muchos disefios de biosensores requieren la presdaain marcador para la etapa de
transduccion (ver Figura 1.1). Dependiendo del mddodeteccion, dicho marcador
sera un fluoréforo, una enzima, particulas magagt{ttmagnetic bead¥ una especie
electroactiva, etc. Sin embargo, la introduccién dercador puede afectar la
interaccion con el analito, particularmente cuasgl@mplean proteinas como elementos
de reconocimiento molecular (Haabs, 2003). Adensis procedimiento suma una
etapa mas en la construccion del biosensor.

La estrategia de deteccion tipo sandwich discytidgaiamente (ver 1.4.1) resuelve de
manera indirecta el primer inconveniente. Una eatizado el reconocimiento entre la
molécula inmovilizada y el analito, se lava el aish y se introduce una segunda
molécula marcada la cual se une al conjugado hdeipasible la deteccién con buena

sensibilidad.
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En cambio cuando se disefia una estratapel free,la deteccion directa del evento de
reconocimiento evita los inconvenientes menciona@ig ventaja adicional, es que
ademés de cuantificar, algunas técnicas experifeentomo QCM duartz crystal
microbalancg o SPR permiten determinar constantes de afingdzatametros cinéticos
a partir del andlisis del sensorgrama o curva sleuesta en funcion del tiempo (Daniels
y Pourmand, 2007). La técnica conocida como egspamipia de impedancia
electroquimica (EIS) también permite la detecciotraaés de una sonda redox en
solucion, y por eso se ha aplicado para el desadelsensores, basados en la estrategia
label free.La funcionalizacion de una superficie conductara an biomaterial se ha
empleado para la etapa de transduccién, permitiehdesarrollo de inmunosensores,
sensores basados en ADN o en enzimas. El trabdfatdey Willner (2003) ofrece una

amplia descripcion sobre los principios y aplicaei® empleando impedancia.

1.5 Motivacién y objetivos

Esta tesis, junto a la de M. Belén Ponce, inicicahino en un nuevo proyecto de
investigaciébn enmarcado en el Area Quimica de I&8Ncuyo interés ha sido desde su
creacion en 1996, el estudio de temas ambientaisterdgados en una solida base
disciplinar desde la quimica. Mas concretamentepgtivo general se orienta hacia la
deteccion y cuantificacion de analitos de intemé@biantal, en particular plaguicidas de
uso frecuente (deltametrina, imazetapir, entresptaotravés del disefio de biosensores

de base aptamérica con deteccion electroquimica.

La idea de iniciar una linea de trabajo experinestiaun nuevo contexto, conlleva en si
misma un gran desafio desde la perspectiva de manenarcha técnicas diferentes,
procurar los insumos, disefiar o adaptar dispositiyara medir con el instrumental
disponible, etc. Por otro lado, la necesidad damb$ar conocimientos provenientes de
al menos dos campos disciplanares bien establegJda®n largas trayectorias
consolidadas como son la electroquimica y la quwnde los acidos nucleicos,

constituye un desafio intelectual interesante.

En este marco de referencia, el objetivo especifatgpresente trabajo de tesis consistio

en estudiar de un modo sistematico la modificad®superficies de oro con secuencias
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de oligonucledtidos y la aplicacion de las mismésdeteccion de moléculas pequefias.
Se us6 como sistema modelo el aptamero desarrghadbluizenga y Szostak (1995)
para adenosina/AMP/ADP/ATP con el fin de explostrategias de desarrollo de seial

por técnicas electroquimicas.

Méas puntualmente todavia, si quisiera reflejarseums pregunta el objetivo de este
trabajo de investigacion, la misma podria formdadsl siguiente modq;es posible
para el caso de moléculas pequefas, transformaambio conformacional promovido
por el evento de reconocimiento entre un aptamengovilizado a una superficie de
oro y su analito, en una sefial electroquimica cifi@able en términos analiticod?s

capitulos siguientes intentan responderla.
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2.1 Métodos instrumentales

En esta tesis se han empleado distintas técniqaerimentales, la mayoria de ellas
electroquimicas, que permitieron caracterizar Istesas de deteccion objeto de
estudio. A continuacion se presenta una breve igegan del fundamento tedérico de las
mismas, la informacion que brindan, sus ventajéimigaciones como asi también el
instrumental necesario para su implementacion, ehdoi especial énfasis en las

aplicaciones.

2.1.1 Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas de potencial contoplagquieren del uso de un
potenciostato para mantener constante dicho palengi medir la corriente,
empleandose una celda electroquimica de tres @liestren la mayoria de los casos.
Dichas técnicas son seguramente las mas antigoagcidas, estudiadas y versatiles.
En general son de facil implementacién y el insgntal asociado es relativamente
econdmico en comparacion con otras técnicas insmtates. Hay disponibles
relevantes textos de referencia sobre los fundameeptlas técnicas electroquimicas
entre los cuales se encuentran los trabajos de Bdrdulkner (2000), Kissinger y
Heineman (1996) y Sawyer (1995).

2.1.1.1 Conceptos generales

Una reaccion de electrodo es un proceso interfagial necesariamente involucra un
paso de transferencia de carga desde o hacia pe#isie conductora. La reaccion de

electrodo comprende a todos los procesos (reaqcifimica, reorganizacion estructural,

adsorcion) que acompafan el paso de transfereec@mja. Se trata de un proceso
anodico si las especies son oxidadas perdiendtaies, o bien es un proceso catddico
si las especies son reducidas en la interfaz, ganaglectrones. Las especies
electroactivas pueden estar en solucién o formamaopelicula sobre la superficie del

electrodo o el material del electrodo en si mismo.

La siguiente ecuacion representa una reaccionede@llo general:

o —

O+ne —~=<—— R
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donde Oy R son las especies oxidada y reducida respectivamentes el nimero de
electrones. Dicha reaccidon involucra una secuedeigpasos que puede incluir el
transporte de reactivos hacia la superficie dalteddo, la transferencia de electrones y
la remocion del producto de la superficie del etetd. En consecuencia, la velocidad
del proceso estard determinada por la velocidadpdeb mas lento de la secuencia
(Bard y Faulkner, 2000; Pletcher et al, 2001).

La mayoria de las técnicas electroquimicas utilimaa celda de tres electrodos. El
electrodo de trabajqWE) es aquél donde ocurren los procesos electroqosniie
interés. En este tipo de celdas la corriente @rddsde el electrodo de trabajo por un
circuito externo y luego hacia electrodo auxiliaro contraelectrodoCE); el circuito

se cierra por el transporte de iones en la solu&bnoontraelectrodo debe tener un area
suficientemente grande (en la practica, mayor quéel electrodo de trabajo) para no
limitar el flujo de carga eléctrica. El tercer ¢fedo es eklectrodo de referenciéRE)

por el cual no circula corriente debido a su attpedancia; su funcién es controlar el
potencial del electrodo de trabajo.

Las medidas electroquimicas se han realizado engeslectrodos de trabajo (WE) de
dimensiones milimétricas (comerciales, laminas d® anacizo y electrodos
descartables). Los procesos electroquimicos qoertikigar en los mismos, pueden ser
descriptos mediante los modelos de electrodo piafigito y difusidon semi-infinita.
También se han empleado arreglos de electrodosindensiones nanométricas. De
acuerdo a la definicion operacional dada en eblibe Bard y Faulkner antes citado,
alguna de las dimensiones del sistema debe serrnoemo el espesor de la capa
difusional. Para una discusion mas detallada séersugonsultar las obras antes
mencionadas.

Para hacer mediciones con los electrodos de oawbpno vitreo comerciales se disefio
una celda de vidrio con una cubierta y tapa déndfFigura 2.1 (izq.)). Para las laminas
de oro macizo, fue necesario cambiar el disefiorarpatal de la celda, la misma se
muestra en la Figura 2.1 (der.). Dicha celda dértetonsta de un orificio circular de
1,6 mm de diametro para delimitar el 4rea de lasnas de oro a emplearse como
electrodo de trabajo. La misma consta de 2 piezdsfibn que se mantienen unidas por
4 tornillos pasantes (ver Figura 2.1 (der.)). Et&lodo de trabajo se inserta entre ambas

piezas formando un sandwich. El volumen maximo alectn es de 5 mL. Como
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electrodo de referencia se us6 en todos los cag#sg&I| (KCI 3 M), el contraelectrodo
es de Pt. Ambos se sujetan desde orificios realizad la tapa de teflon de la celda.

1 i . . - =

e
- }!4— '.

Figura 2.1 Celda para electrodos: electrodo comleiey.), laminas de oro macizo (der.)

El potenciostato es el instrumento que controjaoétncial entre el electrodo de trabajo
y el electrolito. El electrodo de trabajo normalieese conecta a tierra y el potencial se
mide respecto del electrodo de referencia. En ti@aafidad los potenciostatos permiten
aplicar distintas funciones de potencial al eletirale trabajo, generando diferentes
tipos de respuesta de corriente.

Los procesos electroquimicos generalmente no sanillss, y pueden involucrar varias
etapas que incluyen: procesos heterogéneos déetramsia de electrones, transporte de
masa, reacciones quimicas en fase homogénea qdernpestar acopladas, procesos
superficiales tales como adsorcion, etc. Un amsalisimpleto de cualquiera de estos
procesos electroquimicos requiere conocer cada pabadual. Como minimo es
necesario conocer la constante de velocidad estadacoeficientes de los procesos
gue involucran transferencia de electrones, el mnarde electrones involucrados vy, si
hay especies en solucion, los correspondientegcem@es de difusion.

Existe una amplia variedad de técnicas electrogaisndesarrolladas para determinar
los pardmetros cinéticos y termodinamicos de lasdienes de electrodo. La técnica a
utilizar dependera del sistema quimico y de larmficion que se desee obtener.

En este trabajo de tesis se utilizaron principatmematro técnicas electroquimicas:
voltametria ciclica, voltametria diferencial de qmjl voltametria de onda cuadrada y

espectroscopia de impedancia electroquimica. Arueention se describe brevemente el
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fundamento de cada una de ellas. Para mayoresledetaliede consultarse la
bibliografia citada previamente.

2.1.1.2 Voltametria ciclica

En la voltametria ciclica (CV) se aplica sobre istesna una variacion lineal del
potencial a partir de un potencial inicil. En cada momento, el potencial aplicadp,
responde a la ecuacion:

E=E°+vt (2.1)

El potencial se varia linealmente con el tiempana dada velocidad de barridg,
desde un valoE; a un valorE,, luego se puede regresar al mismo valor inkjal otro
valor Ez y asi sucesivamente (Figura 2.2). La velocidadatedo usada generalmente

se encuentra entre unos pocos ri\hasta 100 V&

pendiente, » ‘

Figura 2.2 Perfil de potencial en funcién del tiengara voltametria ciclica

Se grafica la corriente en funcién del potencidicagdo (el eje de potencial es también
un eje de tiempo), obteniéndose la curva intensakadorriente—potencigl vs. E)o

curva voltamétrica. La forma exacta de la mismaeddp del tipo de proceso que tiene
lugar en el electrodo de trabajo. Los limites deepcal definen las reacciones que
pueden producirse y la velocidad de barrido deré define la escala de tiempo en

la que se estudia el proceso electroquimico.
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En la préactica, las mediciones electroquimicas @gémente se inician con una
voltametria ciclica. La forma de la curvars. E., aporta informacion acerca de la
reversibilidad del proceso de electrodo. El arglde las mismas también permite
detectar procesos acoplados a los de oxidaciémlyce@n, por ejemplo adsorcion o
desorcion de una especie electroquimicamente activ@acciones quimicas acopladas
al proceso de transferencia de carga.

A continuacién se describe la técnica para espesisroquimicas en solucion y
también para especies inmovilizadas a la superfieleclectrodo, ambas modalidades

fueron empleadas en este trabajo de tesis.

2.1.1.2.1 Especie electroquimica en solucion

Nuevamente, para el proceso:

R

O+ne —=——

dondeO y R son las especies oxidada y reducida solubles, mmeo del analisis de la
curvai vs. E la corriente depende del control cinético y ddnal, observandose un
crecimiento de la misma a medida que el sobrepiaieaplicado aumenta, llegando a
un valor de corriente maximo o corriente de pigp uando el control de la reaccion
pasa de cinético a difusional. Dicha corriente ide ps un parametro caracteristico de
la voltametria. La Figura 2.3 presenta el voltagraabtenido para unaeaccion
reversibledonde se transfiere 1 &i el potencial se barre a través del intervaloda

se produce la reaccion de oxidaci@n— O, inicialmente, y como consecuencia del
cambio en el potencial aplicado, la oxidacionRden la superficie se ve favorecida y
por lo tanto la corriente anddica aumenta. La rmisontinda aumentando hasta que la
concentracion superficial se hace cero y por ltotéanreaccion pasa a estar controlada
por difusién. Como la concentracion superficiahsntiene en cero, y con el tiempo el
flujo hacia la superficie disminuye, la densidad ateriente también decae, y por
consiguiente la respuesta presenta un pigp Para el barrido de retorno, la reaccion de
transferencia electrénica en el electrodo es larsatO — R, por lo tanto la corriente
cambiara de signo. La corriente catodica pasariudeo a traves de un picgg, en un

proceso similar al descrito anteriormente.
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i/ pA
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Figura 2.3Voltametria ciclica tipica para ymoceso reversiblée una especie en soluciép”,

ip®, EQ, ip™: potenciales y corrientes de pico catddico y armdespectivamente

La respuesta de la voltametria ciclica para unecr@a de transferencia electronica de
una especie en solucion puede modelarse teniendaeegra la velocidad de reaccion de
la especie electroactiva en la superficie del eddat, su difusion y las posibles

reacciones acopladas en el seno de la soluciom@Nimn y Shain, 1964). El modelo

predice que la forma de la curva es independiertdadvelocidad de barrido de

potencial para una cupla reversible. El analisisadeoltametria ciclica puede conducir
a obtener pardmetros termodinamicos y el coefieidatdifusion.

Para el caso de una especie que reacciona muy régidla superficie de un electrodo

(caso reversible), el potencial formal para |la algd obtiene a partir de la ecuacion:
E%%r = (Ep” + EpY) /2 (2.2)

dondeE, representa el potencial de la corriente pico ysiegraindiceC y A a los
procesos catédicos y anddicos respectivamente.

El coeficiente de difusion puede determinarse gaafio la corriente de picg, en
funcion de la raiz cuadrada de la velocidad deidmrp, utilizando la ecuacion de

Randles-Sevcik, para una temperatura de 298 K:

ip=2,69.10n"? ADM V2 Cr  (2.3)
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donde la corriente de piépse expresa en Ampere (A), el area del electradm cn,

la concentracion de la especie electroactiva semb de la soluciog  tiene unidades
de mol cm?®, el coeficiente de difusiérDg se expresa enn? s* y la velocidad de
barrido de potencial; enV s*. La ecuacién 2.3 muestra claramente, que si é¢talors
difusional, la corriente de pidg varia linealmente cown’?

A partir de la forma del voltagrama experimentapsede comprobar la reversibilidad

del sistema. Para una cupla reversible, se cunyae q

> AEp = Epa—Epc = 0,059 V /n
> -ip” =i

> i,’ proporcional a2

> Ep, independiente de

En losprocesos irreversibleda velocidad de transferencia de electronesafigiente
para mantener las especies en equilibrio en lafaateelectrodo - solucidn, en
consecuencia la forma de la voltametria ciclicalanA baja velocidad de barrido el
sistema se comporta reversiblemente ya que el catiepotencial es lento y el sistema
tiene tiempo para que el material adyacente a parSaie del electrodo se equilibre
segun el potencial aplicado. A medida que la vdbtide barrido se incrementa, la
velocidad de transferencia electronica no se egaip#as concentraciones superficiales
del sistema redox no alcanzan a equilibrarse. fkmsia entonces, un retraso en la
aparicion de la corriente de pico. En consecueseiproduce una separacion de los
picos de potencial anddico y catodico, por lo taitpotencial de picdz,, depende de
la velocidad de barrido. Si el proceso es completdaenirreversible se observa la

ausencia de pico cuando se invierte el barridocotiengial.

2.1.1.2.2 Especie electroquimica adsorbida

Las propiedades del voltagrama de especies adasrla@gtan determinadas por el
namero de sitios sobre la superficie electronicaddose produce la adsorcion.
Consideremos el caso méas simple en el cual séldotasasO y R se encuentran

adsorbidas sobre el electrodo y son electroquingéoéenactivas en el intervalo de
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potencial de trabajo. En estas condiciones es lpodé@spreciar los efectos de transporte
de materia ya que las especies estan confinadasrerrfaz.

La Figura 2.4 muestra la forma de la curva coregutencial para un proceso
reversible. La principal diferencia entre el vol@aga de una especie adsorbida y una
especie en solucién es que los picos son simétyicnds agudos puesto que las cargas
asociadas con los procesos anodicos y catédicogsales.

AEp =0mV

\
___\ 2E,, =90mV

area = Q (Coulombs co?)

1/1p © \ f

-0.3 0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3

Figura 2.4 Voltametria ciclica tedrica para unaeepadsorbida sobre el electrodo,

comportamiento reversible (n = W&, 1,: ancho del pico a mitad de altura

La simetria de los picos ocurre porque sélo puedeeslucida la cantidad de react®o
presente sobre la superficie del electrodo. Laiee aumenta desde cero hasta la
corriente de pico y cae nuevamente a cero cuanag@aetlivo se consume totalmente. La
corriente de pico es proporcional a la velocidadbdeido del potencial. La carga
requerida para oxidar la capa adsorbida, repred@mar el area bajo la curva, puesto
que el eje de potenciales es también de tiempmdependiente de la velocidad de
barrido del potencial. Ademas la separacion engeicos de oxidacion y reduccion es
0 mV para un par con transferencia electronicadegpia que la difusion no interviene
en el proceso. Nuevamente, existen criterios dgnditico para el voltagrama de una
cupla reversible correspondiente a la transferedeidé dondeO o R se encuentran

adsorbidos sobre la superficie del electrodo, eltos
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>  JAE,= 0mV

> -ip” =i

’ ip proporcional a

> E, independiente de
> Oa = Qc

Teniendo en cuenta que el rango de potencial deaddserva una corriente faradaica
corresponde a un determinado periodo de tiempod®mmenciond previamente, el
eje de potenciales se convierte en un eje de tiemhmmnsiderarse la velocidad de
barrido), la carga total intercambiada puede olgengor integracion de la corriente en
funcion del tiempo. En virtud de la ley de Faradey,posible determinar la cantidad
adsorbida de la especie electroactiva integrandeokbgrama Q/nF = moles de
sustancia electroactiva depositada).

En el caso de usistema irreversibleel pico de ida no es simétrico y no se obserga pi
para el proceso inverso. Si el sistema fuera aeasirsibles, existe un pico de vuelta,
pero los picos no son simétricos y no coinciderplaenciales de pico.

Cuando una especie electroquimica se encuentra goithicamente al electrodo, éste
recibe el nombre delectrodo quimicamente modificadeste tipo de electrodos ha sido
extensamente estudiado por su aplicacién en datéhis comportamiento es similar al
mencionado anteriormente y la voltametria ciclicede ser analizada de la misma
manera.

Los procesos superficiales debidos a especiestadasrpueden estar combinados con

procesos asociados a especies que difunden desoled#&n.

2.1.1.3 Cronoamperometria

La cronoamperometria es una técnica en la cuatehpial del electrodo de trabajo se
cambia instantaneamente y se mide la corrienteisidn del tiempo. En la Figura 2.5
se muestra esquematicamente la perturbacion degulteaplicada al electrodo de
trabajo en funcién del tiempo. Al valor de potehcia no ocurre la reaccion

electroquimica.
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—
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Figura 2.5 Potencial en funcién del tiempo paraxperimento de cronoamperometria

Para una reaccion dond@®y R son las especies oxidada y reducida respectivamente
ambas presentes en la solucion:

o —

O+ne —~=<—— R

y E; es tal que la reduccion @&transcurre a una velocidad controlada por difusebn,
proceso queda caracterizado por las leyes de Hiokoniendo las siguientes

condiciones de contorno:

parat =0, Co (x,0) = Co’
parat > 0, x—oo Iim Co (x,t) = Co’
Co(0,)=0

dondeCo es la concentracién d@ en el seno de la solucién. Inicialmente (t =0) la
concentracién deD es uniforme Co = Co ), luego de aplicar la perturbacion, la
concentracion de la especi@ sobre la superficie del electrodo se agota. En todo
momentoCo = Co lejos del electrodo (difusién lineal seminfinitd)as ecuaciones
pueden ser resueltas aplicando la transformada dplade a la expresion
correspondiente a la segunda ley de Fick, pernditiesbtener las expresiones para el
perfil de concentracion de la espe€een funcidén del tiempo y de la distancia. La

dependencia de la corriente con el tiempo viena gad:
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i =nFAD, [aa(;o} (2.4)
x=0

gue lleva a la respuesta cronoamperométrica coaa@cicho la ecuacion de Cotrell:

- nFAD,"’C.’

T 8O

dondei es la intensidad de corriente,el niUmero de electrones intercambiados en la
reaccion,A es el area del electrod®o es el coeficiente de difusién de la especie
electroactiva, en este ca€p F la constante de Faradayt el tiempo. Esta ecuacion

relaciona la corrienté cont Y2 A partir del gréaficoi vs.t 2

puede obtenerse el
coeficiente de difusion de la espedi2 Para obtener informacion confiable es
recomendable analizar los datos de corriente enamplio intervalo de tiempo.
Teniendo en cuenta que a tiempos cortos aquelths dsminados por los procesos de
carga de la doble capa electroquimica y, a tiempagps estan determinados por
conveccion natural y posibles vibraciones.

La forma del transitorio de corriente depende igel tle proceso que esté controlando la
velocidad de la reaccion de electrodo. En la Figuéase muestran distintos tipos de
transitorios posibles. Cuando la reaccion estarolaata por difusion, la respuesta
corriente - tiempo tiene la forma de la curva dadala Figura 2.6 a). Cuando la
reaccion esta controlada cinéticamente la respdestarriente es del tipo representado
en la curva h)Cuando la constante de la velocidad de la rea@idpequefia (o cuando
el valor dekE, impone un sobrepotencial muy bajo para la reacci@rgoncentracion de
la especigd no cambia de manera significativa ya que el po&raplicado no es muy
grande y por lo tanto la difusién no es relevardeapdeterminar la velocidad de la
reaccion. En una situacion intermedia entre ambmsos se tiene el transitorio
correspondiente a la curva @n la cual la velocidad de transferencia de card@a y
velocidad de difusion son comparables y la coreierde en el tiempo, pero de una

manera mas suave. En este caso el sistema se &aduggo control mixto.
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t/

Figura 2.6 Corrientgs.tiempo para experimentos de salto de potenciabtyol

difusional, b) control cinético, ¢) control mixto

2.1.1.4 Voltametria diferencial de pulso

En la voltametria diferencial de pulso (DPV) elrishr de potencial no se realiza de
forma lineal como en la voltametria ciclica, singecse aplica un perfil caracterizado
por pulsos de potencial de baja amplitud (Figura. 2.

En esta técnica se toman dos medidas de corrienteagda pulso de potencial aplicado,
la primera de ellas a tiempl inmediatamente antes del pulso, y la segundenapbor,
justo antes de la finalizacién del pulso. En efiiemé medicion, la corriente capacitiva,
correspondiente a la carga de la doble capa, ya ltalido a cero (Figura 2.8), haciendo
que la corriente medida sea netamente faradaicaedie forma, la técnica gana
sensibilidad respecto de las técnicas no pulsaltdsregistro del experimento
corresponde a un grafico de la diferencia de auei@i = i(t) —i(t") en funcién del

potencial base.

P dE/dt
=" velocidad
— de barrido

\_r\(,_

/"

(
p)

Figura 2.7 Programa de potencial en un experimgaimltametria diferencial de pulso
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Potencial aplicado (E)

7= R:Cy t t

Figura 2.8 Decaimiento de la corriente de cargia dieble capa luego de la aplicacion de un

pulso de potencial

La forma de la funcidn respuesta y la altura deb ueden tratarse cuantitativamente.
Desdet = 0 hasta la aplicacion del pulso de potenciata’, el potencial corresponde

al potencial basg. A mayores tiempos, el potencialles 4E, dondedE corresponde a

la altura del pulso. El periodo de preelectrolisigpicamente es entre 20 y 100 veces
mayor que la duracién del pulso- 1. De esta forma, la preelectrdlisis establece una
capa difusional gruesa, y el pulso sélo es capanathficar una pequefia parte de ésta.
De hecho, el experimento puede aproximarse asumigqud el pulso no distingue el
perfil de concentracién al inicio de aquel corregpente a la concentracion del seno de
la solucion. En consecuencia, la funcion de lalpoglisis es establecer la condicion
de “concentracién aparente del seno de la solu@ara cercania del electrodo. De este

modo la técnica gana en sensibilidad respecto deltiametria ciclica.

2.1.1.5 Voltametria de onda cuadrada

La voltametria de onda cuadradsgare wave voltammetnSWV) combina los
mejores atributos de los métodos voltamétricos wWleop una buena linea de base, la
sensibilidad de la voltametria diferencial de pulko capacidad diagnéstica de la
voltametria normal de pulso y la habilidad paraacw@rizar productos de manera
directa. También permite medir en un amplio rang@sktala temporal como en el caso
de las técnicas polarograficas de pulso. La forelgdiso puede ser interpretada como
un caso particular de la voltametria diferenciapdiso (DPV, Figura 2.8) en el cual el
periodo de preelectrdlisis y el pulso son de ighaacion, y éste tiene la direccion
opuesta al barrido aplicado. La interpretacionagerésultados se facilita considerando
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la forma de la onda como un barrido en estado iest@o, al cual se sobreimpone un
doble pulso simétrico, uno en la direccion diregtatro en la inversa, tal como se

muestra en la Figura 2.9:

potencial i i | i
I . | . I . ]
E — ciclol -== ciclo2 —=+= ciclo3 —=
I I ] ]
I | 1 1
o —
i sentido ; ——y
directo : J_.
I
AFE A = fa— I
E, =t 1 1 |
0 i (-
——Cd—___ isentido
inverso
tiempo

Figura 2.9 Esquema de la forma del pulso y medied8WV

La onda cuadrada se caracteriza por una alturalde 4#E, y un ancho de puls, el
cual puede ser expresado en términos de la freleudeconda cuadrada= % t,. El
estado estacionario tiene un valor4lg al comienzo de cada ciclo, siendo la velocidad
de barridov = 4E42 t,= f 4Es. La corrientei se mide 2 veces por ciclo, al final de cada
pulso. La corriente direciase mide al comienzo del primer pulso de cada @olda
direccion del barrido. La corriente invernsase mide al final del segundo pulso en la
direccién opuesta. La diferencia entre ambas auaseesti = i - .

