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n. Resumen en espaiol (hasta 1000 caracteres):

Este trabajo aporta un estudio de las condiciones de funcionamiento de la DNAzima
peroxidasa de secuencia PW17 para ser utilizada como generadora de sefial en
genosensores. Estas secuencias de acido desoxirribonucleico simple cadena (sc-
ADN) adquieren estructuras secundarias especificas, cuartetos de G, que al
coordinarse con hemina son capaces de catalizar reacciones de peroxidacion. Una
de las aplicaciones mas recientes de las DNAzimas peroxidasas es su utilizacion en
biosensores, en particular en genosensores, como elemento de sefalizacién de
modo similar a las enzimas peroxidasas. Por ser secuencias sc-ADN tienen la
ventaja de que pueden ser incorporadas facilmente a las secuencias sonda sin
necesidad de introducir modificaciones quimicas y sin perder actividad catalitica al
ser reutilizadas.

En esta tesis se estudid, de manera progresiva, la incorporacion de PW17 a una
secuencia sc-ADN sonda para el armado de una capa de biorreconocimiento
aplicable a genosensores. Se utilizd, como prueba de concepto, una sonda de
estructura horquilla capaz de activar la funcion DNAzima, como generadora de
sefial, tras el reconocimiento especifico de la secuencia complementaria sc-ADN

analito.

0. Resumen en portugués (hasta 1000 caracteres):

Este trabalho fornece um estudo das condi¢des de operagédo da sequéncia de
DNAzima peroxidase PW17 para ser utilizada como geradora de sinais em
genossensores. Essas sequéncias de acido desoxirribonucléico de cadeia simples
(cs-DNA) adquirem estruturas secundarias especificas, quartetos G, que, quando
coordenados com a hemina, sao capazes de catalisar reagdes de peroxidagdo. Uma
das aplicacbdes mais recentes das DNAzimas de peroxidase é seu uso em

biossensores, particularmente genossensores, como um elemento de sinalizagédo
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semelhante as enzimas peroxidase. Por serem sequéncias de cs-DNA, tém a
vantagem de poderem ser facilmente incorporadas a sequéncias de sondas sem a
 necessidade de introduzir modificagdes quimicas e sem perder a atividade catalitica

quando reutilizadas.

Nesta tese, a incorporagdo de PW17 em uma sequéncia de sonda cs-DNA para a
montagem de uma camada de biorreconhecimento aplicavel a sensores de genes foi
estudada progressivamente. Como prova de conceito, uma sonda de estrutura
hairpin capaz de ativar a fungdo DNAzima foi utilizada, como geradora de sinal, apos

o reconhecimento especifico da sequéncia farget complementar cs-DNA.

p. Resumen en inglés (hasta 1000 caracteres):

This work provides a study of the operating conditions of the DNAzyme peroxidase
sequence PW17 to be used as a signal generator in genosensors. These single-
stranded deoxyribonucleic acid (ss-DNA) sequences acquire specific secondary
structures, denominated G quartets. These structures coordinated with hemin are
capable of catalyzing peroxidation reactions. One of the most recent applications of
peroxidase DNAzymes is their use in biosensors, particularly genosensors, as a
signaling element similar to peroxidase enzymes. The ss-DNA sequences have the
advantage that they can be easily incorporated into probe sequences without the
need to introduce chemical modifications and without losing catalytic activity when
reused.

In this thesis it was presented, in a progressive way, the incorporation of PW17 into a
ss-DNA probe sequence for the assembly of a biorecognition layer applicable to
genosensors. As a proof of concept, a hairpin structure probe capable of activating
the DNAzyme function was used, as a signal generator, after the specific recognition

of the target ss-DNA complementary sequence.
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La mayoria de los biosensores que se comercializan en la actualidad son
inmunosensores, lo que significa que el biorreconocimiento se da por afinidad entre
antigenos y anticuerpos. Una desventaja de estos sensores es la necesidad de
sefalizar el evento de reconocimiento, en muchos casos mediante la introduccién de

modificaciones quimicas (“etiquetas”). Esto limita las posibles construcciones de la
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capa de biorreconocimiento y encarece el costo de los dispositivos. Una de las
“‘etiquetas” mas utilizadas, sobre todo en ensayos tipo ELISA, es la enzima
horseradish peroxidasa (HRP) que cataliza la reduccion de perdxido de hidrogeno a
expensas de la oxidacion de otro sustrato. Esta reaccidon genera una sefnal que suele
ser detectada por técnicas colorimétricas, aunque también puede ser
quimioluminiscentes o electroquimicas, siendo su intensidad proporcional a la
concentracion de analito.

En la década de 1990, con la optimizacion de la tecnologia para la sintesis de
secuencias sc-ADN, se desarroll6 un nuevo grupo de biosensores de afinidad: los
genosensores. En 1996 Sen et al. reportaron el hallazgo de secuencias sc-ADN
capaces de formar estructuras secundarias especificas, cuartetos de G. Estas
estructuras, al coordinarse con hemina, adquieren funcionalidad DNAzima y son
capaces de catalizar reacciones de peroxidacion de forma similar a sus analogos
enzimaticos. Sin embargo, por ser secuencias sc-ADN, cuentan con la ventaja de
que pueden ser incorporadas sin necesidad de modificaciones quimicas como parte
de la secuencia sonda, que cumple la funcién de elemento de biorreconocimiento.

El presente trabajo tiene por objetivo realizar aportes para la implementaciéon de la
DNAzima peroxidasa de secuencia PW17 como generadora de sefial en
genosensores. Para ello se presenta un andlisis progresivo del funcionamiento de la
secuencia, incrementando de a poco las variables que lo afectan, de modo de
reducir la complejidad de los ensayos. En primer lugar, se estudié la reaccién de
peroxidacion con la DNAzima libre en solucion analizando la sefial obtenida por dos
metodologias de deteccidon: método o6ptico y electroquimico (capitulo 3). Luego se
estudido el funcionamiento de la secuencia PW717 como peroxidasa en fase
heterogénea, inmovilizada sobre superficies de oro y sobre particulas magnéticas
(capitulo 4). Finalmente, a partir de los resultados previos, se propuso como
elemento de biorreconocimiento una secuencia sc-ADN (sonda) en estructura
horquilla capaz de activar la funcion DNAzima mediante cambios conformacionales,
tras el reconocimiento especifico de la secuencia sc-ADN (analito). Se estudiaron las
condiciones en las que, en presencia de secuencia analito, ocurre la activacion de la

funcién DNAzima generandose una sefial detectable (capitulo 5).
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Los resultados de esta tesis aportan conocimiento que podra ser utilizado como
punto de partida para el diseno de futuros genosensores, particularmente
colorimétricos, tema potencialmente relevante en la deteccidon de secuencias
especificas de ARN o ADN de interés para, por ejemplo, el diagnostico de

enfermedades virales, bacterianas o para deteccion de mutaciones genéticas.
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Capitulo 1 - Introduccion