Dado que la capa difusional no se renueva al imieicada ciclo, la condicion inicial de
la misma es el resultado de su evolucidén en losoguprevios. Dicha capa es funcion,
no solo de la forma de la onda aplicada, sino dariética y los procesos quimicos
asociados al electrodo.

Sea nuevamente una reaccion de electrodo con ntécei reversible:

O+ne —=<=—— R
donde la solucién contiene sélo la especie O. Emmial inicialE; se selecciona a un

valor mas positivo qu&® de modo que el perfil de concentraciones sea nméfaal
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inicio del barrido. El experimento es suficienteteemapido para considerar un
comportamiento de difusién lineal seminfinita dedm@ue vale la segunda ley de Fick
para ambas especies O y R. La forma de la ondatdaeqal aplicado se relaciona con
la concentracion a través de la ecuacion de NeSastonsidera dicha onda como una
serie de ciclos sucesivos desde m=1 en adelante.

El voltagrama alcanza un maximo &, = E°+ RT/NnF In(Q¥Do)*? y tiene una
corriente pico adimensional,?,, que depende de 4E, y 4Escomo se muestra en la
Figura 2.10

1.0 —

A

0.5

\J

0.0

v,

05 | I |
0.2 0.0 -0.2 -0.4

n (E=Eyp), V

Figura 2.10 SWV para una cupla O/R reversiblejameente R = 04y corriente directady,

corriente inversajy diferenciavs.eje de potencial “reversiblé®, = E°+ RT/nF In(Qy/Do)"?

La expresion pardi, es:

nFADd’>Co
=———— " AY_ (2.6)
12
p n:ljztpl p

Para analizar la corriente de base, se empleasghoniratamiento aplicado para DPV.

Ai

Sit, es cinco veces mayor que la constante de la aeddse observa contribucion de la
corriente de carga a las corrientes individuales procesos faradaicos controlan el
limite de deteccion en SWV. En electrodos sélidosde ser medible el efecto de la
corriente directa e inversa pero se suprime de raagfectiva al hacer la diferencia

entre ambas.
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Con respecto a las aplicaciones, al igual que lawetria ciclica, SWV posee una gran
capacidad diagnéstica especialmente cuando seamddis corrientes directa e inversa.
La técnica permite obtener informacion sobre lax@sos de electrodos para un amplio
rango de potencial en un tiempo acotado. La vertajarespecto a CV es la supresion
de la corriente de base, por lo tanto, es posileldima concentraciones menores que las
requeridas para una voltametria ciclica. En unidgem@mplio SWV es mejor que CV
para evaluar parametros cuantitativos para sisteenasos cuales se conocen los
mecanismos. Una de las debilidades de SWV con ces@e CV, es que resulta
intuitivamente mas dificil de interpretar en térosrmuimicos que CV. Ademas en CV
el barrido inverso cubre un amplio rango de potdndiecho que permite detectar
procesos que estan separados por una brecha deipbteas grande. Finalmente, CV
cubre una mayor escala de tiempo que SWV.

Para hacer analisis cuantitativo, SWV es generakmkn mejor opcién en cuanto a
métodos de pulso. Las respuestas mas reprodugilsi@s mejor limite de deteccion se

obtienen en general con el electrodo gotero deurerc

2.1.1.6 Impedancia

En voltametria ciclica y en cronoamperometria stesia es alejado del equilibrio
mediante barridos y saltos de potencial respecevéen y, frente a dichas
perturbaciones, se mide su respuesta. Cuando séeamipecnicas basadas en el
concepto de impedancia el enfoque es diferentetseluce una perturbacion mediante
una sefal alterna de pequefia magnitud y se oblsefoana en que el sistema sigue la
perturbacion en estado estacionario.

En la espectroscopia de impedancia electroquir(id®, Electrochemical Impedance
Spectroscopy se mide la impedancia de la celda en funcidéradecuencia de la
fuente AC f). Las medidas se interpretan en términos de ucuitor eléctrico
equivalente, conformado por resistencias y cap&sioque busca describir el
comportamiento del sistema.

La técnica emplea una sefial de excitacion de Ioapditad y se basa en el hecho de que
a bajos sobrepotenciales, la relacion corrienptencial es practicamente lineal. En
esas condiciones, una excitacion de frecuencia2nf genera una corriente también de
frecuenciaw. Por otro lado, un sistema que no posee una éelaciE lineal, presentara
una respuesta distorsionada no sinusoidal, quenassuperposicion de sefales a

frecuencias, 2 o, 3 ®, etc.
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Por lo tanto, en un sistema que se comporta liresgtknel potencial aplicado y la

corriente resultante se pueden expresar como:

E = Eysen(ot) (2.7)
I =1psen(ot + ¢) (2.8)

donde Ey e lp son las amplitudes del potencial aplicado y la iente resultante
respectivamente, mientras ques la constante de fase entre la corriente y ehpal.
Puesto que la respuesta que se obtiene se analiza Ia base del circuito eléctrico
modelo que mejor describe el sistema electroquiraicestudio, es necesario conocer
como se comportan los elementos de un circuitddrarperturbaciones alternas como

las descriptas.

- Resistenciaconsiderando valida la ley de Ohi £ IR), la corriente resultante és

(E/R) sendt), es decir que no se desfasa respecto del potépcidd).

- Capacitor:para un capacitor puro se cumple que C (dE/dt)y por lo tanto:

| = w CE cos ¢t) = w CE sen@t+x/2) (2.9)

La corriente esta desfasadaz#n respecto del potencial. En este caso para sicglifi
el tratamiento matematico se utiliza notacién cajapl De esta manera, se puede
expresat como:

E =-j/(wC)I (2.10)
dondej=+-1.

- Resistencia en serie con un capacitor (circuitd & serie):al aplicar un potencial

alterno, éste debe ser igual a la suma de lasscaideada uno de los elementos:

E=Er+Ec
E=I(R-jiwC)=1Z (2.11)
dondeZ es el vectormpedanciague relaciona el potencial con la corriente. Eimuse
puede representar como:

Z(®) =Zre~ jZm (2.12)
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donde Zre ¥ Zm son las componentes real e imaginaria de la immpeaan
respectivamente. En este cagdg,= Ry Zm = 1/ »C.

La impedancia es un tipo de resistencia generaljzadecuacion (2.138s una version
generalizada de la ley de Ohm. El angulo de fasexpresa el desfasaje entre los
componentes resistivos y capacitivos del circuit@@rie. Para una resistencia pyra,

0, y para una capacidad pura,= #/2. Para mezclas de ambaog,toma valores
intermedios.

La variacion de la impedancia con la frecuencigwssde visualizar de dos formas. En
un gréfico de Bodese presenta la variacion t®y (|Z|) y de ¢ en funcién de lodw).
Una forma alternativa es emplear grafico de Nyquisten el que se muestra la
variacion deZ, en funcion deZg. para diferentes valores de En la Figura 2.11 se

presentan ejemplos de cada uno de estos graficasupacircuito RC en serie y en
paralelo.

a) b)
Grafico de Nyquist Grdfico de Nyquist
o
R=1000 %

Zx1
% e N
50 ~——g.
H
Ce1yF o /{0'
— = ;
R=1000 it

C=1pF o,

2
e 0 we 2

Grdfica de Bode Grdfico de Bode

log 2| ®

Figura 2.11 Graficos Nyquist y Bode para un cieiC, a) en serie; b) en paralelo

A veces es mas util analizar los circuitos en téamideadmitancia Y, que es la inversa

de la impedancidl/Z, y por ende representa un tipo de conductancia.

Una celda electroquimica puede ser considerada aamaircuito equivalente de

resistencias y capacitores por los que circulaisama corriente, con la misma amplitud

y angulo de fase que en la celda real, bajo una dacitacion. Un circuito
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frecuentemente empleado e<ietuito de Randlesque se muestra en la Figura 2.12 a).
En él, la capacidad de la doble capa se represemt@ un capacitor purdzy. El
proceso faradaico no puede ser descripto por eleafe un circuito tales como
resistencias y capacitares, cuyos valores son émdiggntes de la frecuencia, por lo que
se representa mediante una impedancia geZeple est&n paralelo con la capacidad
de la doble capa. La impedancia faradaica puedegseptarse como una resisterigia
en serie con una pseudocapacita@jaOtra manera de representarla es separandola en
un término de resistencia a la transferencia dgadyr y un segundo término conocido
como impedancia de Warbugg, el cual puede ser interpretado como una resistencia
la transferencia de masa (Figura 2.12 b)). Ambasités dependen de la frecuencia.

La impedancia de Warburg se introduce como un elerael circuito equivalente si el
sistema cumple la condicion de difusion lineal seéimita, en la practica corresponde al
caso de un electrodo plano infinito. Finalmentegkistencia de la soluciéR, esta en

serie con el conjunto mencionado, ya que todaraette (. + is) debe pasar la misma.

——
|1
I
Ry Cy
—
—
(@)
R, Cy R,

2

Figura 2.12 a) Circuito equivalente de una celdaldetroquimica (circuito de Randles) frente a

una pequefia perturbacion sinusoidal; b) represéntde la impedancia faradaica

Cuando una corriente sinusoidal pasa a travésidgkdancia, el voltaje es:

E=iRs+q/Cs (2.13)
dE/dt = Rsdi/dt +i/Cs  (2.14)
si la corriente es:
i=Isen @t) (2.15)
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se llega a:
dE/dt = R;lw cos (t) + (I/Cs)sen t)  (2.16)

Para el sistem@ + ne - R donde O y R son especies solubles, el potendi@pEnde
de:E =E[i, Co(0,t); Cr (O,1)].

Reemplazando en (2.16):

dE _ (6Ej dl{ JE }dCo(O,t)J{ 0E }dCR(O't) (2.17)

dt dt |0G,(0,0)| dt dC,(0,0] dt
di _ dC,(0,t) , dC.(0,t)
E - Rct :80 dt + IBR dt (2-18)

oE
Rct = (_tj (2-19)
Co(0,1).Cr(0t)

[ eE
Fo _{aco(o’t)l,q{(m) (220

[ eE
e _[aCR(O’t)l,co(m) 221

Los parametroRct, o Y r dependen de la cinética de la reaccion en elrebbxt

Aplicando condiciones de contorno y transformadaajdace se llega a:

C,(0,t)=C, + + (sem t cosw t) (2.22)

I
nFAJ2D,w

C(0,t)=C_+ + (sem t cosw t) (2.23)

I
nFA/2Dw

dC,(0,1) _ |
dt  nFA\2D,

(serwt+ coswt) (2.24)
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dG: O,y __ | w (serwt+coswt) (2.25)
dt nFA\ 2 Dy

De donde reemplazando en la ecuacion (2.18) senabti

= ‘[F{t +£j lweosat + | oy wsenwt (2.26)

dt Jow
siendo
_ 1 B _ B
“‘nm{ﬁ JHJ @20

Comparando con la ecuacion (2.16) se obtiene:
Rs= Rer + dlw™? (2.28)
Cs= low'? (2.29)
La evaluacion d&s y Cs depende de la relacion enRer, Lo Y Gr.
Es posible también obtener parametros cinéticoarar ple medidas de impedancia.

Cuando se aplica una pequefia perturbacion sindseitdatorno al potencial de

equilibrio, la relacién entre la corriente y el sgfiotencial:

i :nFAkO[CO(o, e EE) _ ¢ (0, f g NE E‘”} (2.30)

se puede linealizar:

ne RT[co(o,t)_ CR(?,t) L

2.31
FIL G Cr J .
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derivando la ecuacién (2.31) con respecto al tierspoobtienen los siguientes
parametros:
Rer= RT/(Fio)  (2.32)

Po =RT/(FG*) (2.33)

Gr=RT/(F&G*) (2.34)

R=——=R,=— (2.35)

De modo que la corriente y k° pueden ser evaluagi@sdo se conocensig Cs.

Las ecuaciones (2.28) y (2.29) predicen gde/R/ (©Cs) son lineales con respecto a
»*? siendoo la pendiente de ambas rectas:

g=—R1 L .1 | (230
F2AaV2\ CJD, C./D:)

R(’I
Z , -
R [ % R,
1
wCy
R, pendiente o

w—‘!,’E

Figura 2.13 Dependencia dg YR1/(oCs) con la frecuencia; inserto: circuiRr en serie con

impedancia de Warburg

55



Capitulo 2. Materiales y métodos

El términoo = 1 / (/2 Yo) donde Y% es la admitancia, como se menciond

anteriormente. Este parametro es calculado habiardgke por los programas que hacen

el ajuste de datos con un circuito equivalente.

La impedancia total de la celda, de acuerdo camr@lito equivalente que muestra la

Figura 2.12, posee una componente real y una coemp® imaginaria:

Rut+ =
Zge=Rot Jo z (2.37)
2 2 ag
(Cow+1) +arC, (Rt+@j

) :a;c:d(&+\/0;_))2+&(\/acda+1)

" (oo rac(Re

(2.38)

A partir del grafico d&, vs. 4 para las diferentes frecuenciaggrafico de Nyquist),
se obtiene informacion quimica sobre el sistemestudio. En particular, hay dos casos
limite que resultan de interés: las medicionesjasbfiecuencias, donde predomina el
control por transferencia de masa (control difuaipy la regién de altas frecuencias,
controlada por la transferencia de carga:

> Bajas frecuencias

A partir de las ecuaciones anteriores, las expnesipar&r y Zn, resultan:

Zee= Ry + R+—=  (2.39)

Jow
Z = % +20°C,  (2.40)
w

combinando ambas expresiones se tiene:

Zm=Zr-Ro-Rer+20°Cq (2.41)
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Acorde con la ecuacion (2.41), el grafigg vs. &debe ser una recta de pendiente igual
a 1, cuya extrapolacién con el eje xRs+ Rer - 20° Cy tal como se muestra en la
Figura 2.14:

Figura 2.14 Grafico Nyquist para bajas frecuencias

» Altas frecuencias

Para altas frecuencias la impedancia de Warburtgprs@ despreciable frente a la
resistencia a la transferencia de carga. La impealan viene dada por la ecuacion
(2.42):

e R
=R (g @

donde
_ R
Z. =R +—3%___ (2.43
Re R} 1+ ZCdZR:tZ ( )

WCyR/’

Z =—F = 2.44
Im 1+ a)zchth ( )

Combinando ambas expresiones se llega a:

(Zr— Ro- Retl2 ¥ + Zim” = (Re1/2)’ (2.45)
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De acuerdo con la ecuacion (2.45) al grafiGarvs. 4 se obtiene un circulo centrado
en zr = Rqa + Rei/2y Zim = 0, cuyo radio eRc1/2. La Figura 2.15 muestra el grafico y

el circuito equivalente para altas frecuencias.

me Ca
. i
— AM—— . I
-
W= 1/R£.er
(6] w
o0 0
RQ RQ + RCI ZRe

Figura 2.15 Grafico Nyquist y circuito equivaleliteserto) para altas frecuencias

En general, los sistemas que se estudian en lagargaresentan graficos de impedancia
donde se combinan los dos casos limite analizaBmgir@ 2.16). Incluso, ambas
regiones pueden no estar bien definidas. El fadébderminante es la resistencia a la
transferencia de cargacry su relacion con la impedancia de Warburg, la asl

controlada poo.

control control por

cinético transferencia
de masa
frecuencias mayores

I
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I
|
|
|

ZRe

Figura 2.16 Grafico de impedancia para un sistde@requimico
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Elemento de fase constante (CPE)

En algunos sistemas reales el arco del circulo gdéfico Nyquist presenta una
desviacion hacia abajo respecto del eje x (FigufZ)2 La misma se atribuye a
diferentes fendmenos relacionados con inhomogetesddel sistema en estudio. Se
introduce entonces el elemento de fase consi@Rte (Constant Phase Element) al
circuito, el cual no posee una explicacion fisictuitiva. Matematicamente CPE se

expresa comao.
1/Z=Y=Q° (jo)" (2.46)

donde Q° es numéricamente igual a la admitancigZ|(1parae® = 1 rad.g. En
consecuencia el angulo de fase de CPE es indepéndie la frecuencia, lo que da
origen a su nombre, y su valor es — ®0Sin = 1 el elemento de fase constante se
asemeja a un capacitor ideal, en la practica quorekeria al caso de una superficie
plana perfecta, como por ejemplo Hg (lig.). Para0,5 se tiene un electrodo poroso y
si 0,5 <n< 1 la superficie es rugosa. En general el valar se encuentra entre 0,8 y 1.
La rugosidad de la superficie es una de las foeamhomogeneidad del sistema que
explica el elemento de fase constante. Otro fad®rinhomogeneidad puede ser
atribuido a la velocidad de reaccion sobre el spelct Las distintas caras de un metal
policristalino o la superficie del carbono vitrefsegen sitios activos con energias de
activacion diferentes. El estado de oxidacion dedtomos de carbono superficiales

también puede afectar la velocidad de reaccién.

Figura 2.17 Gréfico Nyquist mostrando el elememdate constante (CPE)
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2.1.1.7 Instrumentacion

Las mediciones electroquimicas se realizaron cgigelente instrumental:
- Lab. Electroanalisis — UNGS:

PGSTAT 10 EcoChemie. Las mediciones de CV, SWV ¥ BB hacen empleando el
sotfware GPES.

- Lab. Dr. Fernando Battaglini - FCEyN-UBA:

PGSTAT pAUTOLAB type Ill EcoChemie, ademas del software GREpara las
mediciones y analisis de datos de impedancia séearspprograma FRA.
Potenciostato TEQ 02

Bi-Potenciostat PINE Instrumental Company Model AHES

2.1.2 Balanza de cristal de cuarzo con disipacion

Los experimentos fueron realizados con un equipBe@se Instrument (QCM-D, Q-
Sense E1, Suecia), provisto de un mdédulo para oparflujo (Q-Sense Flow Module,
QFM 401). El volumen minimo de muestra que requeieelda de medicién es de 300
uL, el rango de temperatura de trabajo es 15 a @@ olado por el software, con una
estabilidad de + 0,02 °C. La celda de medicion $écau sobre una mesada
antivibratoria. Para trabajar en flujo se emplaé bomba peristaltica ISMATEC, ISM
596D Glattbrugg, Switzerland. La adquisicion y @igalde datos se realiz6 empleando
el software con que es provisto el instrumento.

Se usaron sensores comerciales que consisten emstat de cuarzo (5MHz, AT-cut)
de geometria circular (14 mm de diametro) con remiénto de Au de 0,3 mm pulido
hasta lograr una rugosidad inferior a 3 nm (QSX).3binediatamente antes de usar el
sensor se limpia conz@ luz UV durante 15 min. Se midié la respuestasaelsor en el

3* sobretono debido a la mayor sensibilidad del equip

La limpieza del sensor para su reutilizacion se lEamergiendo el mismo en una
solucion de HO:NH3z 25%:H0, 100 v (5:1:1) a 75°C, 20 minutos, luego se enjuzgd

H.O MilliQ, y se secd con Ng). j Trabajar en campana, solucién muy corrosival!

En el capitulo 5, se presenta una descripcion tickaca y sus alcances.
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Las medidas fueron realizadas en el laboratoriodjuge el Dr. Fernando Battaglini
(Depto. de Quimica Inorganica, Analitica y Quimiesica, INQUIMAE, FCEyN-
UBA).

2.2 Materiales y procedimientos experimentales

2.2.1 Secuencias oligonucleotidicas

Todas las secuencias de ADN empleadas en estejotréiieron sintetizadas y
purificadas por desalado o HPLC por Sigma-Gend$$#,.

La secuencia del aptamero que reconoce ATP/AMP¢eitean reportada por Huizenga
y Szostak (1995) posee 27 nucleotidos (Mr 8076 Jlyl¥s la siguiente:

5'-ACC TGG GGG AGT ATT GCG GAG GAA GGT-3

Se emplearon las siguientes modificaciones (extseBi@ 3") de dicha secuencia

también disponibles comercialmente:

5Ts-Apt: La secuencia tiene 5 fosforotioatos eex¢temo 5 seguidos de 5 timidinas

(T) adicionales combnkers:

5-TsTsTs TsTsT TTT TAC CTG GGG GAG TAT TGC GGA GG¥GG T-3
(My 11607,1 Da)

T-Apt: La secuencia tiene 5 timidinas adicionalesiolinkersen el extremo 5’

5-TTT T TA CCT GGG GGA GTA TTG CGG AGG AAG GT-3
(M, 10006,2 Da)

Cs-S-S-G-Apt: La secuencia tiene un puente disulfuro (-ptBHdo al extremo 5’ del

aptadmero a través de una cadena de 6 atomos dmoarh timidinas adicionales como

linkers:
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5'-CHs-(CHy)5-S-S-(CH)s-TTT T TA CCT GGG GGA GTA TTG CGG AGG AAG
GT-3'
(M 10334,4 Da)

Secuencias complementarias del aptamero que reeohoE

Se utilizaron 2 secuencias complementarias a laese@ delApt-ATP de diferente
longitud:

C11: 5-CTC CCC CAG GT-3' (M, 3253,2 Da)

C27:5-ACC TTC CTC CGA AAT ACT CCC CCA GGT-3’ (M8076,1 Da)

Secuencia scramble
Esta secuencia posee los 27 nucleétidos del appddesarrollado por Huizenga y
Szostak pero ordenados al azar, en el extremo éepasmodificacion disulfuro para

permitir el anclaje al Au:

5'-CHs-(CHp)s-S-S-(CH)s-ACG AAG GGC GGG GGT AGG GTA TTT ACG-3’
(M, 8815 Da)

Secuencia poliT

Para explorar el anclaje a la superficie de Au mirandos las interacciones
inespecificas se emple6 una secuencia corta denidintas (poliT) con distintas
modificaciones para unirse al Au:

poliT (inespecifico): TTT TTT T (M 2067,3 Da)

poliT fosforotioato: TSTT TTT T (M 2083,3 Da)

poliT disulfuro: CH-(CH2)s-S-S-(CH)e-TTT TTT T (M, 2395,5 Da)
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2.2.1.1 Reduccién del enlace disulfuro (-S-S-)emuencias oligonucleotidicas

Se hizo reaccionar la secuencia oligonucleotidicee gosee el grupo -S-S-
(concentracion final @M) con TCEP, tris-(2-carboxietil)fosfina (concerti@n final 1,5
mM) a temperatura ambiente y oscuridad durante Zaggando ocasionalmente (Baker
et al, 2006). Para otra concentracion de ADN maamntena relacién de concentracion
oligonucle6tido: TCEP de 1:1000. El producto dedaccion (Figura 2.18) se usoé sin
purificar (Getz et al, 1999).

o]

(@]
HO /_>‘OH HO /_>—OH
(@]
© -SH+H$m©o+a%ﬁ¥-

CH3(CH2)5-S-S-0“90 + P > CH3(CH2)5 =)

o o)

Figura 2.18 Reaccion de reduccion del grupo disollftS-S-) por TCEP

2.2.2. Sintesis de N-{2-[(3-mercaptopropanoil)amietil}ferrocen-1-carboxamida
(3MPAFc)

Para explorar la sefial electroquimica del grupméeno (Fc), se sintetiz6 el compuesto
de N-{2-[(3-mercaptopropanoil)amino]etil}ferrocenebrboxamida (3MPAFc), a partir
de acido 3-mercaptopropionico (3-MPA), etilendiamiy carboxiferroceno segun se
muestra en la Figura 2.19. Se purificé por cromatidg en columna de silica gel y se
verifico su estructura por RMNH.
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< = <\
Fe o F ° b Fe ©
== DCC / NHS @e Dioxano P NH,
—_— —_—
Dioxano NH
H,N 2
(1) 2 /\/ )
(exceso)

)

HS OH
DCC / NHS HS O—N
—_— Et,N / Dioxano
_\_< Dioxano _\—<
: J
(0] o)

3)

Figura 2.19. Esquema de sintesis de N-{2-[(3-mm@ogaopanoil)amino]etil}ferrocen-1-
carboxamida (3MPAFc)

a) Activacion del carboxiferroceno (1):

Reactivo Origen Moles (1) | Cantidad
carboxiferroceno Aldrich 2,2 0,50¢g
DCC (1,3-diciclohexilcarbodiimida) Aldrich 2,4 0,80
Dioxano Aberkon 25 mL
NHS (N-hidroxisuccinimida) Aldrich 2,7 0,31 g

Se disolvieron 5,0 mL de DCC en dioxano. Se aggega a gota bajo atmdésfera de N

y durante aproximadamente 30 minutos, una solugdcarboxiferroceno y NHS en 25

mL de dioxano. Se agito la mezcla a temperaturaeateopor 20 horas, bajo atmdésfera
de N.. Se observé la formacion de un sélido blancojlsé # se descartd dicho sadlido.

Se evapor0 el solvente a presion reducida, obtéogenun sélido naranja (1). Se
purificd por columna de silica gel sembrando eldues disuelto en CHGIMeOH 99:1.

Como solvente de elucién se utilizé6 CH®eOH 99:1. Rendimiento: 96%.
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Rf. 0,40 en CHGICH3OH, 99:1

b) Obtencién del compuesto 2:

Reactivo Origen, pureza cantidad Moles {110
FCNHS sintesis 0,69¢ 2,12
etilendiamina Aldrich 99% 1,279 21,2

En un baldn se agreg6 el compuesto FCNHS disuelticxano, y la etilendiamina. Se
tapo el balon y se dej6é agitando bajo campanad dmoximadamente. El avance de la
reaccion se siguié por cromatografia en capa dalgsolvente CHGICH3;OH:EN
4:1:0,1.

c) Obtencion del compuesto 3:

Reactivo Origen, pureza cantidad Moles {110
3-MPA (4cido 3-mercaptopropiénico Aldrich 99% 0/3L 4,24
DCC (diciclhexilcarbodiimida) Aldrich 99% 0,879 24,
NHS (N-hidroxisuccinimida) Aldrich 98% 0,499 4,24
2 Sintesis 0,159 2,12

En un bal6n se resuspendioé el compuesto 2 en 2@endioxano. Se agregdé NHS y
DCC disueltos en 5 mL de dioxano y se agreg6 3-MRAelto en 10 mL de dioxano.
Se tapo el baldn y se dej6 agitando bajo campdrsaa2emperatura ambiente. Se siguio
el avance de la reaccion por cromatografia iguel @uel paso anterior. Se evaporo el

solvente. Se purificd por cromatografia en columeailica gel.

Rf: 0,6 en CHCI»:CH3;0H, 5:1
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'H-RMN (CDCk / TMS) @ ppm): 3,69 (m, 1H, §; 2,80 (m, 2H, t); 2,38 (m, 2H,
Ho); 3,50 (m, 2H, H); 3,69 (m, 2H, K); 4,57 (t, 2H, H, Hy); 4,34 (s, B); 4,35 (s, 5H,
H|’ Hm, Hn, HO! Hp), 4194 (t’ 2H1 lTl Hj)

2.2.3 Electrodos

En todas las mediciones electroquimicas realizdospotenciales fueron medidos
respecto del electrodo de Ag/AgCI (KCI 3 M), emplezomo referencia.