La deteccion selectiva de sustancias de interés ha sido y seguira siendo un
tema de gran importancia tecnologica y social que involucra areas tan variadas
como diagnéstico clinico, toxicologia, alimentos, monitoreo ambiental o
procesos industriales. La obtencion de resultados analiticos precisos vy
confiables es imprescindible para la toma de decisiones que permiten desde la
disminucion de los costos de analisis hasta el diagnostico precoz de
enfermedades. Las técnicas analiticas se han ido perfeccionando con los
avances tecnologicos, las primeras que se han desarrollado requieren grandes
cantidades de muestra, del orden de miligramos, y en muchos casos la
obtencion de resultados confiables depende fuertemente de la habilidad del
analista. La busqueda de mejoras en los resultados analiticos ha originado el
desarrollo de nuevos y sofisticados métodos de analisis con ventajas tales
como requerir menor cantidad de muestra, ser muy selectivos, sensibles y
tener bajos limites de deteccion. Pero también algunas desventajas, como,
grandes costos de instrumentacion, instalacion y mantenimiento ademas de
requerir personal técnico especialmente entrenado. En muchos casos, y en
particular cuando se requieren estudios microbioldgicos, los ensayos pueden
tomar horas o hasta incluso dias, lo que impide obtener resultados en tiempo
real. En este contexto adquiere importancia el desarrollo de los biosensores,
como alternativa a las técnicas instrumentales, por ser dispositivos pequenos,
sencillos, versatiles, de facil operacion e interpretaciéon y respuesta rapida que
permiten simplificar la adquisicion de informacién analitica sin renunciar a la
selectividad y sensibilidad’.

Es interesante sefalar que el desarrollo de los biosensores es relativamente
reciente y remite a los ultimos 70 afos. Algunos hitos importantes para este
campo fueron la puesta en funcionamiento del sensor de oxigeno en sangre de
Leland C. Clark Jr en 1956 23, considerado como el primer biosensor en lograr
el funcionamiento como tal, la comercializacion del primer biosensor para la

deteccién hogarefia de glucosa en sangre en 1975 por la empresa Yellow
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Spring Instruments* y el desarrollo del primer biosensor portatil para deteccion
de glucosa en 1992 por la empresa I-STAT®. Los avances tecnoldgicos
necesarios para poner en funcionamiento los primeros biosensores portatiles
dieron lugar a progresos notables en el disefio y desarrollo de dispositivos cada
vez mas pequefios, robustos, faciles de usar e interpretar que continuan
perfeccionandose constantemente. Las ventajas que poseen frente a las
técnicas analiticas tradicionales de identificacion y cuantificacion,
principalmente el hecho de que no se requiere especializacion del operador, la
posibilidad de disefio portatil y de miniaturizacion, hace a los biosensores
ideales para determinaciones in situ tanto en campo como para uso hogarefio.
Las areas de aplicacion son amplias y variadas siendo utilizados principalmente
para diagnéstico clinico, deteccion de drogas, toxinas, monitoreo ambiental y
de calidad alimenticia®®.

El principio de funcionamiento de los biosensores se basa en la detecciéon de
una o mas sustancias de manera especifica y selectiva transformando
interacciones biolégicas en sefales analiticas. Para que esta transformacion
pueda ocurrir se requieren tres partes que deben funcionar conjuntamente: el
sistema de bioreconocimiento, compuesto de una sustancia de origen
bioldgico, y que cumple la funcion de reconocer especificamente el analito a
sensar; la fase de transduccion, donde se genera la sefal, y la fase de
deteccién, donde la sefial es procesada y transformada en informacion
cuantitativa o semicuantitativa de facil interpretacion”8. En la figura 1.1 se
esquematizan las tres partes que conforman un biosensor. Al colocar la
muestra en el dispositivo, el sistema de biorreconocimiento reconoce
especificamente al/los analitos de interés, provocando una variacion en la fase

de transduccion que es observada como una sefal en la fase de deteccién.

BIORRECONOCIMIENTO TRANSDUCCION DETECCION
ENSAYO
Directo
) = Variaciones en la masa Mdsica
N / . > Enzimas nelirec
Ry . J Competitivo :
@ ) = Anticuerpos SENAL
o A | e trceas Electroquimics
. G ¢ - ADN H la Sctrica ctroquimica
. ! Aptameros v
Muestra 4 Optica
. Analito
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Figura 1.1: Esquema de funcionamiento de un biosensor.

Cada una de las partes del biosensor puede estar constituida por diferentes
elementos. El biorreconocimiento puede ser enzimatico, inmunoldgico o por
acidos nucleicos, la transduccion puede ser por cambios en la masa, en las
propiedades eléctricas u Oopticas y la deteccibn puede ser masica,
electroquimica u Optica. La posibilidad de combinacién de diferentes
componentes abre un abanico muy amplio para el disefio de biosensores para
una infinidad de analitos.

A continuacion, se describen por separado cada una de las partes que
componen a los biosensores detallando las distintas posibilidades de

construccion para cada uno de ellos.

1.1.1 El sistema de biorreconocimiento

El sistema de biorreconocimiento es el componente del biosensor que tiene
contacto directo con la muestra. Su funcionamiento se basa en la especificidad
natural de reconocimiento que presentan algunas moléculas de origen bioldgico
como por ejemplo enzima-sustrato, antigeno-anticuerpo o pares
complementarios de acidos nucleicos. En las ultimas décadas también se han
utilizado moléculas de origen sintético con funcionalidad similar a las
biologicas® 0. Los sistemas de biorreconocimiento pueden clasificarse segun la
interaccion que da lugar al evento de reconocimiento, es decir segun el origen
del elemento de reconocimiento en: enzimaticos, de afinidad o quimicos®.

El biorreconocimiento enzimatico fue el primer sistema en ser utilizado para
el desarrollo de biosensores por ser bien conocida la habilidad natural de las
enzimas para formar complejos con un sustrato de modo especifico y
selectivo''. En este caso el sistema de biorreconocimiento funciona también
como transductor, es decir, al ocurrir el reconocimiento los complejos enzima-
sustrato formados son capaces de catalizar reacciones quimicas generando
cambios detectables (sefiales directas). La actividad enzimatica depende
fuertemente de las condiciones ambientales como: temperatura, fuerza iénica o
pH, y de las concentraciones de cofactor e inhibidor. Lo que implica que para el
buen funcionamiento de este tipo de biosensores resulta fundamental analizar y

ajustar la composicién del medio de reaccion. El empleo de enzimas para el
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armado de la capa de biorreconocimiento presenta algunas desventajas como
su poca estabilidad, vida media corta y alto costo de producciéon?:12,

Un ejemplo de este tipo de dispositivo es el biosensor de glucosa de primera
generacion que se esquematiza en la figura 1.2. En este caso el analito es la
molécula de glucosa y el elemento de biorreconocimiento la enzima glucosa
oxidasa. El principio de funcionamiento esta basado en la interaccién especifica
enzima-sustrato siendo la deteccién de origen electroquimico. La glucosa se
oxida en presencia de la enzima, luego ocurre un intercambio electronico entre
la enzima y un mediador, en este caso oxigeno, que se reduce generando una

sefial electroquimica directas.

SUSTRATO ENZIMA 0,
(glucosa) [Ox.]
@ SENAL )
PRODUCTO H,0,

ENZIMA
[Red.]

Figura 1.2: Esquema de un biosensor enzimatico: biosensor de glucosa de
primera generacion.

En el biorreconocimiento por afinidad el receptor y el analito presentan
interacciones fuertes y selectivas entre si. Dentro de esta clasificacion se
encuentran los inmunosensores, cuyo funcionamiento se basa en las
interacciones entre anticuerpo y antigeno, y los sensores de ADN, basados en
la interaccion entre hebras de acido desoxirribonucleico (ADN)
complementarias o entre un aptamero’? y su analito especifico. En estos casos
no se produce una sefal directa al ocurrir el evento de reconocimiento, sino
que es necesario desarrollar la etapa de transduccion para sefializarlo. Se han
aplicado una gran variedad de estrategias de transduccién que dependen de
las caracteristicas de cada sistema de biorreconocimiento. Una de las
estrategias mas utilizadas, sobretodo en inmunosensores, consiste en
incorporar un marcador o etiqueta quimica que, al ocurrir el evento de
reconocimiento, reacciona para dar sefal. Otra estrategia, que no requiere
etiqueta, consiste en detectar el evento de reconocimientos a partir de las

diferencias superficiales en ausencia y presencia de analito.
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Una ventaja de los biosensores de afinidad consiste en que los procesos para
obtener, aislar y purificar tanto anticuerpos como secuencias de ADN simple
cadena (sc-ADN) estan automatizados resultando mas estables y menos
costosos que en el caso de las enzimas?814.15.16,

Inmunosensores: los métodos inmunoquimicos suelen presentar una gran
capacidad analitica debido a la alta afinidad y especificidad antigeno-anticuerpo
pero que depende en gran medida del tipo de anticuerpo. La produccion de
anticuerpos requiere procedimientos de inmunizacion tradicionales que
implican el uso de animales. Un inconveniente del método radica en el hecho
de que no es posible producir especificidad de anticuerpos idéntica incluso en
dos individuos de la misma especie'’. Varios estudios han demostrado que la
inmovilizacién orientada de los anticuerpos a la superficie del sensor favorece
la unién del antigeno, lo que aumenta su estabilidad respecto a la que
presentan en solucion’s.

Un ejemplo del reconocimiento antigeno-anticuerpo es el del inmunosensor
para la deteccion visual de la infeccidn por enterovirus 71 esquematizado en la
figura 1.3. El biosensor es capaz de detectar el antigeno de enterovirus 71
(EV71). El elemento de biorreconocimiento es un inmunocomplejo formado por
el anticuerpo que reconoce EV71 (anti-EV71 IgM) y otro anticuerpo marcado (G
Anti-H IgM/HRP) modificado quimicamente con una enzima peroxidasa, que
actua como etiqueta quimica. La muestra se coloca en un pocillo al que se
agrega el inmunocomplejo, perdxido de hidrogeno y TMB (3,3',5,5'-
Tetrametilbencidina). Al producirse el biorreconocimiento, la enzima cataliza la
reduccion del perdxido de hidrogeno a expensas de la oxidacion de TMB, que
vira de incoloro a azul, lo que permite identificar un cambio de color a simple

vista's.
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Figura 1.3: Ejemplo de biorreconocimiento antigeno-anticuerpo. Figura
inspirada en el trabajo de Zhaozhao°.

Genosensores: el reconocimiento entre hebras sc-ADN ocurre por
interacciones entre purinas y pirimidinas, obteniéndose como resultado
estructuras doble cadena (dc-ADN)®. Las secuencias sonda suelen
inmovilizarse sobre la superficie del genosensor y reconocen especifica y
selectivamente a la secuencia analito. En la figura 1.4 se esquematiza un
ejemplo de este tipo de reconocimiento: el principio de funcionamiento del
genosensor impedimétrico para la deteccion de cancer en células de cabeza y
cuello. Su funcionamiento se basa en la deteccién de un gen marcador (MGMT
metilado). La secuencia sonda hibridiza por complementariedad con la
secuencia analito pudiendo distinguirla de otra con tan solo una base cambiada
(mismatch). Al formarse la doble cadena, la composicion de la superficie del
biosensor cambia y por lo tanto se modifica el espectro de impedancia?!. La
sefal esta dada por la diferencia entre los espectros de impedancia antes y

después del agregado de la muestra.
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Biorreconocimiento
sc-ADM - hebra complementaria
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Figura 1.4: Ejemplo de biorreconocimiento entre hebras sc-ADN. Figura
inspirada en el trabajo de Carr?!.

Aptasensores: los aptameros son secuencias cortas sc-ADN o ARN (acido
ribonucleico), oligonucledtidos de menos de 100 nucledtidos, seleccionadas y
sintetizadas artificialmente (ver seccidon 1.1.4) para reconocer especifica y
selectivamente al analito con el que forma un complejo. Existe una gran
variedad de aptameros que pueden reconocer desde moléculas organicas de
bajo peso molecular, iones metalicos, péptidos o proteinas hasta virus o
células?2. En la figura 1.5 se esquematiza un ejemplo de reconocimiento
aptamero-analito utilizado en aptasensores: la interaccion entre la adenosina
trifosfato (ATP, C10H16N5013P3) y el aptamero que la reconoce especificamente,
de secuencia: 5-ACC TGG GGG AGT ATT GCG G AG GAA GGT GTC ACA
(A)10 -3’ 2324 E| evento de reconocimiento da lugar a un cambio conformacional
de la secuencia aptamérica y a la formacion de un complejo “aptamero ATP-
ATP”. Para los aptasensores de ATP se han reportado multiples estrategias de
generacion de sefal, las mas comunes estdn basadas en métodos

fluorescentes, electroquimicos, quimioluminiscentes y colorimétricos?°.

ATP
+
wWwwWwwW — %2’“
A}Qtame{’_o ATP ' " Biarreconocimiento
(forma lineal) aptamero ATP - ATP

Figura 1.5: Ejemplo de biorreconocimiento aptamero-analito. Figura inspirada
en el trabajo de Ying?2s.

Biorreconocimiento quimico, en este caso los receptores no son moléculas

biolégicas sino sustancias sintéticas disefiadas de modo que su estructura
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secundaria y los grupos funcionales involucrados permitan una interaccion
especifica y selectiva con el bioanalito. Tipicamente son polimeros de
impresién molecular?, calixarenos?’ o nanomateriales2822, Al igual que para los
biosensores de afinidad también es necesario desarrollar la etapa de
transduccion. Los receptores sintéticos son mas estables que los bioldgicos,
tienen un peso molecular relativamente pequeio, y se unen mas firmemente al
analito. Su principal desventaja es su biocompatibilidad relativamente
bajat-3031.

En la figura 1.6 se muestra la construcciéon de un polimero de impresion
molecular para la deteccion de un analito por reconocimiento quimico de
algunos fragmentos especificos. En este ejemplo se utilizé como plantilla parte
de la molécula analito creando los sitios de reconocimiento mediante su
eliminacion. Al estar en contacto el polimero de impresion molecular resultante
con la molécula analito los sitios de reconocimiento se unen a fragmentos

especificos funcionando como un sistema de reconocimiento quimico.