2.2.3.1 Electrodos de trabajo comerciales

Electrodos comerciales Metrohm, de carbono vitdéngetro 1,6 mm, area geométrica

0,0314 cm) y de Au policristalino (Figura 2.20) (didmetr® Inm, area geométrica 2,0
mn?).

Figura 2.20 Imagen de los electrodos de Au conlegcia
Evaluacion del area electroquimica del electrodoAdecomercial

Se midié por voltametria ciclica la respuesta detteodo de trabajo en solucion de
K4[Fe(CN)] 0,02M, para diferentes velocidades de barrid®1(@® 0,5 V&). Aplicando
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Y2 (Figura 2.21) y de la pendiente

la ecuacion de Randles-Sevcik (2.3), se grafjeS.v
de la recta se obtuvo el valor del area electrompaiifd), sabiendo que el coeficiente de
difusion (D) del anién [Fe(CN)* es 7,60 18 cn? s y n (moles de d@ntercambiados)

=1

Figura 2.21 Intensidad de corriente en funcionedeslocidad de barrido medida en
K4[Fe(CN)Y] 20 mM, electrodo de trabajo de Au (Metrohm)

El 4rea electroquimica obtenida fue (2,0,1) mnf.

2.2.3.2 Laminas de Au macizo

A partir de una lamina de oro de joyeria (purezhndetal > 99,9%), se cortaron
superficies rectangulares de 1 cm x 0,5 cm (Figug2). El area de trabajo queda
delimitada por el orificio de la celda empleadaapaodificar los electrodos o hacer las

mediciones electroquimicas (ver Figura 2.1 (der.)).

Figura 2.22 Laminas de Au macizo empleadas conuiretios de trabajo
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2.2.3.3 Electrodos descartables

Se llevé a cabo la electrodeposicion galvanostéticéu sobre una placa de mylar de
350 um de espesor donde previamente se hizo el diseflasdeistas que funcionan
como electrodos. El desarrollo fue realizado p@relFernando Battaglini (Priano et al,
2008) empleando la técnica de serigrafia presemadh3.1. Brevemente, se depositd
una primera capa de pintura de plata conductoteegad se cubrié con tinta de grafito
guedando asi delimitadas las areas de los elest(8dm 12 dependiendo del disefio, ver
Figura 2.23). Finalmente se empled una tinta dslaesistente a alto voltaje (color
verde). Para obtener el depésito de Au se partiduniz solucion comercial de
K[AU(CN)2] (15 mg/mL) libre de niquel (VM 357, espesor Rosé&met, Bs. As.
Argentina). Se hizo pasar una corriente de 5 mA.c8e dispuso la celda sobre un
agitador orbital para permitir una velocidad detagdn controlada y suave (80 rpm)
que permitié la homogeinizacion, esta operaciom @r minutos. Luego se enjuago la
lamina con abundante agua destilada, se sumergiingtos en agua a ebullicion y
finalmente se dejo 12 hs en estufa a 140 °C, proeeato que mejoro la calidad de la
superficie de Au. Antes de usar, los electrodoseddimpiarse segun se indica en
2.2.4.3. Las placas pueden almacenarse por uro dierhpo, verificando siempre la
calidad electroquimica del depdsito de Au antegsdelas.

Figura 2.23 Placa con electrodos de Au: disefioele@rodos0,38de area geom. (izq.) ,
disefio de 12 electrodos, 0,6 de area geom. (der.)
2.2.3.4 Nanoelectrodos

Preparacion de nanoporos y clusters de oro
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1.

b)

d)

f)

9)

h)

Pulido mecanico y electropulido

Se pulieron con lija fina los extremos de un basiénaluminio (dimensiones:

2x2x10 mm, ver Figura 2. 24).

Se aplicaron 18 V durante 15 s empleando una fugateorriente continua. El
baston de Al se usé como anodo, como cétodo seeeémyla barra de plomo,
previamente pulida. Ambos electrodos se sumergieroona solucion de etanol y
HCIO, (5:1).

Se enjuago con agua MilliQ el bastén de Al.

Se recubrieron con barniz (esmalte de ufas) laalas del baston pulidos

previamente.
Anodizado

El baston de Al se sumergio enS®, 15% V/V se aplicaron 15V durante 1 minuto
con agitacion. Como contraelectrodo se usé un skgefectrodo de Pb también
pulido.

Se dejo el sistema con agitacién durante 5 miraglicar voltaje.
Se enjuag6 con agua MilliQ el bastén de Al.
Electrodeposicién de Au

El bastén de Al (electrodo de trabajo) se sumeegicuna soluciéon comercial de
K[Au(CN),] (15¢/L) (VM 357, espesor Rosé, Vilmet, Argentinafomo
contraelectrodo se empled una lamina de Au, etrelda de referencia usado fue
Ag/AgCI (KCI 3M). El depdsito de Au en los nanopsree realizo en las siguientes
condiciones: 1) -3 mA cihdurante 8 ms (deposicion del metal); 2) 3 mAZcm
durante 2 ms (al invertir la polaridad se descdegauperficie); 3) 0 mA cih
durante 500 ms (se recupera la concentracion ds ipar difusion). Se aplicaron
3000 ciclos.

Se enjuago con agua MilliQ el bastén de Al.
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Figura 2.24 Bastones de aluminio para obtenereglarde nanoporos

4. Respuesta electroquimica

Para verificar la respuesta de los nanoporos cdepsito de nanoparticulas de Au, se
realizaron las siguientes mediciones electroquisni@mpleando una solucién de
K4[(Fe(CN)] 50 mM en buffer Hepes 50 mM, pH 7,2:

j) Voltametria ciclica (CV): ventana de potenciall\0a 0,4 Vv 50 mVs'.

K) Voltametria de onda cuadrada (SWV): ventana denpite -0,1V a 0,5 V.

l) Impedancia (EIS): se registr6 el espectro paraanga de frecuencias entre 1 Hz y
10 kHz (cada 100 Hz), se midi6 al potencial (E°)edeupla redox 0,2 V.

Pueden consultarse para méas detalles los trabajBsidetti et al, 2013 y 2015.

2.2.4. Limpieza de los electrodos de trabajo

2.2.4.1 Electrodos de Au comerciales

a) Se preparo sobre tela esmeril una suspension aera({0,5um) en BO MilliQ.
b) Se pulieron los electrodos haciendo “8”.
c) Se enjuagaron los electrodos coOHMIlliQ.

d) Se secaron empleando papel tissue.
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e) Se medio la respuesta electroquimica (CV) en médido (HSO, 1,8 M o0 HCIQ
0,2 M).

La Figura 2.25 muestra una voltametria ciclicatigle un electrodo comercial limpio.

25 .
Electrodo de Au comercial

HA

i/

-25

o
00 02 04 06 08 10 12 14 16
E/V

Figura 2.25 Voltametria ciclica de un electrodddecomercial medida en HCJO
0,2M;v 0,05 Vs'

2.2.4.2 Laminas de Au macizo

Las laminas de Au macizo fueron sumergidas en golygirafia (HSO, 98%: HO,
30%, 3:1) durante 30 minutos aproximadamep®Fecaucion la reaccion es muy
exotérmica, trabajar en campanal.

Se enjuagaron con agua MilliQ por inmersion y smagm al aire.

Se verifico electroguimicamente el estado de ladigie. De ser necesario se repite el

procedimiento de limpieza.

La solucién remanente se neutralizé antes de dasech

2.2.4.3 Electrodos descartables

La superficie de Au fue pulida sucesivamente cam suspension de alimina de 0,3 y
0,05 um, empleando un hisopo. Se enjuagd con agua Mill&limpieza se realiz6
inmediatamente antes de usar el electrodo. Seocdedlfectroquimicamente el estado de

la superficie.
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2.2.5 Modificacion de los electrodos de trabajo

2.2.5.1 Laminas de Au macizo

Se disefid una celda de teflon con el mismo priaail@ construccion que la celda de
medicion presentada en Figura 2.1 (der.) con 4deas independientes para introducir
las ldminas de Au. El area de la lamina de Au aificad queda determinada por un
orificio con capacidad para introducir hastai®0de solucion. Para evitar pérdidas de

la solucion en cada compartimento se emplea um@eé 16 mm de diametro.

Las laminas metdlicas se ubicaron en la celdaotabcse muestra en la Figura 2.26. Se
preparé una solucidon del compuesto con que se deeddicar los electrodos y se
agreg6é un volumen de 25-3@ de modo que toda la superficie metalica quede
sumergida. Se cubrié la celda con una peliculatiptagParafilm®) para evitar la
evaporacion de la solucién. Se dejé durante 12 tesnperatura ambiente. Se retiré la
solucion remanente con una micropipeta, tomand@récaucion de no tocar la

superficie del metal modificada. Finalmente se &gjucon buffer o agua MilliQ.

Figura 2.26 Celda de teflon para modificar lamidag\u macizo

2.2.5.2 Electrodos descartables

Se empled una celda circular de acrilico con ehmiprincipio de construccién de la

celda para modificar las laminas de Au macizo m@ente descripta. Se trabajo con un
conjunto de cuatro electrodos (ver Figuras 2.231%)3simultdneamente donde cada
compartimento es independiente del resto. El voluméximo de solucidon que puede

alojarse en cada cavidad es 100 el volumen minimo requerido para lograr cubrir
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toda la superficie del electrodo es de 25 La celda se dispuso sobre un agitador
orbital y se trabaj6é a 80 rpm aproximadamente.

La celda para realizar las mediciones electroquisiiiene un disefio similar, posee una

tapa superior con orificios para el electrodo deremcia y el contraelectrodo.

Para el trabajo con los electrodos descartablesnpded el instrumental y dispositivos

(celdas) disponibles en el laboratorio del Dr. Bedo Battaglini.

Los ensayos para evaluar la respuesta frente trbufl analito (AMP) se realizaron

segun el siguiente protocolo:

a) Se armo la celda con los electrodos modificadas ggsegaron 50aL de buffer Tris-
HCI 25 mM pH 8,2 se dej6 agitando durante 30 a tgatpra ambiente.

b) Se retird la solucion remanente con una micropipeta

c) Se transfirid la placa con los cuatro electrodds eelda de medicion. Se agrego la
solucion de K[Fe(CN)] 0,025 M/Hepes 0,1 M/KN©O,2 M, pH 7,2 y se hicieron

las medidas electroquimicas (CV, EIS).
d) Se enjuagaron el electrodo con buffer Tris-HCI 28,pH 8,2.

e) Se armo la celda con los electrodos modificados ggsegaron 54L de AMP de la
concentracion deseada en buffer Tris-HCI 25 mM,8pH Se dej6é agitando durante

30 min a temperatura ambiente.

f) Se retird la solucién remanente con una micropig@taenjuagaron los electrodos
con buffer Tris-HCI 25 mM, pH 8,2.

g) Se transfirid la placa con los 4 electrodos a ldecele medicion. Se agrego la
solucion de K[Fe(CN)] 0,025 M/Hepes 0,1 M/KN©O0,2 M, pH 7,2 y se hicieron

las medidas electroquimicas (CV, EIS).

h) Se repitieron los pasos d) a g) para distintasreetraciones de AMP.

2.2.5.3 Nanoelectrodos

Modificacion de nanoelectrodos con secuencias wligieotidicas y mediciones
electroquimicas:
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a) En un tubo Eppendorf de 5@ se colocaron 3QL de solucién de oligonucleétido
1uM preparada en agua calidad MilliQ. Se introdujda$ton de Al de modo que
guede sumergida la base del mismo donde se enawrtireglo de nanoelectrodos.

Se dejo 30 minutos a temperatura ambiente.
b) Se enjuago el electrodo con agua calidad MilliQ learpdo una piseta.

c) Se hicieron las medidas electroquimicas (CV, SW$®) En las mismas condiciones

que se describieron previamente (ver 2.2.3.4)

d) Se enjuago el electrodo con agua calidad MilliQ.

La densidad de poros en cada bastén de Al de @06le area es 6,5.10poros.crf,
resultando asi 3,9.1@oros por baston. Teniendo en cuenta el volumespleion de
oligonucledtido, y suponiendo que la reaccion diiceion tiene 100% de rendimiento,
hay 1,8.16° moléculas de oligonucleétido. La proporcion entreléculas de
oligonucleodtido y cantidad de poros es 4600:1. Galfialar que la misma relacion se da

entre moléculas de tiol corto y cantidad de poves 2.2.1.1.).

Los ensayos para evaluar la respuesta frente drbugl analito (AMP) se realizaron

segun el siguiente protocolo:

a) En un tubo Eppendorf de 5@Q se colocaron 3QL de buffer Tris-HCI 25 mM pH
8,2. Se sumergi6é la barra de aluminio (electrodardbajo) durante 15 min. a

temperatura ambiente.
b) Se enjuago el electrodo con agua MilliQ.

c) Se hicieron las medidas electroquimicas (SWV, EiSlas mismas condiciones que

antes.
d) Se enjuago el electrodo con agua MilliQ.

e) Se sumergio la barra de aluminio durante 15 mtermgeratura ambiente, en gD
de solucién conteniendo el analito disuelto endyufiris-HCI 25 mM pH 8,2, en la

concentracion seleccionada (0,05-1040).
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Ensayos de hibridizacion en nanoporos:

a) Se midid la respuesta por SWV y EIS de los nantreldas modificados con el

aptamero segun se indica en 2.2.3.4.

b) Se incubaron los electrodos durante 15 minutosmgpératura ambiente en buffer
Tris 50 mM, pH 7,2. Se enjuagaron con agua MilliQ.

c) Se repitieron las mediciones electroquimicas. Seagn con agua MilliQ para

remover los restos de soluciéon de ferricianuro.

d) Se incubaron los electrodos durante 30 minutosmpératura ambiente con una
solucion de la hebra complementaria en distintas@atraciones, las diluciones se

prepararon en buffer Tris 50 mM, pH 7,2.

e) Se repitieron las mediciones electroquimicas. Seagn con agua MilliQ para

remover los restos de solucién de ferricianuro.

2.3 Protocolos de preparacion de las soluciones kexagas

En todos los casos el agua empleada fue provistarpequipo Millipore (HO MilliQ

18 MQ.cm). Todos los reactivos usados fueron gradotamali
-Acido clorhidrico 1M

Para 50 mL de solucién se vertieron 4,2 mL de HBlb3n/m en un matraz aforado
(M 36,5 Da,s 1,19 g/mL, Merck) y se llevé a volumen copHMIlliQ. Se trabajo en

campana debido a que la reaccién es exotérmica.
- Acido perclérico 0,2M

Para 100 mL de solucion, en un matraz aforado sk aproximadamente 50 mL de
H.O MilliQ, se agregaron gota a gota 1,3 mL de HC85% (Carlo Erba), se llevd a
volumen con HO MilliQ. Se trabajé en campana debido a que lacaiéa es

exotérmica.

- Acido sulfurico 5% m/V
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Para 100 mL de solucion, en un matraz aforado ser@ aproximadamente 50 mL de
H.O MilliQ, se agregaron gota a gota 2,6 mL d&s&, 98% (Carlo Erba), se llevé a
volumen con HO MilliQ. Se trabajé en campana debido a que lacaiéa es

fuertemente exotérmica.
- Buffer Hepes 100 mM, KNQOO mM, pH 7,2

Para 100 mL de solucion, se pesaron 2,3830 g ddo adi(2-hidroxietil)-1-
piperazinetansulfonico (Hepes, 238,31 Da,J. T. Baker;pK& = 7,5, rango de
aplicacion pH 6,8 — 8,2) y se disolvieron en KNZDO mM. Se ajusto6 el pH con NaOH
0,5Mo0 1M.

- Buffer Tris (tris(hidroxietil)laminometano) 50 mH 7,2

Para 250 mL de solucién, se pesaron 1,5142 g ¢q@ii;;NO3, Mr 121,14 DaCarlo
Erba; pKa = 8,06, rango de aplicacion pH 7,0 - 9,2) iseldieron en HO MilliQ y se

ajusto el pH con HCI 1M. Se conservo a 4°C.

- Clorohidrato de tris-(2-carboxietil)fosfina (TCEHR,5 mM (agente reductor para el

grupo disulfuro)

Para preparar 5 mL de solucion madre 15 mM, ser@es@,0213 g de TCEP
(CoH1506P.HCI, M, 286,65 Da, Sigma-Aldrich) y se llevaron a volumsan HO
calidad MilliQ. La solucién se fracciond y se congea -18° C. El reactivo sélido y sus
soluciones son fotosensibles, deben conservarskzarse en oscuridad. Se realizé una

dilucion 1:10 antes de usar.
- Cloruro de magnesio 100 mM

Para 50 mL de solucién, se pesaron 0,2033 g de M#GO (M,, 203,30 Da, Merck),
se llevd a volumen con @ MilliQ. El reactivo es muy higroscépico, guardem

desecador bien tapado.
- Cloruro de sodio 0,5M

Para preparar 50 mL de solucion, se pesaron 1,46l NaCl (M, 58,443 Da, Carlo
Erba), y se llevé a volumen con®l calidad MilliQ.

- Hidr6xido de sodio 1M
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Para preparar 100 mL de solucion, se pesaron deONROH (M, 40,0 Da, Carlo Erba),
se llevo a volumen conj@ calidad MilliQ.

- Ferrocenometanol 0,52 mM en buffer Hepes 100 KING; 200 mM, pH 7,2

Para preparar 50 mL de solucion, se pesaron 0 §@&6ferrocenometanol {¢;,FeO,
My 216,07 Da, Sigma-Aldrici97%), se llevé a volumen con el buffer indicado.

- K4[Fe(CN))].3H-,0 25 mM en buffer Hepes 100 mM, KNZDO mM, pH 7,2

Para preparar 5 mL de solucién se pesaron 0,088Kg[Fe(CN))].3H.O (M, 422,41
Da, Carlo Erba) y se llevd a volumen en el buffeticado. La solucién deber ser

preparada en el dia.
- K4[Fe(CN))].3H,0 50 mM en buffer Hepes 50 mM, pH 7,2

Para preparar 10 mL de solucién se pesaron 0,2E2Kg[Fe(CN))].3H.0 (M, 422,41
Da, Carlo Erba) se llevé a volumen en el bufferidado. La solucion deber ser

preparada en el dia.
-Nitrato de potasio 0,300 M

Para preparar 50 mL de solucion se pesaron 1,5I86KNG; (M, 101,11 Da, Carlo
Erba), se llevo a volumen con® calidad MilliQ.

Medidas de proteccion ambiental

Los descartes de las soluciones que contienenaadtaron dispuestos en bidones para

tal fin, identificados de acuerdo a la normativgevite.
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Capitulo 3. Modificacién de superficies de oro ctiganucleotidos

3.1. Introduccidén

La modificacion de superficies de oro con oligoedtidos simple cadena encuentra
diversas aplicaciones en biotecnologia y nanotegi@l En particular el desarrollo de
aptasensores de base electroquimica hace uso ltss dinperficies aprovechando las
propiedades del metal (ver 1.3.4 y 1.4). El orgpacel tercer lugar entre los metales por
sus propiedades conductoras a temperatura amlyiexaténercia quimica que previene
la formacion de oxidos que actian como aislantasientana de potencial del metal en
medio acuoso (0,1 V — 0,65 Ag/AgCI (KCI 3M)) lo hace apto para funcionar como
electrodo de trabajo en las técnicas de detecté@trequimica.

El desarrollo de sensores electroquimicos es udasdéreas de mayor crecimiento en
quimica analitica, hecho que motiva la busqueddisfmsitivos con mejores atributos
analiticos (reproducibilidad, sensibilidad, estdhill, entre otros) (Lowinsohn et al,
2006). A pesar de la gran versatilidad y las irs@nées perspectivas exhibidas por los
sensores electroquimicos, la utilidad de los eddots se ve limitada por el desgaste de
la superficie. Este problema puede resolverse templeo de electrodos descartables.
Entre los atributos que debe poseer un electroda g&r considerado descartable se
encuentran: bajo costo de construccién, reprodidabi y posibilidad de produccién en
gran escala. Aunque los requerimientos para lasettifes aplicaciones pueden variar,
el deposito de Au debe mostrar alta pureza, rugdsidntrolada y buena adherencia al

sustrato.

El objetivo de este capitulo es presentar los t@do$ experimentales obtenidos en la
modificacion de superficies de Au policristalinacgecuencias de oligonucleotidos y la
exploracion de posibles estrategias de desarrellsedial electroquimica para detectar

AMP como sistema modelo de moléculas pequenias.
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3.2 Disefio de un aptasensor y estrategia de dedecci

electroquimica

3.2.1. Respuesta electroquimica del marcador redosolucion

Tal como se mencion6 en el Capitulo 1, una de dasitegias de deteccion para los
aptasensores se basa en la disociacion del hitmiod@do por el aptdmero y su hebra
complementaria, inducida por el analito (targetdicel dissociation mode, TID, Han et
al, 2010). Un posible disefio experimental para esteategia se muestra en la Figura
3.1. El aptamero modificado con biotina en unoukeextremos, se fija a una resina de
sefarosa que contiene estreptavidina mediante@afion del complejo estreptavidina-
biotina (Ky~ 10'%). La incubacién con una hebra complementaria rivadif a su vez
con un marcador electroactivo, conduce a la foramadel hibrido doble cadena (Figura
3.1, Etapa 1).

Etapa 1: formacién de la doble cadena

aptamero

._m% P — .—@@) TTT1 7 \ Sp: Sefarosa.
Sv. Estreptavidina
_ ([l
P R ) é& ﬁCentrlfugatlo

determinacién electroquimica

B: Biotina
Tg: Molécula blanco
Er: marcador electroacti

Etapa 2: reconocimiento del analito y liberacion del fragmento a detectar

Figura 3.1 Esquema de la estrategia de desarmlilma@ptasensor basado en la disociacion de

un hibrido por el target

A continuacion (Figura 3.1, Etapa 2), la incubacidon el analito promueve la
disociacion del hibrido, liberando el fragmento gqoatiene el marcador electroactivo.
Dicho fragmento se separa por centrifugacion y seatla electroquimicamente en
solucion, para ello se requiere una técnica detificaicion con un limite de deteccion
suficientemente bajo (rango inferioplsl).

El trabajo comenz6 entonces, explorando este aspewlitico con el instrumental
disponible en el laboratorio de electroquimicaal&/NGS. Se selecciond el compuesto
N-hidroxisuccinimidilcarboxiferroceno (Fc-NHS) (Figu 3.2) como marcador
electroactivo, dado que el grupo ferroceno da espuesta reversible en la ventana de

potencial del carbono vitreo y del oro (Laforgale004).
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Figura 3.2. Estructura quimica del compueé¢gtaidroxisuccinimidilcarboxiferroceno (Fc-NHS)

Se comparo la respuesta por voltametria ciclicardesolucion de Fc-NHS 2 mM en
buffer HAcO / NaAcO0,5 M (pH 5,2), empleando electrodos comercialesatbono
vitreo (C vitreo) y oro (Au) (ver celda de mediciéigura 2.1 (izq.) y electrodo de Au
Figura 2.20). Sobre carbono vitreo se obtuvierdarea deE,, = 0,449 V,E,. = 0,388

Vy 4E, = 0,061 V, mientras que sobre Atp, = 0,473 V,Epc = 0,370 V y4E, = 0,103

V. Es buena la concordancia con los parametrosoggiara esta cupla redox, teniendo
en cuenta que se trata de un derivado de ferroeereste caso (Batterjee et al, 2003).
Se observé mayor reversibilidad sobre carbonoorigree sobre oro (Figura 3.3), hecho

que se evidencia por el mentE, (Bard y Faulkner, 2000).

15 - —a— C vitreo
—o—Au

104

-10 4

0.1 0.2 0.3 0.4 05 06
E/V

Figura 3.3 Voltametria ciclica de Fc-NHS 2 mM efféuHAcO/NaAcO 0,5M (pH 5,2)
v:0,1Vs!, 0,1V - 0,6 V. Electrodo de referencia Ag/AgCl (KCI 3 M)
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Para explorar el rango de respuesta lineal y éldide deteccion se empleo voltametria
de onda cuadrada (SWV), técnica mas sensible queltimetria ciclica (ver 2.1.1.5).
Las curvas de calibracion en funcion de la coneeitin de Fc-NHS se midieron en
buffer acético-acetato, pH 5,2, empleando elecsat#otrabajo de carbono vitreo y Au
(Figura 3.4). Para el electrodo de carbono vittaaécnica SWV dio un limite de
deteccion de 0,jtM, mientras que el electrodo de Au dio un valor aradn (0,5uM).

En funcién de estos resultados se concluyé que lparar la deteccién de la sonda
redox en solucion, el limite de deteccion de lasitas electroquimicas disponibles en
el laboratorio no resultaba suficientemente bal@Y$ASV, CV, cronoamperometria).

Se decidio entonces, explorar otra estrategia tecién.

35+ )
@ Cyvitreo

1 o
30 4 Au y=8.48244x+1.55007

R%=0.99745

25+

20 4

Ip /nA

15

10

y=3.9396x+0.96713
R’=0.916

0 T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0
(Fc-amida) uM

Figura3.4 Curva de respuestavs.concentracion de Fc-NH3nedida por voltametria de onda

cuadrada.

3.2.2. Sistema modelo para evaluar la respuestatebguimica del marcador redox
inmovilizado.

Como alternativa a la deteccion en solucion, seyso evaluar la sefial del grupo

ferroceno (Fc) unido a una hebra de ADN inmovileada superficie del electrodo via

enlace S-Au. Para ello, se  sintetizd el compuestdl-{2-[(3-

mercaptopropanoil)amino]etil}ferrocen-1-carboxam(8MPAFc, Figura 3.5), segun se
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describié en 2.2.2. El mismo fue disefiado con nupa tiol terminal como punto de
anclaje y un grupo Fc electroactivo en el extrermpoesto. El objetivo de trabajar con
este compuesto sencillo, fue adquirir experiennidgagnmovilizacion a una superficie
de Au y la posterior deteccion electroquimica dedrgador redox inmovilizado

empleando un compuesto de bajo costo.

Figura 3.5Estructura N-{2-[(3-mercaptopropanoil)amino]etil}fecen-1-carboxamida
(3MPAFc)

Como electrodo de trabajo se emplearon laminasalenacizo (ver 2.2.3.2), las cuales
se trataron con una solucion 20 mM de 3MPAFc disueh EtOH - HO 9:1 para
permitir la quimisorciéon del compuesto al Au (veR.8.1). Empleando voltametria
ciclica se cuantifico la sefial del marcador redodeffer Tris 50 mM / NaN@O0,2 M,
pH 7,4, obteniéndose un valor de (%,0,9).16* moléc.cnt.