PLANTILLA

Remocién
“ Impresién ‘ plantilla
—_—
t\ L t\

MONOMEROS FUNCIONALES

POLIMERO DE IMPRESION MOLECULAR

Reconocimiento . v

- =
ANALITO
Figura 1.6: Esquema de construccion de un biosensor quimico cuyo elemento

de reconocimiento es un polimero de impresién molecular. Figura inspirada en
el trabajo de Chen%.

1.1.2 La fase de transduccidon

Como ya se ha mencionado, la mayoria de los sensores requieren una fase de
transduccion que permita sefializar el evento de reconocimiento. Es necesario
idear la forma de transformar el reconocimiento en un cambio detectable, para
€so en muchos casos se recurre al uso de etiquetas quimicas que reaccionan
como consecuencia del evento de biorreconocimiento.

Las técnicas de transduccion mas utilizadas son las desarrolladas para los

ensayos tipo ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay?2. Estos ensayos se
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basan en el concepto de la reaccién antigeno-anticuerpo y son adaptables a
otras construcciones, en particular a los biosensores de afinidad. Pueden ser
aplicados en analisis altamente sensibles y selectivos para un amplio espectro
de analitos como por ejemplo antigenos, proteinas, péptidos, acidos nucleicos,
hormonas, moléculas organicas pequenas o iones metalicos. Las “etiquetas”
mas comunmente utilizadas para inmunoensayos son las enzimas fosfatasa
alcalina (ALP, alkaline phosphatase), peroxidasa del rabano picante (HRP,
horseradish peroxidase) y B-galactosidasa que catalizan la conversién de
sustratos cromogénicos, quimioluminiscentes o fluorogénicos. Estas etiquetas
generalmente son acopladas a anticuerpos y tienen como funcioén la
sefalizacion del evento de reconocimiento. A partir de la sefial generada se
identifica y/o cuantifica al analito33-35 ,

Los ensayos pueden clasificarse en tres tipos: directos, indirectos o
competitivos. En el ensayo directo, esquematizado en la figura 1.7, la
muestra se pone en contacto con una superficie donde el analito queda
inmovilizado. Luego se agrega una solucién conteniendo al elemento de
biorreconocimiento, modificado quimicamente para acoplar una etiqueta a su
estructura. Al producirse el evento de reconocimiento la etiqueta queda

inmovilizada y su reaccién genera una sefal detectable.

ENSAYO DIRECTO
(1) g (

) . . . ’El ’El @® rnalio

biorreconocimiento

Etiqueta quimica

o E / ’ ﬁ -

Figura 1.7: Esquema ensayo directo.

El ensayo indirecto se esquematiza en la figura 1.8. En este ensayo el
elemento de biorreconocimiento inmovilizado es puesto en contacto con la
muestra que contiene el analito. Al ocurrir el reconocimiento el analito queda

inmovilizado selectivamente por interaccion con el elemento de
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biorreconocimiento. Luego se agrega otro elemento, afin al analito, marcado
con una etiqueta. Al producirse este ultimo evento de reconocimiento Ila
etiqueta queda inmovilizada pudiendo ser detectada. A este ensayo se lo
denomina tipo sandwich debido a que cada etapa puede considerarse como
una capa. Si bien al aumentar el numero de eventos de reconocimiento
aumenta la sensibilidad también disminuye la especificidad del ensayo

pudiendo dar falsos positivos o negativos.

ENSAYO INDIRECTO

1 4
___\____ . Analito

- W <@, Elemento de
© ¥ biorreconacimiento

Y - . ﬂ Elemento afin al analito
5 e marcado con etiqueta
. e . / quimica
. \ A 4 L
Senal

. Figura 1.8: Esquema ensayo indirecto.

El ensayo competitivo se esquematiza en la figura 1.9. En primer lugar, la
muestra que contiene al analito es puesta en contacto, en solucién, con exceso
del elemento de biorreconocimiento (mezcla M). De esta forma se produce el
biorreconocimiento selectivo del analito, pero aun no hay generacién de sefal.
Todo el analito disponible se une por afinidad al elemento de
biorreconocimiento mientras que el exceso del mismo queda libre en solucion.

Por otro lado, sobre una superficie se inmoviliza una sustancia afin al elemento
de biorreconocimiento, puede ser el analito que se quiere identificar u otra
sustancia quimicamente similar (para simplificar el esquema se lo denomindé
analito*). Se pone en contacto la mezcla M con el analito* inmovilizado, de esta
manera el elemento de biorreconocimiento en exceso queda inmovilizado por
su afinidad con el analito*. Se realizan lavados y se agrega nuevamente una
solucién conteniendo elemento de biorreconocimiento, pero en este caso
marcado con una etiqueta. El elemento marcado reconoce al analito*, de este
modo la cantidad de etiquetas inmovilizadas dependera de la cantidad de

analito* libre que haya quedado en el paso anterior. Cuando mayor sea la

10
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concentracién de analito en la muestra inicial menor serd el exceso de
elemento de biorreconocimiento sin marcar y menor la cantidad de analito*
bloqueado, es decir que podra inmovilizarse mayor cantidad de elemento de
biorreconocimiento marcado y por lo tanto mayor resultara la intensidad de
sefial3s,

ENSAYO COMPETITIVO

E E
)@ [} 3
0¥y *4 f\ E
. . . Analito
Mezcla M
& . lJiO\"‘.‘C.C\‘wf)(ii\‘ﬂl".l'lk?
L J §
° Analito
L €] E
2
. . 5 : 2 Elemento afin al analito
5 marcado con etiqueta
quimica
e he % =enal

Figura 1.9: Esquema ensayo competitivo.

1.1.3 La deteccidn

El evento de reconocimiento genera un cambio en el sistema que, en la fase de
deteccion, es transformado en una sefal faciimente interpretable. En los casos
en los que el cambio no es directo, que son la mayoria, la sefial se genera
debido a cambios superficiales o a construcciones que incluyen etiquetas como
marcadores quimicos. Existen numerosas técnicas de deteccion con diferentes
caracteristicas. Los detectores mas comunes en biosensores suelen ser:
masicos3®, electroquimicos u Opticos siendo los dos Ultimos los mas
ampliamente utilizados®. La figura 1.10 resume la clasificacion de los
biosensores segun los métodos de deteccién que utilizan y las principales

técnicas de medicion.

11
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CLASIFICACION DE LOS BIOSENSORES SEGUN EL TIPO DE DETECTOR

MASICOS
Cambios de masa sobre la
superficie del sensor

ELECTROQUIMICOS
Cambios en las
propiedades eléctricas del
sistema

OPTICOS

Cambios en las

® PIEZOELECTRICOS
® ACUSTICOS
®* MAGNETOELASTICOS

® AMPEROMETRICOS

® POTENCIOMETRICOS
® CONDUCTIMETRICOS
® IMPEDIMETRICOS

® COLORIMETRICOS
® FLUORIMETRICOS

propiedades opticas del

. ¢ QUIMIOLUMINISCENTES
sistema

® DE INDICE DE REFRACCION

® RESONANCIA DE PLASMON
SUPERFICIAL (SPR)

Figura 1.10: Clasificacion de los biosensores segun la técnica de deteccion.

Sensores masicos: se basan en la deteccién de cambios de la masa sobre la
superficie del biosensor. Este tipo de deteccion se emplea principalmente en
sensores de afinidad. Cuando el analito interactia con el elemento de
biorreconocimiento inmovilizado sobre la superficie se produce un cambio
apreciable de la masa; senalizando el evento de reconocimiento sin necesidad
de modificar la estructura con etiquetas quimicas.

Se clasifican en piezoeléctricos, acusticos y magnetoelasticos. Los sensores
piezoeléctricos utilizan pequefios cristales que pueden vibrar a cierta frecuencia
dependiendo de la sefial eléctrica aplicada y de la masa de sustancia
generando y transmitiendo ondas acusticas que oscilan a una frecuencia de
resonancia natural. Una variacion en la masa sobre la superficie de sensado se
traduce como una variacion en la frecuencia resonante, es decir que permiten
detectar cambios en la masa a partir del monitoreo de la variacion de
frecuencia. Los sensores de ondas acusticas transforman una sefial eléctrica
de entrada en una onda mecanica o acustica. Dicha onda sufre cambios en su
velocidad de propagacion y/o amplitud debido a algun fendmeno fisico, como

por ejemplo cambios en la masa, elasticidad, conductividad o propiedades

12
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dieléctricas. Luego de que ocurre el cambio la onda vuelve a transformarse en
una sefal eléctrica de salida. La diferencia entre las sefales de entrada y
salida se relaciona directamente con el cambio fisico3’. El dispositivo de ondas
acusticas mas comun es la balanza de cristal de cuarzo (QCM) que utiliza el
principio piezoeléctrico como fenédmeno fisico, aprovechando las caracteristicas
del cristal de cuarzo.

Los sensores magnetoelasticos estan compuestos de cintas ferromagnéticas
amorfas con alta resistencia mecéanica a la traccion. Su funcionamiento es
similar al de los sensores piezoeléctricos, al aplicar un campo magnético se
genera una frecuencia resonante sobre la cinta ferromagnética, al producirse el
biorreconocimiento esta frecuencia se ve alterada generandose una diferencia

de sefial3840,

Sensores electroquimicos resultan extremadamente atractivos debido a la
amplia variedad de reacciones redox que pueden emplearse para la generacion
de senal. Este tipo de dispositivos son de rapida respuesta, sencillos de operar
y proporcionan una notable sensibilidad y selectividad. El instrumental
requerido es simple, y permite disefiar sistemas analiticos portatiles y
automatizados®. Este tipo de biosensores requieren muy poca energia y
pueden ser producidos a bajo costo*!. Ademas, operan con pequefos
volumenes de muestra y permiten el analisis de sustancias coloreadas. Se han
desarrollado biosensores electroquimicos basados en las diferentes técnicas:
amperométricos, potenciométricos, conductimétricos e impedimétricos42:43,

- Los sensores amperométricos son los mas ampliamente utilizados por ser
robustos, sensibles y selectivos®'2. La corriente medida tras aplicar un
potencial constante resulta proporcional a la concentracién de las especies
presentes en la muestra que sean electroactivas a dicho potencial. La
deteccion amperomeétrica es utilizada comunmente en sensores biocataliticos y
de afinidad debido a su simplicidad y bajo limite de deteccién. Si en vez de
aplicar un potencial constante el mismo es barrido en un rango establecido las
técnicas se denominan voltametrias siendo las mas aplicadas las voltametrias
ciclica, de pulso diferencial y de onda cuadrada. Como respuesta se obtienen
picos de corriente cuya altura maxima resulta proporcional a la concentracion

de analito, ademas el rango de potencial donde se observa sefial aporta

13
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informacion significativa ya que es una caracteristica cualitativa del
sistema?.10.39.42,

-Los sensores potenciométricos se basan en la medicion del potencial de una
celda electroquimica. Ejemplos comunes son el electrodo de vidrio para pH y
los electrodos selectivos de iones. Estos sensores utilizan una celda
electroquimica con dos electrodos de referencia para medir el potencial a
través de una membrana que reacciona selectivamente con el ion de interés.
Pueden ser convertidos en biosensores inmovilizando sobre la membrana un
elemento biolégico como enzimas, antigenos o anticuerpos siempre y cuando
al ocurrir el evento de reconocimiento se genere un ion detectable por el
electrodo utilizado*2.

-Los sensores conductimétricos se basan en el monitoreo de los cambios en la
conductividad eléctrica del medio de reaccion como consecuencia del evento
de biorreconocimiento. Esta deteccion se utiliza principalmente para
biosensores enzimaticos o sistemas biolégicos vivos como microorganismos y
organelas debido a que la conductividad del medio se ve incrementada durante
los procesos metabodlicos**. Estos sensores suelen no ser especificos y tienen
una mala relacién sefal / ruido, por lo que son poco utilizados*3.

-Sensores impedimétricos. La espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIS) es una técnica de caracterizacion que proporciona informacion eléctrica
en el dominio de frecuencia. Esta técnica permite modelar un proceso que
ocurre en una celda electroquimica usando combinacion de resistencias (R) y
capacitancias (C), es decir, la respuesta de corriente producida por el sistema
electroquimico puede interpretarse como un circuito RC equivalente.

La impedancia electroquimica se determina generalmente aplicando un
potencial de corriente alterna a una celda electroquimica y midiendo la
corriente que atraviesa la celda. Para obtener un espectro de impedancia, se
aplica una pequena sefial de excitacion de corriente alterna (tipicamente 5-10
mV) al sistema dentro de un cierto rango de frecuencia, obteniendo asi una
respuesta de corriente alterna para cada valor de frecuencia analizado.

Debido a su capacidad de sondear directamente las propiedades interfaciales
de un electrodo modificado, la técnica es utilizada como una herramienta para
estudiar los eventos de biorreconocimiento en la superficie del electrodo, en

particular es utilizada en el campo de los sensores de afinidad
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(inmunosensores, aptasensores y genosensores). El elemento de
biorreconocimiento se encuentra inmovilizado sobre la superficie del electrodo,
la diferencia entre los espectros de impedancia antes y después de la
interaccion con el analito puede relacionarse con la concentracién del mismo.

Es una técnica simple, rapida, de bajo costo y que no requiere etiquetas

quimicas®42:46,

Sensores Opticos se basan en la determinacion de cambios en las
propiedades Opticas del sistema como consecuencia del evento de
biorreconocimiento. Principalmente existen dos tipos de biosensores épticos:
los colorimétricos y los que se basan en cambios que ocurren en la propiedad
Optica intrinseca de la biomolécula como resultado de su interaccién con el
analito. Tales cambios pueden ocurrir en la absorcion, emisién, polarizacion,
luminiscencia, en la resonancia de plasmoén superficial (SPR) o dispersion
combinatoria de luz (efecto Raman); en general se requieren detectores
complejos y costosos.