Con fines comparativos en el grupo de trabajoeatzb la modificacion de laminas de
oro macizo con acido 3-mercaptopropionico y a cwatcion se llevo a cabo el
acoplamiento del grupo Fc siguiendo el esquemairtdesss presentado en la Figura
2.19. En este caso fue posible detectar la sefigidgo Fc por voltametria diferencial
de pulso (DPV), pero resulté muy poco intensa panglearla en la cuantificacion por
voltametria ciclica (ver Ponce, M. B., 2015, t&&yT-UNGS).

Para estimar el cubrimiento por una via alternagivambién el grado de introduccién
del marcador Fc, se exploré la deteccion de lalsd@adesorcion de tioles. Los
compuestos tiolados en medio alcalino, se desodo@mdo se aplica un potencial
negativo al electrodo de trabajo. El proceso ha aidpliamente estudiado para el caso
de monocapas autoensambladas de alcanotioles sgiedicies de Au(111) tal como

se discutio en 1.3.4. La reaccion asociada egjlaesite:
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AU’ + SR’

AU-SR + e’

El compuesto tiolado y la superficie metalica deagan y el tiol difunde hacia el seno
de la solucion. El proceso es reversible, si séemketla aplicacion del potencial
negativo, o se revierte el barrido de potenciatdeuocurrir una re-adsorcion oxidativa.
La forma, magnitud y potencial del picBg{sorcisy asociado a la desorcién de un tiol
dependen de un numero de factores que incluyépoetié molécula adsorbida, el largo
de la cadena carbonada, el grado de ordenamiecwbrymiento superficial, el tipo e
intensidad de interacciones intermoleculares entrculas adsorbidas y la estructura
cristalina del sustrato (Kawaguchi et al, 2000)a@lo se emplea voltametria ciclica, se
puede estimar el cubrimiento superficial, a patél area de la sefial de desorcién del
tiol empleando para ello la carga electroquimicaciasla a dicho proceso (Walczak,
1991).

Los voltagramas obtenidos en KOH 0,5 M permitierservar cambios en los
sucesivos barridos de potencial (0,2 V a -1,35 Yyapun valor de potencial
caracteristico de -1 V aproximadamente, lo cualiesagla desorcién del tiol. Sin
embargo no fue posible estimar un valor de cubniniesuperficial debido a la

dificultad de integrar el pico.

Suponiendo una eficiencia de 100% en la introducdél Fc, seria esperable que la
relacion entre las sefiales de Fc y tiol fuera Lidsip que cada molécula de compuesto
adsorbida tiene un grupo tiol y un grupo Fc. Lapuestas obtenidas no permiten su

estimacion.

3.2.3 Quimisorcion de secuencias oligonucleotidicas

Otra de las categorias de aptasensores descriptdapoet al (ver 1.4.1), se basa en el
cambio estructural inducido por el analitar§et-induced structure switchin@ISS)
para generar una sefial cuantificable. Esta opcdsido ampliamente explorada para
moléculas pequefas, usando deteccion electroquiiviedter et al, 2012). El disefio
que se propone para un aptasensor que reconozcdaddfidsina basado en dicha

estrategia se esquematiza a continuacion (Fig@ja 3.
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Aptamero que reconoce AMP/ATP/adenosina:

5'-NH,-C,TACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT TTTTsTsTsTsTsT-3'

1. anclaje a la superficie

5 5
Bn-1
o 06’/\ 0 Bn Bnl
/o 0./ o o
HO 3. H o HO</VO)6?§A0§
3"
Au | > | Au

2. introduccion del grupo Fc

2 @@
Ad
d
éf"\f@ 9 >
5 el e
| Au |

Figura 3.6 Disefio de un aptasensor basado errddegsh del cambio estructural inducido por
el analito (Ad: adenosina/AMP)

La secuencia de etapas para el desarrollo de gasgpisor electroquimico serian las
siguientes: 1) inmovilizacion del aptamero a laestipie del electrodo, 2) reaccion
quimica para introducir el marcador electroactiVeextremo libre del aptamero, 3)
deteccion de la sefal electroquimica productoeat®imocimiento aptamero-analito.

Una alternativa al esquema propuesto en la Figéradhsiste en introducir el grupo Fc
por modificacién quimica y luego inmovilizar el aptero a la superficie del electrodo.
Se comenzd a trabajar en la puesta a punto de dnddhficacion y la posterior
purificacién del aptdmero por HPLC (ver Ponce, M.215, tesis DCyT-UNGS).

Es interesante sefalar que el anclaje a superfleieésu de secuencias de ADN simple
cadena modificadas en el extremo 5 con un gruppytila presencia de un grupo Fc
como marcador electroactivo en el extremo 3" (etdpa2 de la construccidon propuesta

en la Figura 3.6), ha sido empleado como sistemdela@ara estudiar el efecto de la
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flexibilidad de la hebra de ADN en la modulacién ldevelocidad y eficiencia en la

transferencia de carga (Anne et al, 2003).

A partir de este punto se dejo de lado el carbdtreosrcomo superficie y se continud
trabajando con electrodos de oro dado que a trdeda quimisorcion (formacion de
enlaces S-Au) empleando oligonucledtidos tioladoga@sible lograr un mejor control

en el armado de la capa de reconocimiento molecular

Un primer aspecto a estudiar fue la modificacion lalesuperficie metalica con
secuencias oligonucleotidicas que contienen ataeoS para formar el enlace S-Au.
De la bibliografia de SAM formadas por alcanotiolesbre superficies de Au,
mencionada previamente, se sabe que cuanto mayardensidad electrénica sobre el
atomo de S, mas favorable resulta la interaccidni@® atomos del metal. En el caso de
secuencias oligonucleotidicas, el anclaje mas émtemente empleado es a través de un
grupo tiol (S-H) (Love et al, 2005), el cual puedtecontrarse directamente como tal o
como disulfuro (-S-S-) en cuyo caso se introducepaso previo de reduccion (se
emplea en general TCEP como agente reductor) (Anak 2003; Baker et al, 2006), y
puede ser necesario purificar la secuencia oligentidica para separarla del
fragmento de alcanotiol de cadena corta productdadeuptura del disulfuro (ver
2.2.1.1).

Otra opcién menos discutida en la bibliografia dielaada con aptsensores, es la
modificacion con grupos fosforotioato terminalese gconsisten, por ejemplo, en
timidinas (T) donde el 4tomo de O’sel grupo fosfato ha sido reemplazado por un
atomo de S (Ts) (Figura 3.7), siendo isoelectrorion su analogo fosfodiéster de
origen natural. Esta modificacion se emplea en ilaesis en fase sélida de
oligonucledtidos mencionada en 1.2.1, también pusmlesultarse, por ejemplo, el
trabajo de lyer y colaboradores (1990).

La cantidad de nucleotidos modificados terminal@sde ser variable, permitiendo asi
tener diferentes puntos de anclaje a la superfgiibien el entorno quimico del atomo
de S hace que tenga menor densidad electrénicanggeupo tiol, esta variante presenta
la ventaja de ser mas resistente a la accion deasas (Eckstein, 1991), tener menor

costo que la modificacion con un grupo tiol y nquerir un paso de reduccion y/o
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purificacion. Ademas la cantidad de grupos fosfoatb terminales puede ser variable,

teniendo asi mas puntos de anclaje a la supenfietalica.

0 0
o Lt o TN
HO-P-0— N0 HO-P-0 NAO
| | (0]
OH OH

2-desoxi-timidin-monofosforotioato (Ts) 2-desoxi-timidin-monofosfato (T)

Figura 3.7 Estructura quimica de timidina fosfarato (Ts) y timidina (T)

Se explord la inmovilizacion del aptdmero sobre usando la opcion de anclaje con
fosforotioato. Con fines comparativos se emplegpghmero con un grupo disulfuro, el
cual se redujo con TCEP previo a la adsorcionsapeerficie.

La modificacién del electrodo de Au se evalud poltametria ciclica en solucién de
K, [Fe(CN)] 0,02 M en buffer Hepes 25 mM, pH 7,2. Se obsene disminucion de

la corriente y un comportamiento menos reversieléadcupla redox. Este resultado es
consistente con presencia del aptamero, un potiasibre la superficie de Au, el cual

dificulta la transferencia de carga del [Fe(grit')4 también anidnico. Luego de

modificar la superficie con el aptamero, se traid MCH (6-mercapto-1-hexanol), con
el fin de minimizar las interacciones inespecifiéasN de las bases nitrogenadas del
aptamero (Herne y Tarlov, 1997).

Comparando con la sefial de Au no modificado, sergbsuna disminucion en la
corriente y la carga anddica y catédica luego dehimiento con el aptamero (Figura
3.8 A). También se produjo un corrimiento del potahde pico () hacia valores mas
negativos para el proceso de reduccion, mientras ejuk, correspondiente a la
oxidacion experimentdé un desplazamiento hacia galonas positivos (Figura 3.8A).
Luego del tratamiento con MCH se observé una lasmiducion de la corriente. En
ambas situaciones, antes y después de dicho teataonla sefial debida a la oxidacion

del [Fe(CNg]'4 experimentd un sobrepotencial y la cupla redoxsem® un

comportamiento menos reversible producto de lagrantiones electrostaticas

repulsivas con el ADN adsorbido (Ceretti et al, @01
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Aptamero 1 5' TsTsTsTsTsTTTTTACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT 3'
Aptamero 2 g HS.C6-TTTTTACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT 3'

Figure 3.8 A): CV en Fe(CN)] 0,02 M en buffer Hepes 25 mM, pH 7: Au (rojo), Au/

Aptdmero 1 (azul), Au/Aptdmer 1/ MCH (verde). BpEcion del area cubierta por el aptamero

1 (magenta) y aptadmero 2 (coadsorcion) (azul)

Con el fin de obtener informaciéon del cubrimientapexficial por una técnica de
superficies de naturaleza no electroquimica, seififoan laminas de Au con el
aptamero fosforotioato y MCH, para hacer medicioeespleando espectroscopia
fotoelectronica de rayos X (XPS¢-ray photoelectron spectroscgpylLas mismas
fueron realizadas por el Dr. Federico Williams.

De acuerdo con la informacién publicada para e daesADN, las sefiales tipicas de los
elementos de interés, sobre superficies de Augporelen a: P 2p, C 1s, N 1s, O 1s, S
2p y Au 4f. Los espectros de alta resolucion dpsusien bibliografia que permiten
obtener informacién sobre el tipo de elemento gdatidad de materia adsorbida, se
miden generalmente con una energia de 20 eV, fimdesese refieren a los picos de Au-
4f medidos a 84 eV (Chi-Ying Lee et al., 2006).e8alud la sefial correspondiente a los
electrones 4f del Au, que dan un doblete caratimid a intensidad de dicha sefal es
inversamente proporcional a la cantidad de matdepbsitado sobre la superficie. Se
obtuvo buena correlacion entre las medidas reagadr XPS y voltametria ciclica en
solucién de K[Fe(CN)] 0,02 M, tal como se muestra en la Figura 3.9.

No fue posible realizar una asignacién de las sef@btenidas, debido a limitaciones en

la resolucion del equipo empleado.
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Figura 3.9 Comparacién del area libre en lamina&umacizo, intensidad relativa4f del Au
(XPS) (izq.); voltametria ciclica engFe(CN)g] 0,02 M (der.): 1. Au/MCH 1,5 mM; 2. Au

limpio; 3. Au/ Oligo 5Ts 50 uM; 4. Au/ Oligo 5Ts %M/ MCH 1,5 mM

3.2.4 Desorcién reductiva de secuencias oligonutigicas tioladas

De manera analoga a lo realizado con el compudgABc (ver 3.2.2) se explorod la
sefal debida a la reduccién desortiva de oligoidticdles sobre laminas de Au macizo.

Se emplearon las siguientes secuencias:

TTTTTTT (poliT sin tiol)

TSTTTTTT (Ts-poliT)

CHa-(CH5)2-S-S-(CH)s-TTTTTTT (HS-poliT)

El uso de dichas secuencias formadas por pocosdtigds del mismo tipo (7 timidinas
este caso), responde al interés de minimizar lareid® inespecifica de los atomos de
N de las bases nucleotidicas a la superficie deUkudato a tener en cuenta es que a
diferencia de los alcanotioles, los oligonuclediadm son estables en medio alcalino,
por lo tanto el ensayo puede no ser rigurosamextimpolable debido a posibles

reacciones secundarias.
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La Figura 3.10 muestra las voltametrias ciclicadidas en NaOH 0,5 M. El
oligonucledtido sin atomos de S (poliT sin tiol) 88 como ejemplo de adsorcién
inespecifica, se detecté una sefal tenue a -0,§9e\podria atribuirse a interacciones
N-Au. Para el caso de la coadsorcion de la secaeuaci el grupo tiol (HS-poliT) y el
alcanotiol de cadena corta producto de la reduccam TCEP, se observaron dos
seflales a potenciales -1,14 V y -0,93 V (Figurad 3&)). De acuerdo con datos
bibliograficos, la sefial a potencial -1,14V podatabuirse a la desorcion del MCH
(Pensa et al, 2010), mientras que la sefial a pater@93 V podria ser la
correspondiente al HS-poliT que en situacion delsoaion se adsorbe menos que el
alcanotiol. La secuencia con el grupo fosforobq@ts-poliT) (Figura 3.10 b)) presenta

una sefial a -1,08 V.

La intensidad de las sefiales obtenidas por voltéanatlica no es suficiente para hacer
una cuantificacion, debido a que se us6 una corsedn 5,5uM de las secuencias de
poliT para modificar la superficie del electrodo Ale. La concentracion empleada en
este ensayo respondio al interés por correlacitmsadatos medidos por CV con los
obtenidos por cronocoulombimetria y-32P-ATP empleando la enzima T4
polinucledtido quinasa la cual cataliza la traresfera de un grupo fosfato marcado con
%P al extremo 5 de la secuencia de ADN. Tambiérewalud el reconocimiento
molecular aptamero-analito empleangd’P-ATP (Ceretti et al, 2010; Ponce, M. B.
2015, tesis DCyT-UNGS).

Los experimentos realizados sugieren que en lagidones ensayadas se modifico la

superficie de Au con el oligonucleétido empleandobas tipos de anclaje, tiol y

fosforotioato.
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Figura 3.10 CV en NaOH 0,5 M de laminas de Au naoindificadas con secuencias poliT
(5,5uM): vel. de barrido 0,1 V&: a)poliT sin tiol (¢), Ts-poliT (@); b) poliT sin tiol @), HS-
poliT/tiol corto (e)
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3.3 Electrodos de oro descartables

3.3.1 Electrodeposicién de oro sobre pistas de igmaferigrafiadas de 0,385 c¢m

Las laminas de oro macizo y los electrodos comlesciempleados en los experimentos
precedentes, pusieron de manifiesto un aspectaammite discutido en la bibliografia

relacionado con la limpieza de la superficie. Leesidad de protocolos descriptos
sugiere que este aspecto no resulta trivial, mascaando se trata de reutilizar una
superficie como sucede en este caso (ver por eer@gkvalhal et al, 2005, Angnes et
al, 2000).

Ademas, pensando en futuras aplicaciones en elacam®mpos biosensores, resulta de
interés disponer de superficies descartables, jdecbato, que puedan obtenerse en gran
cantidad y de manera sencilla, con buena reproiideidb y en un lapso de tiempo corto
de ser posible, tal como se menciono en 3.1.

Con este objetivo, en una primera etapa, se engplg@istas de carbono grafito de
0,385 cm de &rea geométrica sobre las cuales se llevd @ leaklectrodeposicion
galvanostética de Au a partir de una solucién d&ukCN),] (ver 2.2.3.3) (Priano et al,
2008).

Las caracteristicas del deposito metalico fuercamluadas por voltametria ciclica en
medio acido (HCIQO0,2 M). A partir de la sefial correspondiente adduccién del
6xido de Au (E ~ 0,845 V) se estimo6 un valor de densidad de cdegé?363 + 334)
uC.cm? (n = 8) y un factor de rugosidad de 5,25 calculagmrtir del cociente entre el
area electroquimica y el area geométrica. La Figuta (izg.) muestra un voltagrama
tipico para una superficie limpia de Au policrigtal Se obtuvo buena reproducibilidad
entre los ocho electrodos que integran una pladaesta cual se realiza la
electrodeposicion conjuntamente. Con fines compasatse muestra también el
voltagrama correspondiente a una lamina de Au roabizarea geométrica 0,16 Tm

cuya densidad de carga resulté (515 + 282rm? (n = 16), factor de rugosidad: 1,14.
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Figura 3.11 CV en HCI£0,2 M del electrodo de Au obtenido por electrodépon
galvanostatica (izq.) y laminas de Au macizo (dérY - 1,5 V;v: 0,05Vs', electrodo de ref.
Ag/AgCl (KCI 3M)

Para evaluar la sefial del marcador redox (Fc),elestrodos se modificaron con
cistamina 20 mM, una concentracion suficientematitepara asegurar la deteccion por
voltametria ciclica. A continuacion se introdujayalipo ferroceno mediante reaccian
situ empleando carboxiferrocenaldehido para formar daebde Schiff o imina, en
presencia de NaiBCN como reductor (Jentoff y Dearborn, 1979) (Rsia6., tesis
doctoral, 2006, FCEyN-UBA) (Figura 3.12)

HN

HN  HoN HN
Z : >_U/H
H2N S 8 8 8
\/\S/ \/\NHZ \ \ Fe e} s s
- —

NaH;BCN

Figura 3.12 Esquema de modificacion de superfidéedu descartables con cistamina y

carboxiferrocenaldehido

Se evalud la respuesta electroquimica correspaedeeta sefial del grupo ferroceno
empleando voltametria ciclica en buffer Tris. A tianacion se explord la desorcion

reductiva del grupo tiol en medio alcalino (KOH W con el objeto de estimar el
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cubrimiento superficial. Con fines comparativosiisma secuencia de modificacion y

medicion se aplicé a las laminas de Au macizo g@uesian empleando en este trabajo.

— solo buffers
0067 | —— sin NaH,BCN

005 |~ cys/FcCOH/NaH_BCN

0.250x10*
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0.150x10+

| (mA)
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0=

-0.02 4 -0.050x10*

T T T T T T
T T T T T T T 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600 0.700
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Figura 3.13 CV de electrodos modificados con cigtarg carboxiferroceno: buffer Tris 50
mM, pH 7,4, KNQ 0,2 M, (0 V- 0,6 V),v: 0,05 Vs (Ag/AgCI, KCI 3 M), electrodos

descartables (izq.); laminas de Au macizo (der.)

Tal como se observa en la Figura 3.13, a partiladsefial a potencial 0,300 V
correspondiente a la transferencia de carga dgbogec, se estimo la densidad
superficial obteniéndose un valor de (8,8 + 2,@* Inoléc.cn? (n = 5) para los
electrodos descartables. Para los electrodos dea#aizo el valor obtenido fue algo
menor (3,7 2,7). Td moléc.cnf (n = 6) (= 0,232 V — 0,282 V).

La densidad superficial estimada a partir de laalséieé desorcion en KOH 0,2 M,
resulté en el rango de (0,3 — 4,4) I@oléc.cnf (valor promedio: 1,6 18, n = 5) para
los electrodos descartables (Figura 3.14, izgelEaso de las laminas de Au macizo se
obtuvieron sefiales menos definidas que dificultdeorcuantificacion (Figura 3.14,
der.).

La relacion de sefiales tiol:Fc obtenida para lesteldos descartables estuvo en el

rango 0,3 — 6.
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Figura 3. 14 Sefal de desorcién de tiol, CV en KIDHM, ventana de potencial: -0,2 V a -1,35
V, v: 0,05 Vs, electrodo de referencia Ag/AgCl (KCI 3M): electos descartables (izq.),

Con fines comparativos se modificaron los electsodescartables, con el compuesto
sintetizado en fase homogénea 3MPAFc, en concéntr0 mM, y se midieron las
sefales de Fc y desorcidon por voltametria ciclicéae mismas condiciones que en el
caso anterior (Figura 3.15). El interés en esteayangadica en la posibilidad de

modificar en un Unico paso la superficie con un poesto que ya tiene incorporado el
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Figura 3.15 CV de electrodos descartables: sefdérdeceno, buffer Tris 50 mM, pH 7,4,
KNO; 0,2 M, (0 V- 0,6 V),v: 0,05 V§', (izq); sefial de desorcion de tiol, KOH 0,2 M, 2-&
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~ -1,35 V), v: 0,05 Vs' (der.). Electrodo de referencia Ag/AgCl (KCI 3M)
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A modo de resumen, la Tabla 3.1 condensa la infodnade los experimentos de
desorcion de tiol y sefial de ferroceno obtenida pas electrodos descartables y las

[Aminas de Au macizo:

Fc (moléc.crif) Tiol (moléc.cn¥)

Cys/Fc 3MPAFc Cys/Fc 3MPAFc

Electrodos| (8,8+2,0).18* | (1,7+1,2).18° | (3,0—44).1¢ | (2,1+0,3).16*
descartable (n=5) (n=4) (prom.: 1,6 1& (n=4)
(n=5)

Laminas de (3,7 2,7).16* | (1,2+0,8).16* - -

Au macizo (n=6) (n=6)

Tabla 3.1 Comparacién de las sefales de Fc y désate tiol para electrodos descartables y

[aminas de Au macizas

Ambas estrategias de modificacion de las supesficie Au (cys/Fc y 3MPAFc)
resultaron efectivas para detectar por voltamefdiica la sefial de Fc y la desorcién de
tiol a valores de potenciales tipico$~=b,300 V - 0,400 V aproximadamente para Fc
adsorbido y E=-0,875 V a -1,112 V para tiol. Los cubrimientoperficiales obtenidos
resultaron comparables para ambas superficiegnsbargo las laminas de Au macizo
mostraron una mayor dispersion hecho que pueddaafée reproducibilidad del

autoensamblado.

3.3.2 Respuesta electroquimica de pistas de grafitagrafiadas de area pequefia
(0,071cn)

Debido al costo de las secuencias oligonucledtdiasulta Gtil disponer de electrodos
de Au de menor area geométrica que requieran ealesdmenores de ADN para ser
modificados. A partir de la experiencia adquiridan das superficies obtenidas por
electrodeposicion galvanostatica, se adaptd ladgqrara aplicarla sobre pistas de C

grafito obtenidas también por serigrafia, de am@ngetrica menor que las anteriores,
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0,071 cm (ver 2.2.3.3) (Figura 3.16). Las placas serigd&f@afueron disefiadas por el

Dr. Fernando Battaglini. Una ventaja adicional deealisefio es que permite obtener
conjuntamente 12 electrodos en lugar de 8 comd ease anterior.

La Figura 3.16 muestra un voltagrama obtenido etO 0,2 M para estos electrodos.

A partir de la sefal de reduccion del 6xido de seoestim6 la densidad de carga

resultando un valor de (1177 + 32i(.cmi® (n = 10) y un factor de rugosidad de 2,6.

60
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_20,
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Figura 3.16 Electrodos de area geométrica 0,07% magen de cuatro electrodos

independientes (izg.); voltametria ciclica en HgR2 M, 0V a 1,5 Vy: 0,05 V/s (electrodo

de ref. Ag/AgCl (KCI 3M) (der.)

También se modificaron los electrodos con el corsfmse3MPAFC en concentracion 50
uM y se detecto la sefial correspondiente al grup@dfcvoltamperometria de pulso

diferencial (DPV) técnica méas sensible que la voétaia ciclica (Figura 3.17).
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Figura 3.17 Respuesta por DPV de un electrodo déeAsuaartable modificado con 3MPAFc 50
nM medida en buffer Tris 50 mM pH 7,4 / NaNO,2 M; 0 V a 0,65 Vy: 0,05 Vs, electrodo

de referencia Ag/AgCl (KCI 3 M)

El paso siguiente consistié en evaluar el cubritoisaperficial de los electrodos con el
aptamero que reconoce ATP/AMP/adenosina usand@apaiombimetria en solucion
de [Ru(NH)e]** 50 uM (Steel et al, 1998). Los datos se presentan @aliéa 3.2, junto
con los valores obtenidos para las laminas de Augizmay los electrodos de Au
comerciales. Se exploré también el anclaje vig poévia reduccion con TCEP en
condiciones de coadsorcion, y a través de la iot@ya con cinco grupos fosforotioato
(5Ts) terminales (ver 3.2.3). Para evaluar lagaatdones inespecificas de los atomos
de N de los oligonucleétidos con la superficie,rasalizd el ensayo en las mismas
condiciones empleando el aptamero sin atomos &m $odos los casos se empled una
concentracién de aptamero igual a p), puesto que no se observaron cubrimientos
significativamente mayores al aumentar la conceriinade ADN (ver Ponce, M. B.
tesis DCyT-UNGS, 2015).

Los electrodos descartables presentaron valoreshténiento superficial comparables
a los obtenidos con las restantes superficies desrApleadas. La reproducibilidad
lograda en los ensayos de inmovilizacion tambiésulté aceptable para futuras

aplicaciones.
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Aptamero SH Aptamero 5Ts | Aptamero sin S
(moléc. cnif) (moléc. crif) (moléc. cnif)

Electrodos descartables

3 2 5
(4rea 0,071 cf) (1,2+0,6).10 (3,1+0,8).1¢ (2,6:1,9).10

Laminas de Au macizo| (1,3+0,5).10° (1,9+0,1).10° (5,0:3,2).10°

Electrodos comerciales

(3,88:0,02).16° | (3,4+1,6).107 (7 + 3).16*
(Ponce, 2015)

y->?P-ATP (Ponce, 2015 (2,0+0,2).10?

Tabla.3.2 Evaluacion del cubrimiento superficiddrgodistintos tipos de electrodos de Au del

aptamero (5,%M) medido por cronocoulombimetria.

3.4 Conclusiones

De la variedad de ensayos presentados en estelogmieden extraerse las siguientes

conclusiones:

- El empleo de una molécula sintética bifuncior&aMPAFc) de bajo costo fue un
primer paso efectivo para explorar la metodologianddificacion de superficies de Au
con tioles y a su vez avanzar sobre las técnicaketkecion del marcador electroactivo
(grupo ferroceno).