La mayoria de los sensores 6pticos reportados son colorimétricos y requieren
etiquetas (sustancias colorimétricas o luminiscentes) unidas covalentemente a
la biomolécula para generar la sefial®#748, Los sensores colorimétricos, resultan
faciles de usar y permiten realizar determinaciones a simple vista, sin
necesidad de equipamiento, aportando una respuesta cualitativa o
semicuantitativa. También es posible obtener una respuesta cuantitativa
utilizando instrumental relativamente sencillo y robusto como colorimetros,
espectrofotdmetros o fluorimetros®49. Este tipo de deteccidon es especialmente

adecuada para determinaciones in situs°.

Para este trabajo de tesis fueron de particular interés los biosensores cuyo
sistema de biorreconocimiento estd basado en interacciones por afinidad,
especificamente el objeto de estudio fueron los sensores de ADN.

Los sensores de ADN, comenzaron a desarrollarse en la década de 1990 a
partir de que se perfeccionaron los procesos de sintesis en fase sdlida de

cadenas cortas sc-ADN (oligonucledtidos)395152,  Actualmente este
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procedimiento es bien conocido y existen varias empresas dedicadas a la
comercializacién de oligonucledtidos sintetizando las secuencias a pedido.

La sintesis en fase sélida consiste en alargar la cadena por agregado de
fosforamiditas de nucledsidos repitiendo en ciclos los pasos sintéticos
especificos. En la figura 1.11 se esquematiza un ciclo completo. El primer
mondémero de la cadena se encuentra unido a un soporte sélido del cual sera
separado una vez finalizada la sintesis. Los grupos funcionales reactivos de
cada nucledésido se encuentran derivatizados de modo de protegerlos
quimicamente para poder controlar la formacion de las uniones fosfodiéster en
los posteriores pasos de sintesis. Los grupos aminos exociclicos son
protegidos con grupos labiles en medio basico (B-Gp). Mientras que los
hidroxilos del carbono 5° son protegidos por dimetoxitritiio (DMTr), labil en
medio acido.

En el primer paso (detritilacién), se elimina el grupo protector DMTr. A
continuacion (activacion), se activa un monomero de fosforamidita que se
acopla a través del grupo hidroxilo libre del nucledsido ligado a la fase sélida
mediante una unién triesterfosfito. En el tercer paso (oxidacion) el triésterfosfito
se oxida para dar un atomo de fésforo pentavalente caracteristico del enlace
fosfato de los acidos nucleicos mientras que los nucledsidos compatibles que
no hayan reaccionado son enmascarados mediante acetilacién para evitar que
se formen productos secundarios no deseados en el siguiente ciclo
(enmascaramiento). Finalmente, un nuevo paso de eliminacién del grupo
protector DMTr permite el comienzo del siguiente ciclo. Una vez que se
completa el ensamblado de la cadena de oligonucledtidos, todos los grupos
protectores son removidos para dar lugar a la secuencia oligonucleotidica
deseada, el oligonucledtido es liberado de la fase sdlida, y la secuencia es

habitualmente purificada por cromatografia®3.54,
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Figura 1.11: Ciclo de sintesis de oligonucleétidos en fase sodlida. Figura
cortesia de Belén Ponce®.

La sintesis de secuencias oligonucleotidicas en fase solida también permite la
incorporacion de diferentes grupos funcionales tanto en el extremo 5" de la
secuencia a partir del empleo de fosforamiditas modificadas, como en el
extremo 3" a partir de modificaciones quimicas en el soporte sodlido. Esos
grupos funcionales son de interés para el armado de capas de
biorreconocimiento de biosensores ya que otorgan funcionalidades que no
estan presentes en los oligonucleétidos naturales. Entre las modificaciones
mas comunes se encuentran la incorporacién de linkers, por ejemplo: grupos

amino, biotina o tiol, que permiten la interaccion oligonucleotido-superficie y por
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lo tanto su inmovilizacién o la de fluoréforos y quenchers que cumplen la
funcién de etiquetas quimicas39.%,

Entre las funcionalidades que puede presentar una secuencia oligonucleotidica
sintética, una de las mas interesantes es la de actuar como aptamero. Los
aptameros son secuencias cortas sc-ADN o ARN que se unen a ligandos
especifica y selectivamente. La secuencia especifica que reconoce cada
ligando se obtiene a partir del método de SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment), esquematizado en la figura 1.12. Este
método consiste en exponer al ligando inmovilizado (analito para el que se
desea hallar la secuencia aptamérica) a una biblioteca combinatoria de
oligonucleodtidos de entre 10'2 y 10'® secuencias al azar (obtenidas por sintesis
en fase sodlida), y realizar multiples rondas de seleccion (generalmente entre 6 y
18) eluyendo entre cada una, eliminando las secuencias que no quedan unidas
especificamente y amplificando la secuencia que reconoce especificamente al
analito. De esta forma se enriquece la biblioteca con la secuencia que presenta

mayor afinidad por el analito en cuestién's.

Biblioteca sc-ADN / ARN
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Figura 1.12: Esquema del método SELEX. Figura inspirada en el trabajo de
Chen®’,
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Como ya se ha mencionado, los avances tecnoldgicos para la sintesis de
secuencias oligonucleotidicas en fase solida y la optimizacion del método de
SELEX fueron los que permitieron el desarrollo de los sensores de ADN entre
los que se encuentran los genosensores y los aptasensores.

Los genosensores utilizan como elemento de biorreconocimiento sondas sc-
ADN inmovilizadas. El reconocimiento se basa en los procesos de union
especificos que dan lugar a la formacion de hibridos de ADN-ARN o ADN-ADN.
La formacion de dobles cadenas de acidos nucleicos es el resultado de dos
tipos de interaccién: el apareamiento de bases complementarias por puentes
de hidrégeno y el stacking entre pares de bases paralelas en el interior de las
cadenas. En relacién con las interacciones puente de hidrogeno, si bien la
interaccion candnica es la de Watson-Crick (figura 1.13), también existen otro
tipo de apareamientos que han sido reportados tanto en la naturaleza como en
construcciones sintéticas. De hecho, es posible encontrar 31 modos de aparear
bases neutras con alta eficiencia. Entre ellos se encuentra el apareamiento
Hoogsteen (encontrado en triples hélices de ADN y varios ARN) o el
apareamiento Wobble (comun en el ARN), entre otros.

La eficiencia y estabilidad de las interacciones entre secuencias
complementarias hacen posible el disefio de genosensores donde la secuencia
analito es reconocida por la secuencia sonda entre una mezcla de hebras sc-
ADN no complementarias con alta sensibilidad, de modo que son capaces de

discriminar mutaciones de una sola base?3°.

CHy H

P
H
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e ﬂﬂ* PR gh o8

l\""”
r-1 H

AT A-U G-C
Figura 1.13: Interacciones puente de hidrogeno Watson-Crick. A: adenina y G:
guanina (purinas) T: timina, C: citosina y U: uracilo (pirimidinas).