- Con respecto a la superficie de oro, se trabapdl@minas de Au macizo y electrodos
comerciales, ambos tipos de superficies son reaiiles. Como alternativa para obtener
electrodos de oro descartables se recurrio adéretleposicion galvanostatica del metal
sobre pistas de carbono grafito obtenidas por rediag El procedimiento de obtencion
de dichos electrodos es sencillo y reproduciblepsto de los mismos tampoco resulta
excesivo. La ventaja de trabajar con electrodosattables radica en independizarse de
los procedimientos de limpieza de las superficiesAdi que en general demandan
tiempo y en ocasiones no se logra regenerar loBlegetipicos electroquimicos
esperados para una superficie de Au limpia. Edextredos resultaron adecuados para
las etapas siguientes del trabajo de investigammém se describe en el capitulo 4.
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- El cubrimiento superficial para ambos tipos deesficies de Au, electrodos
reutilizables y electrodos descartables, resultmpamable ya sea que se emplee la
coadsorcién de una mezcla equimolar de aptdmeaod gotrto producto de la reduccion
en fase homogénea del grupo disulfuro, o la varialg anclaje a través del grupo
fosforotioato.

- La quimisorcion a través del grupo fosforotioaambién pudo ser explorada
lograndose cubrimientos superficiales comparablies abtenidos con la modificacién

con tiol.
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4.1. Introduccién

La técnica conocida como espectroscopia de imp@daglectroquimica ha sido
ampliamente aplicada en biosensores de base gettrica (Kats y Willner, 2003;
Daniels y Pourmand, 2007). Al disefiar un biosetiabel free” basado en la deteccion
por impedancia, un aspecto clave es preguntarseaacke| efecto responsable del
cambio en la respuesta a medir, por ejemplo: despleento de agua, cambio en las
propiedades dieléctricas, aumento de la resistent@atransferencia de carga debido a
repulsiones electrostaticas, etc. Dichos cambingtss pronunciados cuando el analito
es voluminoso, como sucede en el caso de la tr@mpide la lisozima, por ejemplo
(Willner y Zayats, 2007; Peng et al, 2009). Sin argb, para moléculas organicas
pequefias como por ejemplo, el insecticida sistéaetamiprida (Fan et al, 2013), o el
nucledsido adenosina (Wang et al, 2014), la deiacenpedimétrica también ha sido
reportada.

La impedancia es particularmente sensible al est&lda superficie, de ahi su
aplicacion para caracterizar electrodos modificadosa especies adsorbidas. Una
ventaja adicional que presenta la técnica desdeerspectiva analitica, es que puede
aplicarse a la deteccion de especies quimicas quseean electroactivas (ver por
ejemplo, Rodriguez et al, 2005).

El objetivo de este capitulo es estudiar el arm@glda capa de reconocimiento y la
deteccion de la sefal asociada a la interaccioranagb-analito empleando

espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS).

4.2 Respuesta de electrodos descartables por C\sy E

El acceso a equipamiento electroquimico para haesliciones de impedancia en el
laboratorio del Dr. Fernando Battaglini, abrid lasipilidad de explorar esta técnica
para estudiar de manera sistematica la modificacén superficies de Au con
aptameros. Una ventaja de la misma radica en laijidad de cambiar la estrategia de
desarrollo de sefial evitando la introduccion de nuarcador electroactivo en la

secuencia aptamérica como se habia propuestolimérite (ver Figura 3.6). Es decir,
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es posible explorar un disefio de aptasensor dohdeaecador electroactivo se
encuentre en solucionlgbel free impedance aptasenydiDaniels y Pourmand, 2007).

4.2.1 Evaluacion de las superficies de Au obtenigias electrodeposicion

galvanostatica

Debido a que los electrodos obtenidos por elecprmsleién galvanostéatica de Au sobre
pistas de carbono de 0,071 Tue area geométrica resultaron efectivos frenta a |
modificacion con aptameros (ver 3.3.2), el deskrmxperimental continué empleando
dichas superficies como electrodos de trabajo [sa@ranediciones electroquimicas. La
evaluacion electroquimica de los electrodos sedirfiaciendo una voltametria ciclica.
A modo de ejemplo, la Figura 4.1 muestra la cuorai@nte-potenciali(vs. B obtenida
para uno de dichos electrodos en solucion g§ed{CN)] 0,025 M como sonda redox,
(Epa = 0,341 V,E,. = 0,178 V,4E, = 0,133 V). También se muestra el ajuste de los
datos experimentales que se obtuvo con el progr&mRBS para la cupla redox
[Fe(CN)] ™~ asumiendo un comportamiento cuasi reversife=(0,244 V,x? = 83,7).
Todos los valores de potencial informados en esteafo se refieren al electrodo de
Ag/AgCI (KCI 3M).

2004

CV medida
Ajuste

150

100

50

Ip IpA

-50 -

-100 +

-150 1 ; . ; . ;
0.00 0.25 0.50
E/V

Figura 4.1 Voltametria ciclica de un electrodo deohtenido por electrodeposicidén
galvanostatica: K[Fe(CN)] 0,025 M / Hepes 0,1 M / KN§®,2 M, pH 7,2 (-0,1 V- 0,6 V),

v: 0,05 Vst
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Comparando los voltagramas de los doce electroelasmd misma placa medidos en las
mismas condiciones, se obtuvo un valor promedig%e (0,249+ 0,001) V, siendo la
diferencia entre el potencial de pico anodiEf,d) y catodico E%c), 4ES = (0,149+
0,009) V. A partir de estos valores se infiere gbeomportamiento redox de la cupla
[Fe(CNX]™ es reproducible porque la respuesta no muestrannbio significativo

entre los electrodos.

A continuacion se midio, en las mismas condicioeegerimentales, el espectro de
impedancia electroquimica para un rango de fre¢agmi=0,1 Hz - 10 kHz La Figura
4.2 muestra, a modo de ejemplo, dicho espectra eedresentacion conocida como
grafico Nyquist(Z vs. %), el valor de frecuencia indicado en el graficoresponde al
méximo del semicirculoZ). El pequefio dominio semicircular medido en langria
porcién del espectro para altas frecuencias, ekaddr de un rapido proceso de
transferencia de carga, limitado por la difusionlaeespecie electroactiva hacia la
superficie del electrodo (porcion lineal) (ver 2.6). La linea en el grafico corresponde
al ajuste obtenido con el programa FRA empleandairelito equivalente que se
muestra en el inserto. Los términos Rs y CPE fudedimidos en 2.1.1.6.

300+

@ experimental
ajuste

200+

Z1Q

100

Z./Q

Figura 4.2 EIS de un electrodo de Au descartabiidoeen Kg[Fe(CN)g] 0,025 M / Hepes
0,1M/ KNG; 0,2M, pH 7,2 (E°= 0,250V, frecuencias: 0,1 HO-kHz, amplitud de voltaje 10

mV). Inserto: circuito Randles modificado
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La Tabla 4.1 muestra los valores promedio y la idegn estandar para el conjunto de
12 electrodos de una misma placa. Se indican loEnros obtenidos para el ajuste
con el circuito equivalente de Randles modifica®g R, Zw, Yo Y N) que se muestra en
el inserto de la Figura 4.2, y los obtenidos aipdé la curva de impedancia (Z y la
frecuencia correspondiente al maximo del semialjcuLos parametrosy, y n
corresponden en el circuito equivalente al elemerostante de fase (CPE). Con
respecto al valor de, si 0,5 <n < 1, la superficie se considera rugosa, tipicampata
superficies metalicas el valor dese encuentra entre 0,8 y 1 (ver 2.1.1.6). El pat@mn

Yo es la inversa de la impedancia y se denomina adaongt.

Electrodos de Au no
modificados (n=12)
Rs (Q) 170,4+ 22,1
Ajuste con el
Re (Q) 109,9+ 45,0
circuito
. Zy (3,1+0,1).10°
equivalente 5
Y, 6,7+ 5,6).1
(programa FRA) ° (6.7£56)
n (rugosidad) 0,78+ 0,12
Obtenidos del | Frecuencia (kHz) 1,38+ 0,36
grafico Z (Q) 54,0+ 18,3
ZiVs 4 Zm (Q) 41,8+ 19,2

Tabla 4.1 Electrodos de Au no modificados. Parésaibtenidos por ajuste (programa FRA),
circuito equivalenteRs resistencia de la solucioR resistencia a la transferencia de canga,

rugosidad, % impedancia de Warburg,,Yadmitancia; y a partir del grafico Nyquist

Los valores presentados en la Tabla 4.1 puedenrdifeuna placa a otra, por ejemplo
para la resistencia a la transferencia de carga.el rango de valores que se han
obtenido va de 10@ a 500Q aproximadamente. Por tal motivo, cada medicion
realizada fue comparada siempre con la medidaspwneliente al mismo electrodo no
modificado (Au limpio). La diferencia entre la r&tgincia a la transferencia de carga
medida para el electrodo modificado y sin modifisRy resultd un pardmetro util para

evaluar cambios en la superficie.
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4.2.2 Modificacion de los electrodos con secuen@éigonucleotidicas

4.2.2.1 Coadsorcién de una mezcla equimolar aptéftiel corto

Por su sensibilidad y el hecho de ser una técrocdestructiva, la espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS) es ampliamente eagal para caracterizar electrodos
funcionalizados. La inmovilizacion de biomaterialesbre un electrodo altera la

capacidad y la resistencia a la transferencia dgad®;, por lo tanto, EIS resulta una

herramienta eficaz para el estudio de las propesladterfaciales en electrodos
modificados (Katz y Willner, 2003; Ding et al, 2005ong et al, 2004; Priano et al,

2008).

Se procedid6 entonces a inmovilizar el aptdmero  queconoce
adenosina/AMP/ADP/ATP sobre la superficie de lestebdos previamente descriptos.
Se comenz6 empleando la modificacion que contiegeupo disulfuro en un extremo,
previa reduccion con TCEP (ver 2.2.1.1). Puesto muese purificd el producto de
reaccion, se trabajé en condiciones de coadsod#da mezcla equimolar (5,8M) del
aptamero tiolado (apt-SH) y el alcanotiol de cadeoda producto de la ruptura del
puente disulfuro (CKCH,)sCH,SH, mercaptohexano). Se cubrié la superficie del
electrodo con la mezcla aptamero/tiol corto y §6 derante una noche a temperatura
ambiente, finalmente se retird la solucién remamgrge enjuago con buffer Hepes 0,1
M / KNO3 0,2 M, pH 7,2 para remover las moléculas no addash(ver 2.2.5.2). Este
protocolo de modificacion evita que el depdsitodsshidrate sobre la superficie del
electrodo.

Una primera evidencia de la presencia de mateuiahtigorbido, se obtuvo al comparar
las voltametrias ciclicas medidas en solucion @égR)]™ del electrodo de Au limpio

y luego de la modificacion (ver Figura 4.3). El eraél depositado dificulta la
transferencia de carga debido al bloqueo parcidh deiperficie metalica, ademas, por
ser un polianién al pH de trabajo, la cadena oligteotidica ejerce repulsiéon
electrostatica sobre la sonda redox también aradnier Capitulo 3.2.3).

Con el fin de evaluar la reproducibilidad de la mfiodcion con el aptamero y el
alcanotiol corto, se repitio el experimento enrtasmas condiciones anteriores con los
once electrodos restantes de una misma placa,iéhdese un valor d&%m = (0,270
+0,007) V y4E, = (0,452+ 0,071) V (n = 12).
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Figura 4.3 CV de un electrodo de Au antes y desgeaéa modificacion con la mezcla
aptamerof/tiol corto (5,pM): solucion de K[Fe(CN)] 0,025 M / Hepes 0,1 M / KN{D,2 M,

pH 7,2 (-0,1\-0,6 V),v: 0,05 Vs

La Figura 4.4 muestra el cambio drastico que tugad cuando se midi6 el espectro de
impedancia electroquimica en un electrodo de Auificado con la mezcla equimolar
aptamerol/tiol corto. EI segmento correspondientealicirculo en el grafico Nyquist se
incrementd notablemente respecto de la porciorallimerrespondiente al proceso
difusional de la especie redox. Este aumento eeslatencia a la transferencia de carga
R, evidencia la presencia del oligonucleotido quarbglo. El valor de la frecuencia
correspondiente & maximo se desplazé hacia frecuencia menores indicam

predominio del efecto capacitivo respecto del adrifusional.
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Figura 4.4 EIS de un electrodo de Au ant@s)(y después de la modificacion con aptamero/tiol
corto (5,5uM) (@ ); K3[Fe(CN)g] 0,025 M/ Hepes 0,1 M /KN£0D,2 M, pH 7,2, (E° = 0,250 V,
frecuencias: 0,1 Hz-10 kHz, amplitud de voltajeni)

La Tabla 4.2 muestra los valores promedio y la idegn estandar para el conjunto de

doce electrodos modificados con la mezcla equinagtamero/tiol corto (5,pM).

Electrodos modificados con
aptamerottiol corto (5,pM)
(n=12)
R (Q) 184,2+ 21,7
Ajuste con el
R (Q) 1620,8+ 544,4
circuito
. Zy (2,7+£0,2).10°
equivalente 5
Y, 2,1+ 0,6).1
(programa FRA) ° (2.1x06)
n (rugosidad) 0,95+ 0,02
Obtenidos del Frecuencia (kHz) 0,08+ 0,04
grafico Z (Q) 794,8+ 293,1
ZiVs 4 Z(Q) 771,4+ 293,6

Tabla 4.2 Electrodos de Au modificados con aptéftiet corto (5,5uM). Parametros
obtenidos por ajuste (programa FRA) vy a partirgiléfico Nyquist
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Con respecto a la reproducibilidad que se obtuvoaificar los electrodos, se observo
una dispersion del orden del 34% en el valorRde 37% paraZ, y 38% paraZ;
comparando los 12 electrodos de una misma placaribargo, desde el punto de vista
operativo, por las condiciones geométricas de lldacde medida y la disposicion del
disefio de los electrodos (ver Figura 3.16), loseerpentos se realizaron en grupos de
cuatro electrodos, donde la dispersion de los petré@simencionados resulto inferior al
15%.

Cuando se compararon los valores de los electromoy sin modificacion (Tablas 4.1
y 4.2 respectivamente), la resistencia a la traeséa de cargaR) fue el parametro

que presenté mayor variacion:

A R = R¢ Au/apt -Ric Au

Por lo tanto se empled este valor como criterica paraluar la modificacion de la
superficie. Se observd un incremento de aproximadérun orden de magnitudR.

~ 0,9 KQ) como consecuencia de la presencia del aptameiaiygl de cadena corta
quimisorbidos. La frecuencia correspondiente al imaxde la componenté&; en la
seccion semicircular del espectro de impedancialesplazé hacia valores mas bajos
indicando un incremento de la componente capadi@mado a la presencia de material
adsorbido sobre la superficie del electrodo, lanmaisendencia se observé en los valores
dezyZ.

4.2.2.2 Quimisorcion del aptamero disulfuro

Una manera alternativa al anclaje del aptameroemiace S-Au en condiciones de
coadsorcion, a partir de la mezcla aptamero/tiotoccesultante de la reduccion con
TCPE, consiste en exponer la superficie metalicaa@hmero disulfuro (-S-S-)

directamente. Se ha reportado en bibliografia, Iggedisulfuros se adsorben sobre
superficies de Au, hecho que promueve el clivajeedlace —S-S- (Nuzzo, 1987). Con
fines comparativos se explord la modificacion de ébectrodos directamente con el
aptamero disulfuro sin hacer la reduccion con TGERodo de ejemplo se presenta la
voltametria ciclica (Figura 4.5) medida en soluaiér{Fe(CN)] 2 del electrodo de Au

antes y después de la modificacion con el aptadistdfuro. Se obtuvieron valores de
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© = (0,252t 0,005) V yAE®° = (0,211+ 0,005) V (n=4). Al comparar con las medidas
de la modificacion aptamero/tiol corto presentagiada Figura 4.3, se observo que la
cupla redox muestra una menor dificultad para almama superficie del electrodo

cuando se emplea el aptamero disulfuro.

250 -
Au

2004 ° AutAptamero -S-S-

150 H
100
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Ip/ pA

-50

-100

-150 41— ; . ; . ;
0.00 0.25 0.50
E/V

Figura 4.5 CV de un electrodo de Au antes (Au)spdés (Au+Apt) de la modificacion con el
aptamero —S-S- (5;aM): solucion de K[Fe(CN)] 0,025 M/Hepes 0,1 M /KN§0,2 M, pH 7,

2 (-0,1V-0,6 V),v: 0,05 Vs

Las medidas de impedancia (Figura 4.6) tambiérrisagn una menor dificultad de la
sonda redox para alcanzar la superficie del eldotrg producir la transferencia
electronica. Se emple6 el mismo circuito equivaemie en el caso anterior para el
ajuste de los datos. Al comparar con el espectienado en condiciones de coadsorcion
(Figura 4.4), se observé que la porcion lineal egpondiente al control difusional, es
menor para la superficie modificada en condiciotessoadsorcion que empleando el
aptadmero —S-S-. Asimismo, la diferencia en la tes@a a la transferencia de carga del
electrodo modificado respecto del mismo electrodonsodificar ARy) fue 0,5 kQ
aproximadamente, mientras que para la coadsord®yn= 1 kQ. Consistentemente el
valor de frecuencia a la cual se alca@zanaximo es mayor (0,3 kHz y 0,07 kHz
respectivamente) para la modificacion con aptandesolfuro que con aptamero —SH.
Cuando se lleva a cabo la modificacion del electrodn una mezcla equimolar del

aptdmero y el alcanotiol de cadena corta, se peduma competencia entre ambas
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especies por la superficie y es mas probable gumletorto se adsorba en mayor
proporcion que el aptamero puesto que se tratmaenolécula pequefia y sin carga. En
estas condiciones se estaria produciendo un cumimimas efectivo de la superficie.
En cambio cuando se emplea el aptamero disulfareedulsion electrostatica entre las
moléculas del polianion podria dificultar la quiomsion.

De este modo la modificacién en condiciones de smaibn produciria un mayor
bloqueo de la superficie metélica dificultando lastransferencia de carga del anion
[Fe(CNY]™.
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Figura 4.6 EIS de un electrodo de Au ant@®s)(y después @ ) de modificarlo con el aptamero
—-S-S- (5,5uM), medido en K[Fe(CN)g] 0,025 M/Hepes 0,1 M /KNE0,2 M, pH 7,2 (E° =
0,236 V, frecuencias: 0,1 Hz-10 kHz, amplitud di&aje 10 mV)

4.2.2.3 Sistema aptadmero-hebra complementaria

Tal como se describié en el Capitulo 3, Figura 8rlg de las estrategias propuestas
para el disefio de un aptasensor se basa en laadisocde un hibrido formado por el
aptamero y su hebra complementaria, en presenicandito (ver por ejemplo, Willner

y Zayat, 2007).

En este caso con el fin de favorecer la competetieiaanalito por el aptamero, se
emplea un sistema de ADN doble cadena cuya hebrgplementaria posee solo 11

nucleodtidos en lugar de 27. La secuencia del aptagsela siguiente:
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5'-CH3-(CH,)5-S-S-(CH)s-TTT T TA CCT GGG GGA GTA TTG CGG AGG AAG
GT-3'

Como se mencion6 en 2.2.1, las cinco timidinasefT el extremo 5" se agregan como

separadores entre la secuencia que reconoce AlIBuperficie.

La hebra empleada para hacer la hibridizacion egpmentaria de los 11 nucleétidos
que estan proximos al extremo 57, a continuacidrsepearador, el cual quedara mas
cerca de la superficie del Au pues tiene el grugddq\er Figura 4.7):

5" CTCCCCCAGGT 3

El ensayo de hibridizacién y la verificacion por ge poliacrimida (PAGE) de la
construccion obtenida en solucion previa a la nicalifon del electrodo, fueron
realizados por la Lic. M. Belén Ponce (ver tesistad@l de Ponce, M. B., 2015).

Igual que en los casos anteriores, se empled ur@ptacion 5,M de la mezcla que
contiene la doble hebra y el tiol corto productdaleeduccién con TCEP (Figura 4.7).
Se cubrié la superficie del electrodo con la sdincy se dejé durante 12 hs a
temperatura ambiente. Estos experimentos se hicienoun buffer de hibridizacion
(Tris 25 mM, pH 8,2, NaCl 300 mM).

Au = = Au

Figura 4.7 Esquema de la modificacion del Au corNAdbble hebra

A continuacion se midieron la respuesta por CV yegpectro de impedancia en
solucion de K[Fe(CN)] 0,025 M/ Hepes 0,1 M / KN§0,2 M, pH 7,2. Las Figuras 4.8
y 4.9 muestran las curvas respectivas para estatraocion doble cadena. La

voltametria ciclica evidencio el cambio producidbre la superficie, la cupla redox se
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comportdé menos reversiblemente que antes de laficamion. A su vez el espectro de
impedancia también reflej6 un aumento en la resitdea la transferencia de carga
debido al polianion adsorbido. El valor B~ 1,8 K2 fue sensiblemente mayor que el
obtenido para la simple hebra en las mismas candsi (ver 4.2.2.1). Resulta
razonable este incremento en la resistencia amsferencia de carga pues la carga del
polianiéon presente en la superficie es mayor pardoble hebra que para la simple

hebra.
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Figura 4.8 CV de un electrodo de Au antes (Au)spdés de la modificacion (Au+doble
hebra/tiol corto), K[Fe(CN)g] 0,025 M/ Hepes 0,1 M/ KN{D,2 M, pH 7, 2 (-0,1 \. 0,6 V),

v: 0,05 Vs
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Figura 4.9 EIS de un electrodo de Au ant@®s)(y después @ ) de su modificacion con la
mezcla doble hebra/tiol corto (5481): Kg[Fe(CN)] 0,025 M/ Hepes 0,1 M / KN£D,2 M, pH

7,2 (E°=0,254V, frecuencias: 0,1 Hz -10 kHzphimd de voltaje 10 mV)

115



Capitulo 4. Aplicacion de EIS al estudio de sup@sicde oro modificadas con aptameros

En sintesis, en relacion con las secuencias olajeatidicas se exploraron tres
variantes de modificacién de electrodos. En laspiiveeras se usé la misma hebra de
ADN simple cadena (aptamero que reconoce adend8iRIADP/ATP) variando el
grupo funcional que interacciona con la superft@eAu. En el primer caso se hizo la
reduccion en fase homogénea con TCEP y se apliodelecla equimolar aptamero-
SH/tiol corto en condiciones de coadsorcién, esegundo caso se us6é directamente el
aptamero con el grupo disulfuro produciéndose diaiceion en fase heterogénea sobre
la superficie del electrodo. La tercera modificacexplorada consistié en una etapa de
construccion de un sistema doble cadena en soleci@h cual el aptamero se hibridizé
con una secuencia complementaria de 11 nucledtidosnmovilizacién de la doble
hebra de ADN a la superficie del electrodo se kizoavés del grupo tiol que posee el
aptamero, previa reduccion en solucion con TCERJdes se coadsorbiéo una mezcla

equimolar doble hebra-SH / tiol corto, como enrehpr caso de simple hebra.

4.2.3 Efecto del tipo de sonda redox en solucion

Para minimizar la repulsion electrostatica entrgpalanion (aptamero) quimisorbido
sobre la superficie del electrodo y el marcadoroxeén solucion, se exploré la
respuesta por CV y EIS del compuesto ferrocenoroktama especie molecular sin
carga (Figura 4.10) que presenta una respuestesiteleeen la ventana de potencial del

Au en medio acuoso.

=

Fe

=

Figura 4.10 Estructura del compuesto ferroceno mokta

Al igual que otros derivados del big3(ciclopentadienil)-hierro, como la amida del
carboxiferroceno discutida en el capitulo antefi@r 3.2.1), la reaccion del par redox
ferrocenof/ferricinio involucra la transferenciaweelectron, siendo el E° = 0,225V, la
cupla tiene un comportamiento reversible sobreAAmodo de ejemplo, la Figura 4.11
muestra las voltametrias ciclicas obtenidas parelesirodo de Au antes y después de
modificarlo con la mezcla equimolar aptamero/tiolto empleando una solucion de

ferrocenometanol 0,52 mM como sonda redox. Ambawasuson practicamente
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superponibles, siendo E° = 0,218 VAE® = 0,055 V, valores que indicaron un
comportamiento reversible independientemente derésencia del aptamero y el
alcanotiol de cadena corta adsorbidos. La pequefieeatracion de la sonda redox en

este caso respecto de la concentracidk4flee(CN)g] respondio a su baja solubilidad en

medio acuoso.

Ip/ pA

-0.15 0.00 0.15 0.30 0.45

Figura 4.11 CV de un electrodo de Au antes y desgaénodificarlo con la mezcla
aptamerol/tiol corto (5,bM): ferrocenometanol 0,52 mM /Hepes 0,1 M / KNI2 M, pH 7,2,

(-0,1V-0,4V),v: 0,05 Vs

El espectro de impedancia electroquimica para &nmielectrodo antes y después de la
modificacion con la mezcla aptamero/tiol corto tacg presentd diferencias

significativas (Figura 4.12).

Para verificar que efectivamente los electrododamabido modificados con la mezcla
aptamero/tiol corto, se volvieron a medir empleatal@upla aniénica [Fe(Ch)*
obteniéndose la respuesta irreversible que evidemai presencia del polianion

qguimisorbido.

Se puede concluir que el ferrocenometanol no e@sdecuado para hacer visible este
tipo de modificaciones de la superficie. Generalizg es posible decir que la carga de
la sonda redox seleccionada para caracterizar@jgdmicamente la modificacion de

una superficie, es un factor importante a considera
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Figura 4.12 EIS de un electrodo de Au antes y desgda modificarlo con la mezcla
aptameroftiol corto (5,6BM) medido en ferrocenometanol 0,52 mM / Hepes 0/1KWO; 0,2
M, pH 7,2 (E°= 0,217 V, frecuencias: 0,1 Hz -Hrkamplitud de voltaje 10 mV)

4.2.4 Efecto de la sonda redox inmovilizada (Os-PA)

En el campo de los biosensores amperométricos semfpeado la estrategia de
inmovilizar una enzima mediante la interaccion aarhidrogel que contenga una sonda
redox, siendo el sensor de glucosa el dispositwoercial mas conocido (Heller, 1990).
El hidrogel provee un medio con alto contenido gigaaen el cual las especies solubles,
como la glucosa por ejemplo, pueden difundir faeitbe hasta el sitio activo de la
enzima. Tal como se describi6 en 1.3.4, los sisgermatoensamblados pueden
construirse a partir de un polielectrolito y unfaaotante como contraion, sobre la base
de la fuerte interaccion electrostatica de las@spdver tesis doctoral de Cortez, M. L,
2011).

Inspirado en este tipo de biosensores, en una migtapa, se explord una arquitectura
para el electrodo de trabajo en la cual la espdeiroactiva se encuentra inmovilizada
o confinada en la superficie a través de las intéoaes electrostaticas con el aptamero
(Figura 4.13 a)).

Como primer paso, se modificaron electrodos de @&wla mezcla aptamero/tiol corto

igual que en el caso anterior (ver 4.2.2.1). A icatcion se cubrieron los electrodos
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con una solucion del complejo de Os electroactivodar a poli(alilamina), un
polieletrolito con carga positiva a pH ~ 7, debaaquilibrio acido-base de los grupos
—NH,. El compuesto fue sintetizado por la Dra. Lorenart€z (ver tesis citada

previamente y Danilowicz et al, 1998), su estructe presenta en la Figura 4.13 b).

b)
, s

OO .
SEEEBBREILIIIIEEEL:  Os-PA hidrogel  ——

) . = | X
aptamero/tiol corto ~ |
l | o l\|l e I
g
[ ]AU /N\OS\N/ \
Cl N =

~
L

Figura 4.13 a) Esquema de la capa construida sbketectrodo.

b) Estructura quimica del polielectrolito redox RA-

La Figura 4.14 muestra la curva corriente-potengah el sistema en funcién de la
velocidad de barrido, el centro metalico de Og#l)oxida a Os(lll) al hacer el barrido

de potencial en sentido anddico y vuelve a redei@lsnvertir el sentido del mismo.
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Figura 4.14 CV de un electrodo de Au modificado ebsistema aptamero / tiol corto / Os-PA
(0V- 0,5V), para diferentes velocidades de barridalidses en buffer Hepes 0,1 M, pH 7,2
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Las voltametrias ciclicas obtenidas indican la gmme de una especie electroactiva
inmovilizada, hecho que confirma las interaccioslestrostaticas entre el aptamero (un
polianion) y el Os-PA (cationico). Cabe sefalar gueomplejo Os-PA no se adsorbe a
una superficie de Au limpia (Dra Lorena Cortez, oamacion personal). La corriente
de pico {) varia linealmente con la velocidad de barrido becbnsistente con la
respuesta de una especie electroactiva adsorbidandG se trabaja a baja velocidad de
barrido (0,05 V&), todos los sitios redox en el polimero puedenarse y reducirse, la
integracion del area bajo la curva en esa condicidité una carga de 0,03 mC.ém
para la reduccién, valor consistente con la préaeate 3,6.18° moles.crif o 2,1.16*
moléc.cn? de especie electroactiva. Este valor resultdé mepuer el reportado por
Danilovicz et al (1998) (0,1 — 1 mC.&n sin embargo, debe tenerse en cuenta que el
mismo depende de la concentracion de Os(ll) / Qi el hidrogel y de la capacidad
del mismo para interactuar con el aptamero y ecticdo previamente quimisorbidos al
Au. A continuacion sobre el mismo electrodo modific se midi6 el espectro de

impedancia electroquimica (Figura 4.15).
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Figura 4.15 EIS de un electrodo de Au modificado elosistema aptamero / tiol corto / Os-PA
(E° = 0,252V, frecuencias: 0,1 Hz -10 kHz, amplitiedvoltaje 10 mV). Inserto: ampliacion del
segmento 10 Hz -10 kHz

Estos resultados exploratorios sugieren que lagculzls de aptamero quimisorbidas
estarian funcionando como “conductores” entre dhpo de Os-PA y la superficie
metélica, lo cual podria aprovecharse para disaifias arquitecturas de electrodo.
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Una variante empleando el mismo polimero de osounsistié en armar el electrodo
con la construccién que se muestra en la Figug &.El primer paso de modificacion
fue la adsorcion de una monocapa de 3-mercaptodapsulfonato de sodio (MPS,
Figura 4.16 b) (pK~ 2). Esta molécula bifuncionalizada permitio tangisorcion al Au
mediante el grupo tiol, mientras que las interawesoelectrostaticas con el Os-PA
tienen lugar a través del grupo sulfonato cargad@mtivamente a pH 2.

Los electrodos de Au limpios fueron sumergidos ea solucion 20 mM de MPS en
H.SO, 10 mM durante 30 minutos. La solucion de MPS spamd en el momento de su
utilizacion, para evitar la oxidacion del tiol cah O, del aire. A continuacion los
electrodos fueron expuestos a una solucion de O%6F¥6 mM aproximadamente,
buffer Tris 50 mM (pH 7,2), durante 10 minutos).

a) b)
aptamero

i I 0000200 % % %0 % %0 % % %0 % %% % % % %%
Os-PA hidrogel XResseRsxeisisss S
90%%6%6% %% %% \/\/ \O

Au [ ]

3-mercapto-1-propansulfonato de sodio

Figura 4.16 a) Esquema de la capa construida gbetectrodo, b) Estructura quimica del MPS

Las curvas corriente - potencial en funcion de dboeidad de barrido (Figura 4.17)

mostraron la respuesta de estos dos primeros gasosdificacion.

0.01Vs*
34 ¢ 0.025Vs?
| ¢ o005vs*
o4 o 0a1vst

0.25 Vs

-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E/V

Figura 4.17 CV de un electrodo de Au modificado ebsistema MPS / Os-PA (0-V0,5 V),
para diferentes de velocidades de barrido, mediddmiffer Hepes 0,1 M/ KN,2 M, pH 7,2
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Nuevamente se obtuvo una correlacion lineal erareelocidad de barridov) y la
corriente pico ip) lo que evidencio la presencia del polimero comaghplejo redox
inmovilizado sobre el electrodo. Sin embargo al parar con la construccion anterior,
se observo en este caso una menor intensidad denter Otra diferencia entre ambos
tipos de construcciones fue la necesidad de inareEmnéda fuerza ionica del buffer
Hepes por agregado de un electrolito (kKINPara mejorar la respuesta electroquimica.
Estos hechos podrian atribuirse a un mayor blogleeta superficie del electrodo por
parte del MPS (20 mM) que en el caso del aptameirotirto (5,5uM).

Finalmente los electrodos se expusieron a unaiéalgie aptamero 5,6M disuelto en
buffer Hepes 0,1 M / KN©0,2 M, pH 7,2, durante 1 h a temperatura ambidfrieeste
caso se empled la secuencia aptamérica que recadenesina/AMP/ADP/ATP sin el
grupo tiol terminal (ver 2.2.1), dado que la idaa &xplorar si la misma puede quedar
contenida en la matriz del hidrogel por interacemmlectrostaticas. La respuesta del
sistema MPS/Os-PA/aptamero por voltametria cicicanpedancia electroquimica,
mostro solo leves cambios después de esta etapaodiicacion de los electrodos
(Figura 4.18).

15+ b) 200+
MPS/Os-PA MPS/OS-PA

*  MPS/Os-PA/aptdmero ; 1 @ MPS/Os-PA/aptamero °
1.0 160

0.5 120

HA
Z1kQ
(]

1/

0.0 80

0.5 40

-1.0 T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T 1
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0 10 20
E/V Z /kQ

Figura 4.18 a) CV de un electrodo de Au modificado MPS/Os-PA y MPS/Os-PA/aptamero
(OV - 0,5V; v: 0,05 V8). b) EIS para las mismas modificaciones. Buffenselida: Hepes 0,1
M/ KNO;3; 0,2 M, pH 7,2

En las condiciones ensayadas mediante detecciémogjaimica, no pudo confirmarse
la incorporacién del aptamero al hidrogel. Para, ghodria explorarse la técnica de
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microbalanza de cristal de cuarzo con disipaci6@NIRD) cuya aplicacion se presenta

en el capitulo siguiente.

4.3. Deteccioén del analito (AMP)

Habiendo adquirido experiencia en el armado denthst arquitecturas de electrodo
empleando el aptamero que reconoce adenosina/AMBARADP como sistema modelo,
como asi también en la técnica de impedancia etpdinica, se avanzd hacia la
exploracién de la deteccion del analito de interés.

Tal como se menciond en 4.1 se espera que la gapdel espectro de impedancia
cambie al producirse el reconocimiento aptamero-ANMI®mMo se discutid en el

Capitulo 3 en ausencia de AMP, el aptamero en upeste acuoso a pH ~ 7 aln
inmovilizado a la superficie de Au por quimisorciopresenta un equilibrio

conformacional entre la forma desplegada (“randoiti)cy la forma plegada (“stem-

loop”) que se esquematiza en la Figura 4.19:

forma desplegada forma plegada

> |00
== P
—> stem
S S
Au

Figura 4.19 Esquema del equilibrio conformacioralapptamero quimisorbido a la superficie

de Au en un ambiente acuoso

A temperatura ambiente y en ausencia del analdle mnes que estabilicen la forma
plegada, predomina la estructura desplegada. L¥cuolas de aptamero inmovilizadas
se comportarian como un “cepillo molecular aniéhiddicultando (“barriendo”) el
acceso del [Fe(CN)*3a la superficie. El analito es la fuerza impulsgua favorece el
predominio de la forma plegadast¢m-loop) sobre la forma fandom coil. En la
metafora del “cepillo molecular” equivaldria a deque las “fibras del cepillo” se

encuentran enrolladas e interfieren menos conrfdascedox anidnica que se aproxima
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a la superficie del electrodo. El espectro de imapeth deberia reflejar este mejor

acceso de la sonda redox a la superficie del ebbwtr

Otro aspecto relevante en el armado de la capacdaacimiento es el bajo cubrimiento

superficial (alrededor del 1%) obtenido al realiehautoensamblado con el aptamero
(ver 5.2), hecho que puede disminuir la sensildlidal aptasensor. Para mejorar la
cuantificacion cuando se emplea EIS como técnicditama, se introduce un paso

adicional en el armado de la capa de reconocimigi® consiste en el tratamiento con
un alcanotiol de cadena corta (MCH) (ver por ejemglissa et al, 2013). Ademas el

mismo resulta eficaz para minimizar las interacefoinespecificas de la secuencia
oligonucleotidica al Au (ver 3.2.3).

La voltametria ciclica evidencié la modificacionl ddectrodo realizada, pero la

sensibilidad de esta técnica no resultd suficigrdea detectar la interaccion del

aptdmero con AMP 500 nM (Figura 4.20).

200
* Au

= Apt/tiol corto/MCH
*  AMP 500nM

100+

-100

0.00 0.25 0.50
E/V

Figura 4.20CV en Kg[Fe(CN)s] 0,025 M/Hepes 0,1 M /KN§0,2 M, pH 7,2 (-0,1 V-~ 0,6 V),

vel. de barrido 0,05 Vs Electrodo de Au @ ); Au/aptamerottiol corto (5,6M) / MCH (1,5
mM) ( @ ); Au/aptamero/tiol corto (5,6M) / MCH (1,5 mM) / AMP 500 nM @)

En cambio el espectro de impedancia electroquimioatré un cambio que puede
explicarse teniendo en cuenta que al reconocer AdPoblacion de moléculas de
aptamero quimisorbidas esta mayoritariamente eorfaa plegada €tem loop). Si

bien esta estructura es mas voluminosa que la fdesplegada, la misma posee menor
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libertad de movimiento. Dado que la superficie édctrodo es de dimensiones
milimétricas, el cambio debido al plegamiento dakhanero no impide el acercamiento
de la sonda redox para dar la transferencia decBigho plegamiento del aptamero se
traduciria en una disminucion de figura 4.21).

Un modo de cuantificar el cambio producido por mhléio, consistio en calcular la
diferencia en la resistencia a la transferenciaatga antes y después de agregar el

AMP, de manera analoga a lo expuesto previamerze?(4):

A Ry = |Rc apt/tiol corto/MCH Ry apt/tiol corto/MCH/AMAR

Se consider6 en ambos casos el valor géuBgo de hacer la incubacién con el buffer

como se indica en 2.2.5.2. Para una concentrae@MP 500 nMA Ri.=500Q.

1.4 - AU
] @ Apt/tiol corto/MCH
1.2 ° ° e  AMP 500 nM
o
o
1.0 ° ° °
o
° ° °

0.8
o LY ° °
=< 06
N~ Q ° °

04+ o ° °

9 S °°
) )
024 o °W
"]
0.0 - a
T T T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35
Z 1kQ

Figura 4.21EIS en Kg[Fe(CN)g] 0,025 M/Hepes 0,1 M /KN§0,2 M, pH 7,2. Electrodo de Au

(®); Au/aptameroltiol corto (5,6M) / MCH (1,5 mM) (® ), Au/aptamero/tiol corto (5,6M)
/ MCH (1,5 mM) / AMP 500 nM @)

Si bien este resultado confirmé que es posibleelaation de AMP por EIS con la
construccion de la capa de reconocimiento descrifgsde el punto de vista analitico
tiene el problema de una baja sensibilidad, el eamtedido es de 12 / nM con
respecto a la concentraciéon de AMP. La deteccidoad#mosina por espectroscopia de

impedancia electroquimica fue descripta por Waglgboradores (Wang et al, 2014)
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empleando una construccion de electrodo que comer@8npasos de modificacion
sucesivos (aptamero, ditiotreitol y MCH) para lagra mayor bloqueo de la superficie
libre de Au mejorando asi la sensiblidad.

Cabe sefialar que la presencia de cationes divalentao Mg* (ac) es un factor que
afecta el equilibrio conformacional entre la forplagada y la estructura random coil
del oligonucleétido debido al efecto de compengadié carga de los aniones fosfato.
Dado que el principio de deteccion de la adenossta basado en dicho cambio
conformacional, la composicion de los buffers deubacién es un aspecto a evaluar.
En este trabajo de tesis se decidié estudiarlo sisgeméticamente empleando como

técnica instrumental microbalanza de cristal dezrueon disipacion (ver 5.4.1).

4.4 Conclusiones

La espectroscopia de impedancia electroquimicaipérobtener informacion acerca
de la modificacion de superficies de Au con seciasnaligonucleotidicas, empleando
diferentes estrategias de quimisorcion. La resisdea la transferencia de carga resulté
un parametro sensible a dichos cambios. Por tea@desuna técnica no destructiva,
luego de la verificacion del armado de la capa éeomocimiento, fue posible
monitorear el evento de reconocimiento moleculapesencia del analito empleando
el mismo electrodo.

En el contexto de la deteccion de moléculas peguediao el AMP, una de las ventajas
que presenta la técnica de EIS consiste en la ipdat de disefiar estrategias de
deteccion que no requieran la modificacidn quindeala secuencia aptameérica. Sin
embargo el tipo de sonda redox a emplear es uorfaatonsiderar en un aptasensor de
tipo “label freé basado en mediciones de impedancia.

La modificacion del electrodo mediante autoensadtbton el sistema Os-PA permitid
obtener una sefal electroquimica que aprovechprtgsedades de la hebra de ADN
como polianion al interaccionar electrostaticamexwte un polication. La construccion
obtenida permitié la conduccion eléctrica, funcimh@ como un “cable molecular”

entre la superficie metalica y el centro redox enitto en el hidrogel.
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Finalmente, fue posible la deteccion de AMP consnglo de una molécula pequefia
empleando EIS. Sin embargo, la superficie de A libego de la modificacién con el

aptamero, resultd un factor limitante de la sehddd.
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Capitulo 5. Estudio de superficies de oro modificadan aptameros por microbalanza de cuarzo copadsdn

5.1. Introduccioén

La técnica acustica conocida comacrobalanza de cristal cuarzo con disipacion
(QCM-D) permite registrar los cambios en funciéhtéEampo que tienen lugar sobre la
superficie del sensor cuando se adsorbe una espevileendo simultaneamente la
frecuencia ) y la energia disipadaj. Al colocar el cristal entre dos electrodos y
aplicar un voltaje determinado, oscila a su frecigede resonancia acustica (ver Figura
5.1.). Cuando se interrumpe el voltaje la oscilaciiecae exponencialmente. Este
fendmeno se debe a las propiedades piezoeléctl@amaterial (del griego “presion-
electricidad”). Cuando se aplica presion sobre atenal piezoeléctrico se genera carga
eléctrica superficial. Contrariamente, si se son&tenaterial a un campo eléctrico
oscilante se produce una deformacion del mismo.

En 1959 Sauerbrey demostré que existe una reléioéal entre la masa de un depdsito
rigido adsorbido sobre la superficie y la frecuard® resonancia del cristal en aire o

vacio:

_ 2fZAm

N

Af = (5.1)

donde 4f es el cambio de frecuencia medidg, es la frecuencia de resonancia
fundamental del cristal de cuarzém es la masa de la pelicula adsorbifleel area
activa piezoelétricayy es la densidad del cuarzo (2,648 grm pq €S el modulo de
corte del cuarzo (AT-cuanalog temperature controlled crystal oscillat@; 947.16" g
cm’ s?). La ecuacion de Sauerbrey relaciona los cambida &ecuencia resonanté

con los cambios de masa adsorhifita, por unidad de areA, y vale si4f << f,, el
espesor de la pelicula depositada es menor quel @ridtal y la capa esta acoplada
rigidamente al cristal, es decir si la onda acast& propaga a igual velocidad en ambos
medios (Buttry y Ward, 1992). Si no se cumple lamd condicion, es necesario

considerar el espesor y las propiedades viscoedéatie la pelicula.

Las aplicaciones de la técnica a sistemas biol&giteron posibles cuando se

desarrollaron circuitos capaces de oscilar en miggiiiddo (Nomura y Okuhara, 1982).

129



Capitulo 5. Estudio de superficies de oro modificadan aptameros por microbalanza de cuarzo copadsdn

Los equipos comerciales usan micro o macrofluigaea poner en contacto de manera
controlada la solucion que contiene el analito dan superficie del cristal

convenientemente modificada (Cooper y Singleto6,720

El términoD se define como el cociente entre la energia disipaperdidaHs) por

oscilacion y la energia total almacenada en eati@ siore):

D = Ejost/ (277Estore (5.2

Los datos medidos en experimentos de QCM-D puedenasalizados de manera
cualitativa a partir de los graficos d& y 4D vs.tiempo 04D vs.AF. También puede

obtenerse informacion cuantitativa, para lo cudledeonsiderarse el tipo de depdsito o
pelicula sobre el cristal. Para un depdésito rigitdgado y homogéneamente distribuido
sobre la superficie, el cambio en la frecuenciaetaciona linealmente con la masa
adsorbida mediante la siguiente expresion derivdelala ecuacion de Sauerbrey

(ecuacion 5.1):
Am = (C/n)4F (5.3)

La constante especifica de m&saale 17,7 ng ciAHz™* cuando se mide a la frecuencia

fundamental (5 MHz), y son los sobretonos (n=1, 3, 5,...) (H66k et al, 2001

Una pelicula viscoelastica no acompania la oscitad@ cristal cuando se interrumpe el
voltaje aplicado. La Figura 5.1 muestra la difereren el decaimiento exponencial de
la sefal para ambos tipos de depdsitos.

Cuando el material depositado sobre el cristalnespelicula homogénea viscoelastica,
el modelo de Voight permite caracterizarlo mediagitealculo de cuatro parametros
que dependen de la frecuencia: densjgadspesobd;, modulo elasticq; y viscosidad
ns. Para estos calculos se requiere medir la frecagnia energia disipada a diferentes
sobretonos AFs y 4Ds respectivamente). La masa que detecta el sensantdula
oscilacién (“masa dinamica”), puede ser mayor oaongpe la masa medida en reposo
(“masa estatica”) dependiendo de las propiedadeésctie depdsito (HOOk et al, 2001).
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A su vez, el cociente acustical§/4F), definido como la energia disipada por unidad de
masa acoplada a la superficie, puede usarse pdemeobinformacion estructural
(rigidez relativa, contenido de agua, etc.) (Hodkak 2001; Tsortos et al, 2008;
Papadakis et al 2012). Para el caso de macrobiooia un cambio grande en la
energia disipada o en el cociente acustico se asaciuna alta flexibilidad
conformacional y un elevado contenido de agua. r@oamente, cuando dichas

biomoléculas forman estructuras compactas o cagass poco hidratadas los valores
de energia disipada son bajos (Peh et al, 2007).

| |

depdsito rigido, acompaiia la
oscilacion del cristal

depésito flexible, disipa energia
cuando oscila el cristal

) rigido
Amplitud

viscoelastico

Tiempo

Figura 5.1 Esquema del sensor y diferencia enflal ske disipacion para un depdésito rigido

(izg.) y viscoelastico (der.)

En el contexto de las biomacromoléculas, particudaate proteinas y ADN, la técnica
de microbalanza de cuarzo con disipacion ha sidadiamente empleada para obtener

informacion sobre los cambios de masa y estrudueatienen lugar en la interfaz
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liquido - sélido (Xia et al, 2010 y referenciasigatlas en dicho trabajo). A su vez, las
aplicaciones relacionadas con el campo de los tsoses se han incrementado en los
altimos quince afos (ver las recopilaciones de €pbgpSingleton, 2007; Becker y
Cooper, 2010).

El objetivo de este capitulo es estudiar por ureni¢d acustica, las etapas de
construccion de un sensor de base aptamérica yagvall efecto del entorno sobre la

capa de reconocimiento.

5.2. Quimisorcion de oligonucledtidos mediante irdecion S-
Au

Cuando se utilizan aptameros como agentes de reiomeato molecular en el
desarrollo de biosensores, es necesario desamliaestrategia de inmovilizacién de
los mismos que preserve sus propiedades biofigisascapacidad de interactuar con el
analito (Zhang y Yadavalli, 2011). Como se menciendlos capitulos 3 y 4, para el
caso de los oligonucledtidos estan disponibles codalmente diferentes
modificaciones con atomos de S que permiten la igointion a una superficie de Au.
El tiol terminal, ubicado en el extremo 3’0 5 gegrlesulte mas conveniente,
habitualmente esta protegido como puente disult8eS-) y se reduce previamente a
su adsorcion. La reduccion se lleva a cabo empteandeductor suave como el TCEP
(clorohidrato de tris-(2-carboxietil)fosfina) (ve2.2.1.1). Otra modificacion para
introducir a&tomos de S consiste en el empleo deaunms grupos fosforotioato (ver

capitulo 3).

Se exploraron tres estrategias diferentes de qoioidsn de la secuencia
oligonucleotidica al sensor de Au, las cuales gaarmatizan en la Figura 5.2.

La técnica de microbalanza de cuarzo permitié noosdr el proceso de adsorciéon de la
hebra de ADN a través del cambio en la frecuer@@igndo se adsorbe una monocapa
de alcanotiol como el MCH (Mr 134 Da) por ejempée, produce un cambio en la
frecuencia de 4 Hz (cubrimiento superficial de T0?° moles/cm) (Strong y
Whitesides, 1988). Los valores dE obtenidos con las tres estrategias de modificacion
suponiendo valido el modelo de Sauerbrey (ecudti®nfueron los siguientes: 22,5 Hz

(adsorcion del disulfuro, esquema A, Figura 5.2)41Hz (coadsorcion, esquema B,
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Figura 5.2) y 10 Hz (fosforotioato, esquema C, Fgh.2), por lo menos un 50%
mayores que los esperados para la adsorcion ddcanotiol, confirmando asi la

quimisorcion de la hebra de ADN.

15' ls- 15 S-

Esquema A: exposicion directa a la hebra de ADNifieada con un grupo disulfuro (-S-S-)

Lnowd 1 J1

—_—

Esquema B: coadsorcion de una mezcla equimolar kdeldra de ADN y un tiol de cadena corta

TsTsTsTsTs TSTsTsTsTs
_—

Esquema C: exposicion directa de la hebra de ADNifinada con 5 grupos fosforotioato
(5Ts)

Figura 5.2 Esquema de las diferentes estrategianalaje del oligonucledétido al Au

Las tres variantes de enlace S-Au presentaron roigmios superficiales del mismo
orden de magnitud. Para el caso de la modificacainfosforotioato se obtuvo buena
correlacién con los valores medidos por marcacidiactiva con*’P, voltametria
ciclica en K[Fe(CNY] y cronocoulombimetria en solucién de [Ru(f* (Ceretti et
al, 2010) (ver capitulo 3).
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Otra estrategia habitual de anclaje a la superfigieAu presentada en bibliografia,
consiste en usar la hebra de ADN modificada cogrupo tiol en uno de sus extremos,
5'en general, HS-ADN. Xia y colaboradores (201(@or&an valores de cubrimiento
superficial medidos por QCM-D a pH 4,5 y 8,5 de.B)¥ y 5,1.16° moléc. cnf
respectivamente, para una hebra de 27 nucleétidichos valores, aunque un poco
mayores, estan en el mismo orden que los obtepioss técnicas usadas previamente
para las estrategias presentadas en este trabajo.

Algunos trabajos publicados describen el uso deuesetas oligonucleotidicas
biotiniladas como estrategia de anclaje a supesdficde Au modificadas con
streptavidina para estudios de hibridizacion (vargjemplo Papadakis et al, 2012). El
argumento para emplear esta forma de armado dgéade reconocimiento consiste en
obtener un mayor control de las moléculas que se yrminimizar los espacios libres
de la superficie metalica por la adsorcion de lecroraolécula streptavidina. Sin
embargo, Mannelli y colaboradores (2005) mostraeon un estudio comparativo
empleando QCM-D y SPR, que las modificaciones cartina dan resultados

comparables al uso de ADN modificado con tioles.

QCM-D

(modelo de Sauerbrey)

Moléculas adsorbidas Moles/ct | Molec./cnt
Aptamero disulfuro (Mr 10.334 Da) 3910 | 2,3.16°
Scrambledisulfuro (Mr 8.815 Da) 3,5.18 2,1.16°
Aptameroltiol (Mg10.200 Da; Mich 134 Da) 2,6.18" 1,6.10°
Aptamero fosforotioato (5Ts) (Mpists11.607,1) 1,3.18 7,8.16°

Tabla 5.1 Cubrimiento superficial en funcion destrategia de quimisorcion del

oligonucledtido (concentracion de ADNuM en todos los casos)

Para el anclaje via fosforotioato se observd buesraelacion con los resultados
obtenidos por otras técnicas experimentales emruglogde trabajo®tP, voltametria

ciclica, cronocoulombimetria, 5,8. 10— 4,6. 10" moles/cm, Ceretti et al, 2010;

Ponce, M. B., 2015).
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Figura 5.3 A. Cambios en la frecuendia €n negro) y la energia disipady €n gris) durante
la exposicion del sensor al aptamero: aptamerdfdisy(sup.); coadsorcion mezcla equimolar
aptamerol/tiol corto (centro); aptamero fosforoto@nf.)
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Figura 5.3 B4D vsAF durante la exposicién del sensor al aptdmeronagtadisulfuro (sup);
coadsorcion mezcla equimolar aptamero/tiol cortmifo); aptamero fosforotioato (inf.). La

flecha indica el avance en funcién del tiempo
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La Figura 5.3 muestra los cambios en funcion @ehpio en la frecuencia y la energia
disipada para las tres estrategias de adsorciam @@ concentracion 1 uM de
oligonucleotido, se observé que la interaccidon ebnsustrato metalico es rapida,
alcanzando un valor estable en 30 minutos aproxamadte. En el caso de la
formacion de monocapas autoensambladas de comguedtmos sobre superficies de
oro policristialino los tiempos necesarios para iincat la superficie fueron similares a
los observados en este trabajo (Ullman, 1996). EBamglo QCM-D, Xia vy
colaboradores observaron que la quimisorcion deleswias simple cadena de 27
oligonucleotidos con un grupo tiol (HS-) alcanzé vator estable de frecuencidR)
para un tiempo inferior a los 60 minutos (Xia et2&l10).