Los aptasensores utilizan aptdmeros como elemento de biorreconocimiento,
estos presentan una gran especificidad y selectividad por el ligando. Al ser

aislados in vitro pueden seleccionarse para unirse especificamente a cualquier
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ligando, incluso moléculas pequefias con baja inmunogenicidad o alta
toxicidad. Estos ligandos pueden ir desde moléculas organicas de bajo peso
molecular, iones metalicos, péptidos o proteinas hasta virus o células®0.58-60,

El mecanismo de funcionamiento y los disefos para el armado de la fase de
biorreconocimiento y las estrategias de transduccion y deteccion reportados
para sensores de ADN poseen muchos puntos en comun con los reportados
previamente para inmunosensores, debido a que estos han sido los primeros
en haberse desarrollado y comercializado. Sin embargo, las secuencias
oligonucleotidicas presentan algunas ventajas sobre los anticuerpos que
permiten plantear sistemas mas robustos. Los oligonucleétidos son
quimicamente mas estables y mucho mas pequefios que los anticuerpos,
permiten su incorporacion en dispositivos con mayor densidad superficial que
las biomoléculas de mayor tamafio. Pueden resistir numerosos ciclos de
desnaturalizacién y renaturalizacién térmica sin perder la capacidad de union,
mientras que los anticuerpos desnaturalizados generalmente no pueden ser
renaturalizados. Tanto la hibridacion doble cadena como la interaccion
aptamero-analito son reversibles, lo que permite el disefio de biosensores
reutilizables®".

La posibilidad de incorporar, durante la sintesis en fase sdlida, una gran
variedad de modificaciones quimicas facilita tanto la inmovilizacién de las
secuencias sonda como el acoplamiento de etiquetas quimicas que permitan la
generacion de sefiales colorimétricas, fluorescentes, quimioluminiscentes o
electroquimicas pudiendo acoplar el biorreconocimiento a un amplio abanico de
métodos de transduccion. Ejemplos de esto son los sistemas de deteccion
utilizados en ensayos tipo ELISA desarrollados para inmunosensores que
pueden ser aplicados en genosensores y aptasensores ya sea utilizando
enzimas para la generacion de seinal o reemplazandolas por etiquetas quimicas
o por cambios estructurales®263. En este sentido, las estructuras secundarias
de las cadenas pueden disefiarse en forma racional para sufrir cambios
conformacionales que, en presencia del analito, posibiliten numerosos

esquemas de transduccion de sefiales®.
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1.2.1 Aplicaciones de los biosensores

La gran variedad de combinaciones disponibles de fases de
biorreconocimiento, transduccién y deteccién da lugar a infinidad de posibles
disefios en el campo de los biosensores. Es tal su versatilidad que son
empleados para una enorme diversidad de aplicaciones como la deteccion de
organismos causantes de enfermedades y contaminantes de alimentos,
investigaciéon  forense, monitoreo medioambiental®!, diagnéstico de
enfermedades infecciosas, identificacion de mutaciones genéticas, deteccion
de farmacos#*3, estudios bioldgicos y microbiolégicos, entre otras5060.61 En
particular en el campo de la medicina existe una necesidad urgente de
dispositivos exactos, rapidos y econdmicos que puedan utilizarse para aportar
informacion confiable sobre los pardmetros bioquimicos ya sea, para
mediciones de rutina en el hogar, como por ejemplo glucosa en sangre, 0 en
centros de salud tanto para diagnéstico (por ejemplo deteccidon de virus o
bacterias en fluidos corporales) como para emergencias (por ejemplo deteccion
de biomarcadores cardiacos que permitan advertir de forma inmediata
alteraciones en la funcion cardiaca)'®. Esto quedd demostrado particularmente
durante la pandemia por la enfermedad de coronavirus (covid-19) causada por
el virus SARS-CoV-2. Ante una enfermedad altamente contagiosa vy
desconocida fue de suma importancia tener herramientas de diagndstico para
recabar datos epidemioldgicos y tomar decisiones politico-sanitarias de modo
de evitar el colapso de los sistemas sanitarios. Los biosensores para deteccion
y diagndstico de coronavirus jugaron un rol esencial en este caso. En Argentina
el sistema cientifico-tecnoldgico y los organismos de control tuvieron la
capacidad de responder muy rapidamente con el desarrollo de diferentes test
de respuesta rapida, interpretacién sencilla y que pudieran ser aplicados e
instalaciones de relativa baja complejidad, sin necesidad de equipamiento
complejo de laboratorio®. Se desarrollaron y comercializaron al menos cuatro
test de los cuales dos entran en la clasificacion de inmunosensores y los otros
dos son “test PCR"66,

En la Tabla 1.1 se describe sintéticamente el funcionamiento de los cuatro test

desarrollados en Argentina.
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Nombre del test

Tipo de biosensor Principio de funcionamiento

COVID-AR®”

ELISA indirecto que utiliza la enzima HRP como
etiqueta quimica. La deteccion es colorimétrica
(por espectrofotometria) y permite cuantificar
anticuerpos en sangre.

INMUNOSENSOR

Deteccion de

inmunoglobulinas 1gG y/o

IgM en sangre FarmaCovTest®®

Ensayo inmunocromatografico de flujo lateral
con deteccion colorimétrica a ojo desnudo.

NEOKIT COVID-196%°
La deteccion ocurre junto con la amplificacion,

PCR en un unico paso operativo, por un método
colorimétrico cualitativo, observandose un
(Polymerase Chain Reaction) cambio de color a simple vista.

La retrotranscripcién y

amplificacion del ARN viral ELA-CHEMSTRIP"?
se lleva a cabo por la técnica Utiliza una técnica de amplificacién mejorada
de LAMP en muestras de totalmente desarrollada en Argentina ELA®
hisopado nasofaringeo u (Easy Loop Ampilification). La deteccién
orofaringeo colorimétrica se lleva a cabo en una segunda
etapa mediante un ensayo
inmunocromatografico.

Tabla 1.1: Principio de funcionamiento de los test para covid-19 desarrollados
en Argentina.

Algunos de estos test fueron puestos a disposicion de los centros de salud en
menos de 60 dias. La velocidad con que se lograron los desarrollos es una
muestra de la relevancia del campo de investigacion.

Los principios de funcionamiento de los test mencionados, asi como los de
otros biosensores, pueden ser ajustados para la deteccion de distintos
anticuerpos o ARN virales. Esto no es solamente una ventaja, sino que
evidencia la necesidad y la importancia del desarrollo de estrategias tanto de
biorreconocimiento como de transduccién y deteccién, que puedan acoplarse al
armado de diferentes dispositivos de forma urgente para la deteccion de
nuevos analitos. Tal como sucedi6é durante la pandemia por SARS-CoV-2. El

hecho de que la mayoria de los test se basaron en inmunoensayos evidencia
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un mayor desarrollo de las investigaciones en esta area, lo que es de esperar
porque lleva varias décadas de implementacién. Para la deteccion de
enfermedades por virus, los sensores de ADN podrian ser una buena
alternativa sobre todo para diagndstico. EI ADN que se obtiene a partir del
tratamiento de la muestra, la retrotrascripcion del ARN viral y amplificaciéon
podria ser identificado, por ejemplo, a partir de la interaccién con su hebra
complementaria, utilizando el principio de funcionamiento de genosensores.
Todavia hay mucho por explorar y desarrollar, siendo un campo de
investigacidén con grandes perspectivas.