Ademas del cambio en la frecuencia, también serabae incremento de la energia
disipada 4D), respecto de la superficie de Au no modificaddhido al hecho que las
moléculas quimisorbidas poseen libertad conformmatiqpues estan ancladas a la
superficie solo por un extremo. Cabe sefalar qua @lacaso de una pelicula rigida o
compacta los valores deD medidos en experimentos de QCM-D se encuentrasl en
rango O - 2 18, mientras que para un depdsito viscoso, no rigidalcanzan valores
del orden de 1,4 10 En estos casos debe emplearse el modelo vistoelfmra
obtener informacion cuantitativa (ver por ejemptiegrinou et al, 2008).

Los gréficos dedD vs AF sugieren que en el caso de la adsorcion del aptame
disulfuro, por cada unidad de masa adsorbida, sevolsobre la superficie una capa
menos rigida, mas disipativa, debido a la quimiéarde una mayor cantidad de hebras
de ADN que se propagan hacia el seno de la soluEicjuste de la curva no es lineal,
sugiriendo un proceso en dos etapas que consistirita adsorcion del aptamero
disulfuro y la posterior ruptura del puente —S-®alagamente a la quimisorcion
disociativa observada para compuestos organicosicqgruente disulfuro (Nuzzo et al,
1987). En condiciones de coadsorcion, la propord@émebras de ADN adsorbidas es
menor debido a la competencia con las moléculd®deorto. En este caso fue posible
hacer un ajuste lineal de los datos medidos, heohsistente con un proceso de una
sola etapa. Se observo la misma tendencia parandbj@ del aptamero via
fosforotioato. Sin embargo la pendiente para ekimaltipo de anclaje resulté mas
pronunciada que para la coadsorcion, hecho queersudp presencia de una capa

superficial mas disipativa.
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En el caso de la quimisiorcion del aptamero usdngamupos fosforotiato, la interaccién
entre la superficie de Au y las hebras de ADN inem 5 posiciones consecutivas que
son los 5 atomos de S de las timinas terminaléesEsieden actuar como separadores
entre las hebras de ADN (ver Figura 5.2, esquema@dmas, dichos atomos de S
resultan menos nucleofilicos que los del grupouitios a una cadena carbonada, por
lo tanto es posible que la afinidad por los aton®#\u de la superficie sea menor en el
caso del fosforotioato.

Con el fin de comparar el anclaje tipo disulfur8-8-) frente al anclaje fosforotioato
(5Ts), se agregd 2-mercaptoetanol (MCE) 1uM pasteente a la adsorcion del
oligonucledtido. Los valores de cubrimiento supéafi obtenidos a partir de las
medidas de QCM-D se presentan en la Tabla 5.2.

Moles.cn¥ Moles.cnt
Oligo —S-S- écrambl@ 3,510 Oligo 5Ts 1,3 18"
+ MCE 7,7 10° + MCE 3,310°
MCE/Oligo —S-S- = 22 MCE/Oligo 5Ts = 25

Tabla 5.2 Efecto de la adsorcion de MCE (tiol costabre el anclaje via disulfuro y

fosforotioato

El cambio en la frecuencia medido luego de la atteibn del MCE con la superficie de

Au modificada con la hebra de ADN, fue 3,40 Hz pardisulfuro écramblg y 1,48

Hz para el fosoforotioato. En ninguno de los dososase observo un aumento de la
frecuencia {F). Este resultado podria sugerir que el tiol cotapa espacios libres en

la superficie del sensor, sin desplazar a las mt@éade ADN quimisorbidas.

Estos resultados experimentales permitieron ext@apondiciones de modificacion de

superficies de Au “limpias” (tipo de modificacidrorcentracion, tiempo, etc.) para

armar una capa de reconocimiento con el fin dectleten analito (ver capitulo 6).

De acuerdo con informacion de bibliografia el cuidento tipico de una superficie de
Au con una monocapa de alcanotioles de cadena esrtaproximadamente 30%
(Strong y Whitesides, 1988). A partir de la esumt cristalina del Au (cubica
compacta) (Figura 5.4.) y los parametros de laac@d= b = c = 407,82 pm,=B =y =

90°), se calcula que hay 1 atomo de Au por celi#adnel cual ocupa una superficie de
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0,166 nm, de donde se infiere que hay 6,04*1tomos de Au.cifi lo que equivale a
1,0023.1¢ moles.crif.

Figura 5.4 Estructura cristalina del Au: (izq.) &dbica compacta, (der.) empaquetamiento
compacto, tomado de

http:/www.webelements.com/_media/elements/crystalicture_image/Au-bs.jpg)

Empleando los datos de cubrimiento superficial midtess por QCM-D suponiendo
valida la ecuacion Suaerbrey (Tabla 5.1.), se cydafjue solo el 1% de la superficie de
Au esta modificada. Partiendo de una concentrad@oligonucleétidol uM y luego de
30 minutos de exposicién, quedan aproximadamertel®° moles de ADN sin
adsorber, lo cual prueba que la cantidad de ADMswel factor limitante. Los bajos
cubrimientos superficiales obtenidos, sugierenlgsdiebras de ADN quimisorbidas se
comportan como moléculas discretas y no como uliautee homogénea depositada
sobre la superficie (Tsortos et al, 2008). Condsfinemparativos, cabe sefialar que el
cubrimiento calculado para una monocapa de alegadastde 21 atomos de C, con un
espaciado de 0,5 nm entre moléculas, sobre uraf®ig de Au con empaquetamiento

hexagonal compacto (hcp) es 7,76"Afholes.crif (Strong y Whitesides, 1988).

Este resultado result6 significativo a la hora dalwar la respuesta frente al analito,
pues si el cambio que se espera medir es pequafiic conformacional debido al
reconocimiento aptamero-AMP en este caso, 0 el imagtbla masa por el ingreso del
analito) no resultara distinguible de la sefal deebcorrespondiente a la superficie de
Au no modificado con el ADN.
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5.3 Reconocimiento molecular de la hebra complenaeiat

(hibridizaciéon) y de AMP (molécula pequeiia)

Los experimentos de hibridizacion permitieron obtenna medida indirecta de la
presencia de oligonucle6tido adsorbido (Tabla 5/3de su funcionalidad frente al
reconocimiento de la hebra complementaria tal c@ugieren Ohshiro y Madeda
(2010).

o _ Porcentaje de
Secuencia oligonucleotitida Moles/cf | Moléc./cnt S
hibridizacién
Aptamero disulfuro
3,9.10" 2,3.16°
(esquema A)
56
Hebra complementaria 2,210 1,3.10%
Aptamero tiolado (coadsorcién
P ( ) 2,6.10" 1,6.10°
(esquema B)
: 75
Hebra complementaria 1,910 1,2.10°
Aptamero fosforotioato (5Ts
g (Ts) 1,3.10" 7,8.16°
(esquema C)
- 60
Hebra complementaria 77550 | 4,67.10

Tabla 5.3 Porcentaje de hibridizacion en funcidfedestrategia de modificacion de la

superficie

Debe tenerse en cuenta que la hibridizacion denahea inmovilizada a una superficie
resulta en general menos favorable que en soluéibmenos tres factores pueden
afectar al proceso en fase heterogénea: la repuddéttrostatica entre hebras vecinas
inmovilizadas, el impedimiento estérico en funcibel cubrimiento superficial, y las
interacciones inespecificas de la hebra inmovibzath superficie (Ravan et al, 2014).
La estrategia de coadsorcibn mostré6 un mayor ptajerde hibridizacion, este

resultado es consistente con lo observado por Hefaelov (1997).
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La técnica de QCM-D se ha aplicado con fines adoadit en algunos casos de
genosensores (ver por ejemplo, Papadakis et a2) 304ptasensores (ver por ejemplo,
Zhang y Yadavalli, 2011, sensor para IgE). Paraetarionar la sefial con la
concentracion se puede evaluar el cambio en ladrega {F), en la energia disipada
(4D) o el cociente acusticalD/4F). Cuando la especie a detectar tiene una masa mola
relativamente grande, el reconocimiento por paetéad moléculas adsorbidas produce
un cambio en la frecuencia posible de medir. Sibbaggo, cuando el analito es una
molécula de baja masa molecular (Mr < 1000 Da) ashlio en la frecuencia de
oscilacién esta practicamente en el limite de d&addel instrumento (1,8 ng/émvF

= 0,1 Hz).

En el caso del sistema aptamero-AMP la relacioredatmasa del aptamero con las dos
moléculas de AMP respecto de la masa de aptametd ess decir las dos moléculas
de AMP (Mwawp = 347,22) representan aproximadamente un 7% dmasa del
aptamero (Mwp: = 10.334). Con respecto a la energia de disipa@bmaximo de
sensibilidad del instrumento estd en #Z10a sensibilidad tipica es 1:10

aproximadamente.

La Figura 5.5 presenta las medidas correspondientzgjuimisiorcion del aptamero y

el posterior evento de hibridizacion, para las toesias de anclaje via tiol.
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Figura 5.5 A: Cambios en la frecuendia én negro) y la energia disipada €n gris) durante

la hibridizacién de aptamero disulfuro, coadsar@ptamero+MCH y aptamero fosforotioato
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Cuando el sensor modificado con el aptamero quenoee AMP se puso en contacto
con el analito, el cambio de la frecuencia no fufecentemente significativo como para
darle una aplicacién analitica, tal como sugerndancBlculos realizados. Con respecto a
la energia disipada se observo una disminucion Ewesistente con una mayor
rigidizacion de las moléculas del aptamero quinbistars debido a que se favorece la
estructura plegada (stem-loop) en presencia de AMRa las concentraciones de AMP
mas altas ensayadas (J[AMP] > 1000 nM) dicha dispigmu resultd algo mas

significativo (ver Figura 5.6).

Con fines comparativos se muestran en la TabldoS.4alores defF y 4D medidos

para el reconocimiento de la hebra complementarn@ocejemplo de un analito de masa
comparable al ADN, y para AMP una molécula pequéfiadato que también resulta
relevante frente al reconocimiento molecular, egraldo de afinidad dado por la
constante de afinidad o disociacion (Kd) la cuaintgn favorece a la hebra

complementaria en este caso.

AF medido (Hz)

Molécula a reconocer ) 5
Mr (Da) | Kd @M) | aptamero —S-S- | 4D (10°)

(1uM) o
: quimisorbido
Hebra complementaria 8.076 0,831 10,17 1,46
AMP 347,22 6 0,38 0,29

Tabla 5.4 Respuesta del aptamero —S-S- frentdhalsa complementaria y AMP

* Valor de referencia para un oligonucleétido de dridades y su hebra complementaria
tomado de Okahata el al, 2000.
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Figura 5.6 Cambios en funcion del tiempo en ladeecia (negro) y la energia disipada (gris)
frente al agregado de concentraciones crecientéd/ie(10-5.000 nM) al sensor modificado

con el aptamero segun el esquema A

El agregado de guanosina en concentraciohl,1que no es reconocido por el aptdmero
inmovilizado, no generdé cambios significativos en ftecuencia ni en la energia

disipada.

Para resolver las limitaciones asociadas a la déecle moléculas pequefias, algunas
estrategias que se describen en bibliografia peapoonstrucciones mas complejas con
el fin de magnificar el cambio frente al eventordeonocimiento (ver por ejemplo,
Zheng et al, 2013).
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5.4. Otros efectos de la capa de reconocimiento peienite
explorar QCM-D

5.4.1. Efecto del [Mg(HO)e]** sobre la conformacién de secuencias de
oligonucledtidos

Los oligonucledtidos a pH 7 se encuentran comoapmnes debido a los equilibrios
acido-base de los grupos fosfato. En medio acue@dinoslos cationes mono o
divalentes interactian con dichos grupos compemnsédasl cargas (ver por ejemplo
Sines et al, 2000). En particular los cationes”Muabitualmente forman parte de la
composicion de los buffers usados para hibridizgadtudios con nucleasas, procesos
de SELEX, etc. Se han reportados trabajos en fialita donde se muestra que los
cambios en el espesor de una capa de oligonuabsdgial funcidon de la concentracion
de Md* pueden ser evaluados usando QCM-D (Papadakis 20H); Osypova et al,
2015).

El ingreso a la celda de medicién de un flujo diédourris 50 mM, pH 7,2 conteniendo
Mg 10 mM, produjo una disminucién en la energia didiy consecuencia de una
rigidizacion de la hebra de ADNID ~ 1.10%. A su vez, se registr6 un aumento en la
frecuencia /F ~ 3 Hz) que puede atribuirse a una disminucion deaatidad de
moléculas de agua de la esfera de hidratacion giaelée hebra de ADN puede adquirir
una estructura mas compacta si estan compensadeartgs del polianion. Cuando se
diluyé el catién por agregado de buffer Tris sin®Mge revirtieron los cambios en la
frecuencia y la energia, mostrando que el procese\ersible. La forma de la curva
AD vs AF resulté lineal sugiriendo que la entrada y saliddMd” estaria ocurriendo en
una etapa (Figura 5.7).
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Aptamero disulfuro ”
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AF /| Hz
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Figura 5.7 Respuesta medida por QCM-D de la seperhodificada con el aptamero disulfuro
frente al agregado de buffer Tris 50 mM/MgC0 mM.

La Tabla 5.5 muestra la relacién entre moléculabig2 y aptamero calculada a partir
del cambio en la frecuencia asumiendo valida la&dén de Sauerbrey (ecuacion 5.3).
Considerando que cada aptamero posee 32 nucleétidosn grupo fosfato cada uno,
el cociente entre las moléculas dgoHntercambiadas y grupos fosfato presente, resulta

aproximadamente igual a 24. Este valor es cohengetsando en términos de las
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moléculas de kD de la red de hidratacion del polianién que puestgrintercambiadas
al ingresar [Mg(HO)e]*".

Moléculas crif Cociente
H,0 1,8.10°
_ 783
Aptamero (disulfuro) 2,3.16
Grupos fosfato por aptamero 7,440 24

Tabla 5.5 Relacién entre moléculas d®Hhtercambiadas y aptdmero

Con fines comparativos, se realizd el mismo expembm empleando la secuencia
scramble(Figura 5.8). Dado que se observo la misma tendemee en el caso del

aptamero, se infiere que ambos tipos de hebrasDi¢ pueden experimentar cambios
conformacionales independientemente de la secuanciéotidica y de la presencia de

un analito.

Secuencia scramble

7 Buffer Tris Buffer Tris/MgB Buffer Tris
h j T T T T T T T
1 —=—AF :
8 | —e—AD |
-8 ﬁ 0.0
o | 1 \ &
| Y VAT
N | i LI
T 10 | : § - Lo3
L 3 . & 3 >
< | 2 A O
i Y'Y 7% i | =
-11 1 : e 2 N
1 I3 L W
: : 53 . }-0.6
-12+ ‘ . - k
e |
-13 T | T T T T T T
75 80 . 85 90
t/ min
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Secuencia scramble
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Figura 5.8 Respuesta medida por QCM-D de la siggerhodificada con la secuencia

scramblefrente al agregado de buffer Tris 50 mM/Mg@C0 mM.

Ambas secuencias de ADN poseen temperaturas datdesizacion similares (Trp=
77,4 °C, Tmyrampie 76,1 °C), sin embargo, para el caso del aptaragrendiente de la
curva 4D vs. AF resultd un 35% mas pronunciada que en el casa deduencia
scramble ademas el desplazamiento del #gnostré cierta histéresis que no fue
observada cuando se uso la secuesmiamble

El aptamero tiene la posibilidad de formar unauvestira secundaria con dos regiones
de complementariedad por interacciones tipo Ways@mick (“steni) y dos regiones
circulares (foop”’) no complementarias tal como se esquematiza dngiara 5.9. La
presencia de una elevada fuerza idnica favorefmertgacion de dichas estructuras (Egli
y Saenger, 1984). Dado que la secuemsciambletiene un orden aleatorio de los

nucleodtidos, es menos probable que forme estrisct@@undarias.

i [T )

Y
stem loop

Figura 5.9 Esquema de la estructura secundariptiinero de AMP
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5.4.2. Rehidratacién de la superficie modificadarchebras de ADN

Un aspecto experimental que resulta de interés douae modifican superficies
metalicas con moléculas que tienen capacidad daoesniento como es el caso de los
aptameros, es la estrategia de aplicacion. Unadoleigia posible consiste en agregar
una gota de la solucién cubriendo la superficiejarda el tiempo necesario para lograr
una efectiva interaccion. Cuando por razones denopdactico se deja llegar a sequedad
(evaporacion total del solvente), debe evaluargéeeto sobre las moléculas adsorbidas
que implica la solvatacion.

La Figura 5.10 muestra que luego de haber lleveskmaedad el sensor modificado con
el aptamero, la posterior rehidratacion con byffeduce un cambio relativo similar en
magnitud pard y D que al principio del experimento cuando se exparseiperficie de
Au limpia.

Los experimentos de hibridizacion que se hicieronoatinuacion sobre el sensor
rehidratado, sugieren que la capacidad de recommdion del aptdmero no se ve
afectada por este proceso puesto que se obtuvigoorentajes de hibridizacion
similares cuando no se sometié al sensor a una e@secado y rehidratacion. A su
vez, se obtuvieron resultados analogos cuando &dausstrategia del esquema C,
modificacion con fosforotioato.
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Figura 5.10 Cambios en funcién del tiempd-eynD y graficos4dD vs AF debidos a la quimisorcion del aptdmero disulfligra 5.2 esquema A) sobre el

sensor de Au (izg.) y rehidratacién (der.)
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Al comparar la forma de los gréficd® vsAF se observo una curvatura para el caso de
la quimisorcion sugiriendo un proceso con mas de elapa como se discutio en la
seccion 5.2 para el caso del aptamero disulfurentras que la rehidratacion estaria
sucediendo en una sola etapa. Este tipo de aralmastir de los graficos d¢D vs.AF
permitié estudiar el efecto del pH y otros paraosetn la adsorcion de proteinas sobre
superficies modificadas con polimeros (Belegrinbal €2008) y también se ha aplicado
al estudio de hebras de ADN (ver por ejemplo Xial2010).

Un aspecto importante cuando se trabaja con biaulal® es el modo de evaluar el
agua de la interfaz (agua bulk) que esta en cantamt el depdsito. Si el mismo es
rigido, el agua bulk introduce un incremento demasa y una disminucion de la
viscosidad, mientras que para el caso de una feelicsipativa el efecto es diferente y
esta contemplado en el modelo de Voight.

La opcién de hacer la modificacion de la supexfigor inmersién, debe atender al
tiempo necesario para que se logre la modificasidperficial. Los experimentos de
QCM-D mostraron que tiempos de contacto del orde@@ minutos eran suficientes.
Un factor a considerar es la necesidad de empteanayor volumen de solucién, que
implica un mayor costo.

Desde el punto de vista analitico, la rehidratacdilen la capa de reconocimiento
molecular cobra relevancia cuando se hacen estutioseutilizacion de un sensor
basado en la funcionalidad de dicha capa. En urepoode produccion del dispositivo,
el efecto del tiempo de almacenamiento del misimbi@n debe ser evaluado.

5.5 Conclusiones

Los datos obtenidos por una técnica experimentalucoprincipio de funcionamiento
distinto al de las técnicas electroquimicas disasticon anterioridad, abrié otra ventana
de observacion y aporto informacién para compreludefenomenos de inmovilizacion
de secuencias oligonucleotidicas sobre superfaéesu. En este trabajo de tesis, la
técnica de microbalanza de cristal de cuarzo caipation permitio interrogar la
superficie de Au frente a diferentes estrategiasmaelificacion con secuencias de
oligonucleotidos, explorar la funcionalidad de lasmas frente al reconocimiento
molecular y obtener informacion practica con visgasna potencial aplicacion en el

desarrollo de sensores aptaméricos.
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Los cambios conformacionales del oligonucleétidofemcion del entorno quimico,
como por ejemplo la presencia de [Meg®%]?" pudieron ser detectados, con esta
técnica.

QCM-D tiene también aplicaciones analiticas, pevosa aplicé con ese fin en este
trabajo.

La técnica resulta adecuada para detectar los cantbinformacionales del ADN en
presencia de cationes en medio acuoso. Esta ioi@nacesulta clave en otras
aplicaciones funcionales que se han descripto fmraacidos nucleicos de cadena
simple como por ejemplo la actividad enzimatica f2inas).

Para la interpretacion de los resultados obtenidesasumié vélida la relacién de
Sauerbrey, sin embargo seria de interés empleaodelo viscoelastico para estudiar el
comportamiento de las secuencias de ADN quimisagbithda la posibilidad de estimar

parametros de la capa como el espesor y la vismhsid

Las mediciones presentadas en este capitulo fueatimadas con la colaboracion de la
Lic. Ana Sol Peinetti en el laboratorio del Dr. k@ndo Battaglini (FCEyN-UBA) a
guien se agradece muy especialmente el accesougdaagento y el asesoramiento
brindado en torno a la técnica y sus posibilidades.
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6.1. Introduccion

Los dispostivos basados en nanomateriales handmbrgortancia en los ultimos afios
en el desarrollo tecnolégico de sensores con abicas quimicas y bioquimicas
debido a sus interesantes propiedades electronigaisas, quimicas, cataliticas y
electroquimicas. En particular, los nanomateriglesosos obtenidos por anodizado
electroquimico permiten sintetizar estructuras @autenadas, de geometria controlada,
siendo la alumina (AD3) porosa uno de los ejemplos mas conocidos. Estacte
presenta ventajas sobre las técnicas litografices spn mas costosas y demandan
mayores tiempos de produccién. Las estructuraspugiosas de alimina son facilmente
modificables y permiten la interaccion con polidlelitos. En general, los
nanomateriales poseen una favorable relacion scigérblumen que incrementa la
sefial correspondiente a la interaccion analitot$igpe Ademds, el tamafo y la
superficie de los nanoporos permiten un transpsekectivo a nivel molecular
integrando procesos de separacion y deteccion esolandispositivo (Santos et al,
2013).

Los nanomateriales basados en é6xido de aluminidizado encuentran aplicaciones
para el desarrollo de sensores y biosensores ajedtnicos de tipo voltamétrico,

amperomeérico e impedimétrico, entre otros princple deteccion (ver 1.3.3). Puesto
gue el 6xido de aluminio es aislante, debe ser ficado con un material conductor.

Para ello se electrodeposita un metal, Au o Peanplo, el cual esta en contacto con
la base de aluminio del poro a través de una lzaderalimina (Figura 6.1). De este
modo se sintetizan agregados metalicos que contienge 2 y 200 atomos de metal

denominados clusters o nanoclusters (Lantiat @04IQ; Peinetti el al, 2013).

ALO;

Au &
Al ~—=

Figura 6.1 Esquema de un nanoporo d®Amodificado con Au
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En este capitulo se estudia la modificacion de panrizulas de Au confinadas en una
matriz de alimina con secuencias oligonucleotidieaia la deteccion electroquimica de
moléculas pequefias, empleando como sistema mobealptanero desarrollado por
Szostak para el reconocimiento de adenosina/AMP/AH®a parte del trabajo de
investigacion fue desarrollada en colaboracién leohic. Ana Sol Peinetti y el Dr.

Fernando Battaglini.

6.2. Breve descripcion del sistema y respuestatelgaimica

El tratamiento de la alimina con$0D, como electrolito permite obtener una estructura
nanoporosa (Al/AlO3). La caracterizacion por FE-SEMield emission scanning
electron microscopepermitié determinar el tamafio de poro (11 + 1 ,na)distancia
interporo (35 + 4) nm y la profundidad de los misnd000 nm) (Peinetti et al, 2013).
Con el fin de obtener un arreglo de nanoelectrdddi®\l ;Os/AuNP) a la estructura
nanoporosa, sumergida en una solucion de K[AuffCN¢ le aplico una secuencia de
pulsos de electrodeposicion segun se describe2eh4f.

El analisis por EXAFSdxtended X-ray absorption fine structude las nanoparticulas
formadas en el fondo de los nanoporos, asumiendogaometria esférica, mostré un
diametro promedio de (2;80,4) nm (Peinetti et al, 2015). La superficie riiedéde las
nanoparticulas obtenidas por electrodeposicionlieseade agentes estabilizantes y por
lo tanto presenta una eficiente respuesta frenta &ransferencia de carga y la

modificacion por quimisorcion.

La respuesta electroquimica del arreglo de nantwetkxs obtenido se evalud por
voltametria ciclica (CV), voltametria de onda caadr (SWV) e impedancia (EIS) en
solucion de K[Fe(CN)] segun se detalla también en 2.2.3.4 (ver Figug. G.a

corriente faradaica obtenida confirmé que dichalagruede alcanzar la superficie de la

nanoparticula de Au depositada en el fondo del panoo
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Figura 6.2 Respuesta electroquimica del arregluadeelectrodos (Al/ADs/AUNP) en
K4[Fe(CN)Y] 50 mM / Hepes 50 mM, pH 7,4: a) voltametria ci&l{-0,1 V a 0,4 V, 50 mV/s);
b) voltametria de onda cuadrada ( -0,1 V a 0,xYimpedancia (medida al potencial formal de
la cupla redox, E° = 0, 2 ¥s. Ag/AgCI (KCI 3M), frecuencias: 1 Hz — 10 kHz, aritptl 10
mV)
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La separacion entre nanoelectrodos, el radio ytlaaadel poro son parametros del
material que afectan la respuesta amperémetriédanaion de la velocidad de barrido.

A bajas velocidades de barrido predomina la difusaiial, el voltagrama adopta una
forma sigmoidea. En cambio a altas velocidadesadedo predomina la difusion lineal,

puesto que la capa difusional es muy delgada y cedeelectrodo se comporta
independientemente (Bard y Faulkner, 2000). En est®&o, se observd para la
voltametria ciclica un comportamiento mixto de siifun radial y lineal (Figura 6.2 a))

(Peinetti et al, 2013).

El espectro de impedancia del arreglo de nanoebthusr (Al/ALOs/AuNP) (Figura 6.2
c), presento la forma caracteristica con una zeneodtrol cinético a altas frecuencias
(semicirculo) y una region donde predomina el @mtor transferencia de masa a bajas

frecuencias tal como se explicé en el Capituloe? Rigura 2.16).

Sin embargo, luego de modificar la superficie de BRUNPs con la secuencia
oligonucleotidica, el grafico de Nyquist cambiérgigativamente (ver Figura 6.5). El
proceso limitante es el que tiene lugar en la loletenanoporo donde se encuentra la
nanoparticula de Au. A altas frecuencias el grafesulté consistente con una cinética
lenta, mientras que a bajas frecuencias es muydada region donde predomina el
control por transferencia de masa. Tal como sesxpun 2.1.1.6, en estas condiciones
es posible despreciar el aporte de la componen®atburg Z,) frente a la resistencia
a la transferencia de card&,. El circuito equivalente empleado entonces pavataj

los datos medidos es el siguiente (Figura 6.3):

Cy
i
RQ Z — C(Cd th (6 1)
Wy —— " 1+WC,’R/ '
Rrr
AWy

Figura 6.3 Circuito equivalente para el ajusteadeurva de impedancia, cuando la impedancia
de Warburg es despreciabl; resistencia de la solucié@y componente capacitivBy
resistencia a la transferencia de carga
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Empleando los valores d&, Zim Yy la ecuacién (6.1), fue posible evaluar el cambio en

la componente capacitiv&{) en funcidén del reconocimiento molecular.

6.3. Quimisorcion de secuencias oligonucleotidicabre

nanoparticulas de oro confinadas

La experiencia adquirida con los electrodos de Au dimensiones milimétrica
discutidos en los capitulos 3 y 4, junto con Iaulados obtenidos para las distintas
estrategias de modificacion de la superficie demfadidos por microbalanza de cristal
de cuarzo con disipacion (capitulo 5), fueron ehtpude partida para avanzar en la
modificacion de las AuNPs con una secuencia oliglmtidica (Figura 6.4). Se
hicieron ensayos en diferentes condiciones de otram@on de oligonucledtido, tiempo
de inmersién, composicion del buffer de incubacgytipo de anclaje, evaluando la
respuesta electroquimica del sistema por SWV yeBISolucién de i{Fe(CN)].

La inmersion de los nanoelectrodos durante 30 m@&enh una mezcla equimolar (1
pUM) de oligonucledtido y mercaptohexano, productdadeeduccion con TCEP en fase
homogénea, resulté efectiva para modificar la digeerde las nanoparticulas (ver
2.2.5.3). Concentraciones menores de oligonucled@¢db o 0,JuM) requerian tiempos
de inmersion mayores a 1 hora. El anclaje del oligleétido a la superficie de la
AuNP produjo un marcado descenso de la corrien@idaepor voltametria de onda
cuadrada y un corrimiento de la sefal hacia paeximayores (ver Figura 6.5 b).
Ambos efectos se deben al bloqueo parcial que peodabre la superficie metalica la
quimisorcion del polianion, y a la repulsion elestética entre éste y la sonda redox
también de caracter aniénico, lo que conduce aunreato de la irreversibilidad de la
cupla redox.

Paralelamente, el andlisis por absorcion de rayaxostrdo que el cubrimiento de la
superficie de Au con tiol en condiciones de coadéarfue aproximadamente 60%.
Ramallo-Lopez y colaboradores (2006) determinaron las mismas técnicas de
estudio, que la adsorcion de hexanotioles sobrepasaticulas de Au depende del
tamafno de las mismas. Para clusters de nanopasgtidel 2,4 nm de diametro, dichos
autores obtienen un cubrimiento de 65 %, valor préximo al obtenido con el sistema

en estudio en este trabajo. Es interesante memajoieadicho valor duplica el reportado
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para la adsorcidon de alcanotioles sobre Au(11Xp8ty Whitesides, 1988) poniendo
de manifiesto la capacidad de las AuNPs obtenidadd a la quimisorcion de tioles

como se menciono previamente.

& AuNP ® AuNP/tiol corto « AMP
“— aptamero

Figura 6.4 Representacion de las etapas de madditde un nanoporo de alimina. 1:

Coadsorcion del aptamero y MCH. 2: Reconocimierté\iP

Con fines comparativos se modificaron las AuNPsai@mente con el oligonucleétido
disulfuro (-S-S-) en concentracionuM sin reduccion previa, empleando las mismas
condiciones experimentales que en el caso antdroroltametria de onda cuadrada
mostré un abrupto descenso de la sefial de la ceghiex (Figura 6.5 b). Este resultado
indicd, por un lado, que el tiempo de incubaciérpleado (30 minutos) fue suficiente
para que se produzcan, sobre la superficie de mpaaticula, la adsorcién del
oligonucleotido y la reduccion del puente disulfufs-S-) (reduccion en fase
heterogénea). Por otro lado, la mayor disminuciénadsefial electroquimica respecto
de la modificacion por coadsorcion descripta pmraeate, evidencido un mayor bloqueo
de la superficie, puesto que en ausencia de urcaitd, sélo se adsorben secuencias
oligonucleotidicas las cuales son mas voluminosds garacter polianionico. Una vez
mas, estos resultados son consistentes con logireepéos realizados por QCM-D
sobre oro bulk, donde se obtuvieron mayores cubritos superficiales con secuencias
oligonucleotidicas para la estrategia de anclajda asuperficie de Au via el
oligonuledtido disulfuro que para el caso de coeméo (ver 5.2). Dadas las
dimensiones nanométricas del arreglo de nanoetkxdroonfinados en el fondo de los
poros, es razonable pensar que la competenciaapgurperficie resulta mas favorable

para el tiol corto por su menor tamafo que pareh&dwas de ADN. Es importante
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destacar que la presencia del alcanotiol de cademnm, minimiza la adsorcion

inespecifica de moléculas de oligonucledtido stdorenoparticula.

a)

20 -

1/ pA

Coadsorcion
Au

—*— Au+Apt

-0.1 0.0 0.1

0.2 0.3 0.4 05
E/V

b)

20

Apt disulfuro
—Au
—+— Au+Apt

-Zim / KQ

10+

Coadsorcion
= Au
4 Aut Apt

asda
at s

104

T
5 10 15 20 25 30
Zreal | KQ

Apt disulfuro

4 Au

= AutApt N
N

a
a a
AAAAAAA

35

il pA
-Zim [ KQ

T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zreal | KQ

Figura 6.5 Respuesta en solucion de [Fe(EN§O mM / Hepes 50 mM pH 7,2 medida por
SWV y EIS para la modificacion de AuNPs: a) coadi®or aptamero/tiol corto, b) adsorcion de

oligonucleotido disulfuro

6.4 Deteccidon de AMP

Puesto que ambas estrategias de modificacion daub$s resultaron efectivas, se
avanzo en la exploracion de la respuesta electrogaifrente al analito (AMP). Para
ello se incubaron los nanoelectrodos modificadas lboffer Tris 50 mM, pH 7,2
durante 15 minutos, se midi6 la respuesta en soiude [Fe(CN)*, luego se incubd
con solucion de AMP (500 nM) en el mismo buffereyw®lvié a medir. La Figura 6.6
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muestra los espectros de impedancia obtenidosgpalbas estrategias de modificacion
empleando la misma concentracion de ADNu{l). En el caso de la coadsorcion
aptamero/tiol corto, se incrementd Ra luego de incubar con buffer (Figura 6.6 b)
sugiriendo que la hebra de ADN adsorbida modificacenformacion, dificultando la
transferencia de carga de la sonda redox sobreperfcie. Cuando se produce el
reconocimiento de AMP, el cambio es mas drastiag adnsecuencia de una mayor
proporcion de la estructura plegadat€m-loop) frente a la estructura desplegada
(“random coil).

Sin embargo, las nanoparticulas modificadas cap&mero disulfuro, practicamente
no presentaron cambios en el espectro de impediegja de incubar con el buffer. El
mayor impedimento estérico sobre la superficieadAUNP debido a la adsorcion de
mas hebras de ADN, estaria restringiendo los cartnnoformacionales en este entorno
confinado. Consecuentemente, tampoco se obsenaiahi@ muy significativo frente

al reconocimiento del AMP.

Estos ensayos mostraron que al modificar las AudtPsondiciones de coadsorcion se
obtiene una capa de reconocimiento molecular dengdnte a la deteccion de AMP.
De aqui en adelante para modificar las nanopaascs empled la mezcla equimolar

aptamerol/tiol corto obtenida por reduccion con TCEP

Coadsorcién aptamero/MCH b)
= Au
4 Autapt
. . + Autapt+B
20 . . o Autapt+B+AMP 500nM
.

254 25+ Aptamero disulfuro

= Au

= Au+Apt

20 ¢+ Aut+Apt+B

°  Au+Apt+B+AMP 500nM

154 154

-Zim / kQ
Zim / KQ

° ° h . ey
104 . 10 sesteet,

T
20 40 60 80 0 20 40 60 80
Zreall kQ Zreal | KQ

Figura 6.6 EIS en Fe(CN)] 50 mM / Hepes 50 mM pH 7,2. a) coadsorcién aptaftiel

corto, b) aptdmero disulfuro
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A diferencia del caso de los electrodos de areang@@a 0,071 chpresentados en el
capitulo 4, las dimensiones nanométricas de lapwtioula hacen que sea innecesario
el tratamiento posterior con MCH para armar la cdpaeconocimiento luego de la
incubacion con la mezcla aptamero/tiol de caderdacde evita un paso en la
construccion de dicha capa, otra ventaja del sataqui presentado respecto de las
construcciones sobre electrodos de dimensionesiétiicas.

La etapa siguiente consistié en explorar la regpuds las nanoparticulas modificadas
en condiciones de coadsorcion frente a distintaserdraciones de AMP. Se evaluo la
diferencia en el valor de la resistencia a la fexescia de carga en presencia y
ausencia de AMPAR: = Ry (Al/Al ;05/AUNP/Apt—AMP) — Ry (Al/Al ;0s/AUNP/Apt)
luego de la incubacion con el buffer, de maneralogeaa lo realizado con los
electrodos de area geométrica 0,07% ¢wer 4.3). Cada experimento se realizé por
triplicado empleando electrodos independientegréfico Nyquist (Figura 6.7) indico
gue cuanto mayor fue la concentracion de AMP endpleaayor resulto la resistencia a
la transferencia de carga del sistema. El resultexizerimental obtenido, puede
explicarse considerando el cambio conformacional d@tamero frente al
reconocimiento del analito. Tal como se menciondlghy se muestra en la Figura
4.19, la presencia de AMP favorece la estructuemgada (“stem-loop”) frente a la
forma desplegada (“random coil”) del aptamero. Est@bio conformacional duplica el
radio promedio del aptamero pasando de 1 a 2 noxiapgdamente, segun los calculos
tedricos reportados a partir de la estructura afidepor RMN en solucion para el
sistema aptamero-AMP (ver Figura 6.11). En conseziagse ve dificultado el acceso
de la sonda redox a la nanoparticula lo cual skiteaen un aumento de la respuesta
capacitiva del sistema.

Desde el punto de vista analitico, es interesaomeparar la sensibilidad del sistema
Al/Al ,O3/AuNP/Apt con respecto a los electrodos descadalflara una concentracion
500 nM de AMP el arreglo de nanoelectrodos mostra sensibilidad de 58/nM,
mientras que el valor obtenido con los electrodescdrtables fue tan solo(l/nM
segun se discuti6 en 4.3.

El limite de cuantificacion obtenido para la detéccde AMP en las condiciones de
trabajo, fue 10 nM valor comparable con datos Bédgrafia (ver por ejemplo, Willner

y Zayats, 2007).
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Figura 6.7 Grafico Nyquist en funcion de la concaeitn de AMP (sup.); efecto de la
concentracion de AMP en Ry para el electrodo modificado en condiciones delsoion
AR = R (Al/Al ;O4/ AUNP/Apt—AMP) — Ry (Al/Al ;,05/AuNP/Apt) (inf.)

Para estudiar la selectividad del sistema, sezeral los siguientes experimentos
control. Se evalud la respuesta por EIS de las patioulas modificadas con el
aptamero frente a AMP (500 nM) y a guanosina G @10B1), cuyas estructuras se
muestran en la Figura 6.8. El cambio en la resistea la transferencia de carddc)

permitidé distinguir entre ambas moléculas. El ag@desarrollado por Huizenga y
Szostak (Huizenga y Szostak, 1995) posee el misiw deKy para ATP, ADP, AMP

y adenosina, debido a que el reconocimiento maec¢avolucra interacciones con los
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grupos funcionales de la base nitrogenada y elaazuero no con los grupos fosfato
(Lin y Patel, 1997). La Figura 6.8 muestra lasraxteiones entre las bases del aptdmero
y las dos moléculas de AMR(y A)):
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Figura 6.8 Estructura secundaria del conplejo AM&iaero determinada por RMN en

solucion

En la estructura secundaria del complejo AMP-aptameeterminada por RMN en
solucion, se observa una zona de interacciones \adson-Crick ¢), pares de
“mismatchs” GG (interacciones de tipo Hoogsteen reversa)*A @ dos sitios de
reconocimiento GAMP no equivalentes y A;) (ver 1.2).

Los dos sitios de union de AMP, que se ubican emdta menor de la hélice de ADN,
se extienden sobre un segmento de seis “mismatiehbases conteniendo residuos de
guaninas y adeninas adoptando un angulo de togticbsidicoanti. Las moléculas de
AMP se intercalan entre las bases purinicas y aeeap a través de sus extremos de
Watson-Crick con los extremos de los residuos @miga de la gruta menor. La hélice
esta desenrollada en los sitios de unién del AMFS{G6Y (G21-G22-A23) y (G18-
G19)»(G8-G9-A10)] e inclinada hacia la gruta mayor cadér sobre las moléculas de
AMP unidas.

Se observa el apilamiento entrecruzadord$s-strand stackiriy) entre bases de
distintas hebras en pares daiSmatch adyacentes (entre G9 y G18 y entre AMPI y
A10) (Figura 6.9).
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Figura 6.9 Geometria del segmento (G8-G9-A1®18-G19-A20) mas el AMRinido.

Ademas, los residuos G19 y A20 son aproximadamespéanares, como también lo
son los residuos G6 y G7, resultando en la forrmad® dos plataformas de tres bases
mutuamente apiladas (68819)-A20 y (G21G6)-G7. Esta arquitectura Unica de
plataforma de tres bases esta asociada con urergeutor rectangular expandida que
funciona como bolsillo de unién capaz de acomodaroRculas de AMP adyacentes.
También contribuye al desplazamiento de aproximad#n0,4 nm en el eje de la

hélice, que esta centrada entre dichas platafoachgcentes.

Si en lugar de la base purinica adenina se usaginan de estructura quimica similar
(ver Figura 6.10), el cambio conformacional asaziatlevento de reconocimiento que
favorece la estructura plegada sobre la forrmadom coil no ocurre, en consecuencia
el [Fe(CN)]* puede alcanzar la superficie y se produce la teamstia de carga (Tabla
6.1).

N
N
N
N
H\</ | N
_
H N~ “H
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Figura 6.10 Estructura quimica y representaciomi@@denosinmonofosfato (AMP) (izq.) y

guanosina (G) (der.)

En otro experimento control, se modificaron las M3$N con una secuencia
oligonucleotidica tiolada que contiene los mismaoslebtidos que el aptdmero que
reconoce AMP pero ordenados al azargmblg. Dicha secuencia fue empleada en el
estudio de quimisorcion y el efecto del cation [MgD)s]>* por QCM-D (ver capitulo
5). La exposicion a AMP (500 nM) no mostré un camndignificativo en laR. hecho
gue se explica por la ausencia de reconocimienteqular (Tabla 6.1).

Este resultado indica que el aumento eRla&sta asociado especificamente al cambio
conformacional que experimenta el aptamero en peesele su analito. Al favorecer la
estructura plegada gtem-loof)) de mayor diametro (2 nm) (ver dimensiones en la
Figura 6.11) que la forma desplegadeafdom coil) (1 nm) se produce un mayor
blogueo de la nanoparticula de Au. A diferencidalgque ocurre cuando se emplean
electrodos de Au de dimensiones milimétricas, eiliia conformacional es detectado

de manera directa con un sistema de dimensionesnédncas.

Secuencia Analito [Analito] /uM ARtc / kQ
Aptdmero AMP 500 392
Aptamero G 1.000 4+1
Scramble AMP 500 2+1

Tabla 6.1. Experimentos de selectividad del sistatt#s ,Os/AUNP/Apt
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1.798 nm

Figura 6.11 Representacion del aptamero plegadognocimiento de AMP
(se indican las dimensiones calculadas con JSmalyre de las 7 estructuras determinadas por
RMN en solucion ) DOI:10.2210/pdblaw4/pdb

6.5 Deteccion de la hebra complementaria

Dado el interés que poseen las estructuras dobénasen el campo de los biosensores,
con fines exploratorios y pensando en futuras aglmes analiticas, se hicieron
ensayos de hibridizacion en el sistema AMAIAUNP/Apt. La mayor constante de
afinidad que posee el aptamero por su hebra coreplama respecto del AMP (ver
Tabla 5.4) y la diferencia estructural entre undéeda organica pequefia y una hebra
de ADN de igual cantidad de nucleétidos que elrapta, permiten suponer que podria
bajarse mas aun el limite de deteccion frente abnecimiento de la hebra

complementaria.

Usando las mismas condiciones de ensayo que patetdacion de AMP descriptas

previamente, para una concentracion 5 nM de laahetomplementaria, no se observo

un cambio significativo eR respecto de la incubaciéon con el buffer (Tris 3@,mH

7,2). Sin embargo cuando se repitid el ensayo exedid un tiempo mayor, 30 minutos

en lugar de 15 minutos, se obtuvo una sefal disbieyrespecto del buffer (ver Figura
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6.12), obteniendo un valor diR = (39+ 4) kQ (n = 2). Este resultado mostré que fue
posible la deteccion de la hebra complementariasoondiciones del ensayo.

Es interesante sefialar que el valor dg. para la hebra complementaria en
concentracion 5 nM es muy similar al obtenido pama concentracion de AMP dos
ordenes de magnitud mayor (500 nM) (ver Tabla &igyra 6.7).

Si bien los experimentos de hibridizacion realizadmor QCM-D mostraron un
reconocimiento casi inmediato del aptdmero inmpailo frente a la hebra
complementaria, es razonable pensar que en ummsistenfinado la difusion de la
hebra de ADN desde la solucidén hacia la nanopéatidet Au ubicada en el fondo del
nanoporo requiera un tiempo mayor. En concordarmmaeste resultado, cabe sefialar
que cuando se emplearon concentraciones de aptamenores que (M para

modificar las AUNPs se requerian tiempos de inddbanayores a 30 minutos

= Au

= Au/ Apt " Au
16 Au/ Apt/ B 16+ = Au/ Apt
= Au/ Apt/B/HC 5nM 30min Aul Apt/ B )
144 .. 144 = Au/Apt/B/HC 5nM 15 min
12 - ot 12
g 104 . . 10
= 4
N 84 = 84
N
64 64
o 4
2 - ] __-' - .
= =
0 .

Zr I KQ

Figura 6.12. Efecto del tiempo de incubacién paemsayo de reconocimiento de la hebra
complementaria (5 nM). EIS enflke(CN)] 50 mM / Hepes 50 mM, pH 7,2: 30 minutos (izq.),

15 minutos (der.)

Otro aspecto a sefalar es que habitualmente atrbpdfra hibridizacién contiene una
fuerza ionica elevada (NaCl 150 mM, Mg@l0 mM), en este caso se uso6 solo buffer
Tris 50 mM, pH 7,2.

A futuro seria de interés estudiar mas detalladéenelrefecto del [Mg(bD)s]** dada la
relevancia que posee en los cambios conformac®ualeaptamero y la frecuencia con
gue se emplea en los buffers que muestran apliteide aptdmeros para el desarrollo

de sensores.
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6.6 Conclusiones

Las nanoparticulas de Au obtenidas por electrodeépasmostraron buena capacidad
frente a la modificacion quimica con hebras de ABiNple cadena tioladas. La
metodologia para lograr dicha modificacion es rapidencilla. Luego de la reducciéon
en fase homogénea del enlace disulfuro, la coadsorel aptdmero y el tiol corto
resultante se realiza en un solo paso. Dadasrandiones nanométricas del arreglo de
electrodos, el armado de la capa de reconocimiembbecular no requiere un
tratamiento adicional con alcanotioles de cademgcoomo se describe a menudo en
bibliografia, para evitar las interacciones ineffics con la superficie de Au. La
estrategia “label free” es aplicable lo que evatariodificacidon quimica de la hebra de
ADN para introducir un marcador electroactivo pjengplo.

Los cambios conformacionales experimentados paap&imero frente a su analito
pueden ser detectados de manera directa dado doesksistema esta en la misma
escala.

El arreglo de nanoporos con nanoparticulas de Adifiroadas con el aptdmero, resulta
sensible a la presencia de AMP en el rango de otmac&dn nM, la deteccion es directa
y rapida a partir de la sonda redox en soluciénrdspuesta es selectiva y permite
discriminar entre moléculas de estructura quimiaay reimilar como son AMP vy
guanosina.

La intensidad de las sefales medidas electroquimeicie es claramente distinguible
del blanco correspondiente. La reproducibilidaddasn la obtencién y modificacion
del arreglo de nanoelectrodo, como en las medméasef al reconocimiento del analito
resulta adecuada.

La deteccidn electroquimica puede realizarse em@teanpedancia (EIS), técnica que
no requiere equipamiento de alto costo, ni largesmpos de medicion o analisis de

datos. Este aspecto es de interés pensando easfafplicaciones analiticas.

Los resultados obtenidos con este sistema sugierargran potencialidad del mismo
frente a futuras aplicaciones analiticas. Los evsal hibridizacion realizados indican
que podria ser menor aun la concentracion de letabmplementaria a detectar. Este
aspecto resulta de interés por su vinculacion @ireon el campo de aplicacion de los

genosensores.
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Otro aspecto, relacionado con las dimensiones néinmas del sistema, que resulta
interesante explorar es la posibilidad de hacersefeccion por tamafio de especies que
pueden o0 no ingresar al nanoporo tal como se meam@an la Introduccién. A partir de
ensayos realizados en solucién se observo queplasieion del aptdmero a un medio
con nucleasas produce degradacion del ADN en umptie de 30 minutos
aproximadamente. Concretamente podria explorardetéccion de AMP en presencia
de nucleasas las cuales por su mayor tamafo tendiigultad para ingresar al

nanoporo y degradar ADN.

Los resultados presentados en este capitulo soproglucto de un trabajo en
colaboracién con la Lic. Ana Sol Peinetti y el Bernando Battaglini (FCEyN-UBA).
Los estudios de caracterizacion del sistema (dimees y cubrimiento superficial)
fueron realizados por el Dr. Félix Requejo (INIFTRINLP). A todos ellos se les
agradece muy especialmente la dedicacion, entugiasminterés puesto en esta

colaboracion.
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En la Introduccién se enuncié a modo de desafia,piagunta que resumia el objetivo
general de este trabajges posible para el caso de moléculas pequefassftnanar el
cambio conformacional promovido por el evento dsn®cimiento entre un aptdmero
inmovilizado a una superficie de oro y su analism una sefial electroquimica
cuantificable en términos analiticof®sde una perspectiva experimental, la misma fue
desglosada en una secuencia de interrogacionesporéigales y acotadas, cuyas
respuestas permitieron el avance hacia la comgnesl problema en estudio.

El primer interrogante se centré en torno a la faation de superficies de oro con
secuencias de oligonucledtidos tiolados y su deteaectroquimica. Como punto de
partida, se disefid una molécula sencilla con upaytiol para permitir la interaccion S-

Au, y un grupo ferroceno como marcador electroacpara explorar las técnicas de
deteccion. A continuacion, se estudido la modifiéacide superficies de Au con

secuencias de oligonucledtidos, con vistas al apndel la capa de reconocimiento
molecular de un biosensor. Se exploraron dististigerficies de Au como sustrato y se
evaluo la conveniencia de disponer de electrodesat@bles, faciles de obtener y

caracterizar.

¢ Qué técnicas electroquimicas resultan mas comitenie para evaluar las
modificaciones de la superficie de Au? Se seleccilanespectroscopia de impedancia
faradaica como herramienta de respuesta rapidaepatanciar la modificacion de la
superficie metalica con el aptdmero. Una ventdierésante de la misma en términos
del armado de un sensor, es la posibilidad disestaategia del tipo “label free” para
detectar la sefial de una sonda redox en soluci@s.ntismas resultan convenientes
pues no rquieren de la modificacion quimica dedbhr& de ADN para introducir un
marcador electroactivo. Empleando electrodos dedias, fue posible también
detectar el evento de reconocimiento aptamerotanalego del tratamiento con un tiol
corto para “tapizar” la superficie libre de Au. Simbargo la sensibilidad obtenida en

las condiciones de trabajo plantea una limitacigm futuras aplicaciones.

Los experimentos realizados con microbalanza dstatricuarzo con disipacion,
aportaron informacion complementaria sobre distirdatrategias de quimisorcién de
aptameros tiolados a superficies de oro. Los vslate cubrimiento superficial

resultaron en el mismo orden de magnitud que logenalos por mediciones
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electroquimicas. Ademas, permitieron corroborar gjuporcentaje de la superficie de
Au que se encuentra modificado por el aptdmeroupera el 5% del total del area
expuesta.

La técnica también resulté adecuada para expldgames aspectos mas operativos
como el efecto de los cationes divalentes presarides buffers para el armado de
sensores, 0 la rehidratacion de la capa de recoidpb. Sin embargo la técnica
mostré limitaciones para la deteccion sensibleesiehto de reconocimiento aptamero-

analito en las condiciones experimentales explarada

Finalmente, toda la experiencia adquirida previamaonfluyé en la posibilidad de
evaluar mediante el disefio de un sistema de dimm@esinanomeétricas, el evento de
reconocimiento del aptamero frente a su analitanda el mismo implica una molécula
pequeiia. El arreglo de nanoelectrodos permiticctietel reconocimiento de AMP por
parte de su aptdmero. Las dimensiones de dichglarre nanoelectrodos se
encuentran en la misma escala que el cambio coateomal que se produce cuando el
aptamero reconoce al analito. De este modo no &oesario introducir complejas
construcciones supramoleculares para amplificarevanto de reconocimiento, ni
intervenir la superficie recubriéndola con tiolesaghdena corta para minimizar la sefal
de fondo. Nuevamente la espectroscospia de impedanadaica, mas precisamente, el
cambio en la resistencia a la transferencia deacdeguna sonda redox en solucién,
antes y después del evento de reconocimiento pérouiantificar de manera selectiva
al analito en concentracién submicromolar.

El aptamero confinado en el fondo de un nanoparign evidencid respuesta por la
misma técnica, frente a su hebra complementaridrididacion), para una
concentracion aun menor que la alcanzada con el,ARodo de prueba de concepto
para una potencial aplicacion hacia genosensores.

La selectividad por tamafio del nanoporo resultdé aspecto interesante del sistema de
dimensiones nanométricas, pues permitiria avaresziatla deteccion de un analito sin
la necesidad de introducir etapas previas de padcibn, preservando la integridad de la
capa de reconocimiento frente a la degradaciompdeasas por ejemplo, minimizando

desde el punto de vista analitico el efecto dedaim
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