Mas alld de los ejemplos puntuales para el diagnéstico de covid-19, los
biosensores en general presentan varias ventajas frente a otras técnicas de
deteccién y cuantificacion. Son altamente especificos, o que minimiza posibles
interferencias, son precisos y sensibles; permitiendo la cuantificacion de
analitos en muy baja concentracién, debajo de micromolar incluso llegando a
picomolar. Permiten interpretar los resultados de manera directa y sencilla.
Ademas, es posible miniaturizar tanto los dispositivos como la muestra a
analizar aumentando su aplicabilidad. Normalmente no es necesaria la
preparacion de las muestras ya que pueden ser disefiados de forma de evitar
interferencia eliminando el efecto de matriz8', por lo que pueden emplearse en
entornos muy sucios®. La gran mayoria de los desarrollos de biosensores
funcionan muy bien para la deteccion in vitro. La deteccioén in vivo o dentro de
tejidos aun se encuentra en una etapa muy inicial y requiere mas investigacion
de métodos y materiales novedosos para la transduccién de sefiales®!. Un
punto a tener en cuenta para mejorar el rendimiento de los biosensores es el
efecto de la inmovilizacion en el funcionamiento de la biomolécula. En este
contexto adquieren relevancia las caracteristicas de los materiales que se
utiizan como superficie de inmovilizacibn y su combinacién con

nanomateriales™0.

Clasicamente el método ELISA emplea proteinas como etiquetas para la
generacion de senal. En particular la mas utilizada en biosensores es la

peroxidasa del rabano picante (HRP),3471.72 por su estabilidad, facilidad para
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ser conjugada con inmunoglobulinas y para la deteccion de los productos de
reacciéon por métodos colorimétricos.

Al ser una hemoproteina, utiliza hemina como cofactor y es capaz de catalizar
reacciones redox bisustrato con peroxido de hidrégeno H202 como oxidante,
junto con un segundo sustrato susceptible de ser oxidado. Su funcionamiento
se esquematiza en la figura 1.14. Entre los sustratos mas comunmente
utilizados en aplicaciones analiticas se encuentran los colorimétricos como
TMB (3,3',5,5-Tetrametilbenzidina) que vira de incoloro a azul al oxidarse, y
ABTS (Sal diaménica del acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico))
que vira de verde claro a verde-azulado oscuro al oxidarse, y los

quimioluminiscentes como luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona)’3.
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Figura 1.14: Esquema del funcionamiento de la enzima HRP como generadora
de sefal.

El uso de enzimas como etiquetas generadoras de sefal presenta algunas
desventajas. Tanto su preparacion como purificacion resultan laboriosas y
costosas, ademas los cambios de temperatura afectan a la actividad catalitica
acotando su efectividad’4. Con el objetivo de hallar etiquetas mas estables,
econdmicas y de facil conjugacién a los transductores, se han desarrollado una
gran variedad de compuestos no proteicos con actividad similar a la de las
enzimas peroxidasas. Estos compuestos van desde sales férricas a diferentes
metaloporfirinas’®. De hecho, la hemina es capaz de catalizar reacciones de
peroxidacion por si misma, aunque en niveles mucho mas bajos que los de las
enzimas que la utilizan como cofactor’®. Entre los compuestos con actividad
similar a las de las peroxidasas se han identificado algunas secuencias sc-
ADN. Estas secuencias fueron aisladas por el método SELEX como aptameros
especificos para porfirinas®. Lo que motivo la busqueda del aptamero capaz de

reconocer hemina fue la relevancia de la “teoria del mundo ARN” que, entre
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sus hipétesis, postula que una secuencia simple cadena podria funcionar como
catalizador de reacciones quimicas’’. Los complejos aptamero-hemina
resultaron ser muy estables y presentaron una actividad peroxidasa mayor a la
de hemina libre’>. Se encontr6 mas de una secuencia capaz de unirse
especificamente a hemina, todas tenian en comun un alto porcentaje de
guanina (G)’879 lo que les permite formar estructuras terciarias especificas,
denominadas cuartetos de G, en las cuales las guaninas se encuentran
conectadas mediante interacciones puente de hidrogeno del tipo Hoogsteen.

Estas estructuras se esquematizan en la figura 1.15.
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Figura 1.15: Estructura cuarteto de G.

La estabilidad de estas estructuras esta muy ligada a la concentracion de
algunos cationes, en particular es indispensable la presencia de ion potasio
(K*) en el medio para estabilizar la estructura cuarteto de G757880, E| K* se
intercala entre dos estructuras cuarteto de G interactuando con los oxigenos de
las guaninas para formar un quelato, tal como se esquematiza en la figura
1.16.

Figura 1.16: Estabilizacion de los cuartetos de G por ion potasio (K*).

En 1996 Sen et al.”® reportaron que entre las secuencias aisladas por SELEX la
que presentdé mayor actividad catalitica fue la denominada PS2.M que consta
de 18 nucledtidos: 5- GTG GGT AGG GCG GGT TGG - 3'. Casi una década

mas tarde, en 2004, Pavlov et al.*” disefiaron una nueva secuencia ajustando y
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acortando PS2.M. Esta secuencia, denominada PW77, consta de 17
nucledtidos: 5- GGG TAG GGC GGG TTG GG-3®. En la figura 1.17 se
esquematizan las estructuras de las secuencias PS2.M y PW17 indicando las

estructuras cuarteto de G formadas.

L] PwF

Cuarteto de G

Figura 1.17: Estructuras de las secuencias PS2.My PW17 indicando los
cuartetos de G formados.

Ambas secuencias tienen la capacidad de coordinarse con hemina formando
‘DNAzima peroxidasa”, es decir que pueden catalizar reacciones de
peroxidacion bisustrato con H202 como oxidante y un sustrato que resulta
oxidado de forma similar a las peroxidasas enzimaticas. Li et al. 20098!
demostraron que la velocidad catalitica de PW17 es mayor a la de PS2.M. En
la figura 1.18 se esquematiza la reaccion catalizada por la DNAzima

peroxidasa de secuencia PW17 en un medio acuoso con K* y hemina.

H,0, SUSTRATO SERAL gk,
) OXIDADO o ) L
el N v(li
I 9| f}l‘N %ECIN;}:E\/\/
Hzo s \i N J'

PW17 SUSTRATO é—(
DNAzima TMB, ABTS, luminol \

Figura 1.18: Esquema de la reaccion de peroxidacion catalizada por la
DNAzima peroxidasa de secuencia PW17 en medio acuoso con K* y hemina.
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Las DNAzimas peroxidasas comenzaron a ser utilizadas para aplicaciones
bioanaliticas hace dos décadas, aunque todavia continluan estudiandose
nuevas aplicaciones debido a su gran versatilidad. El uso de secuencias sc-
ADN en biosensores en lugar de proteinas aporta muchas ventajas como ser
mayor termoestabilidad, facilidad de sintesis y menor costo de produccién’. La
incorporacion de DNAzimas peroxidasas a la secuencia de reconocimiento del
analito favorece la generacion directa de la senal, cumpliendo la misma funcion
que HRP en ELISA pero sin necesidad de modificar la estructura del elemento
de biorreconocimiento para introducir etiquetas quimicas®. Al igual que HRP, la
DNAzima peroxidasa es capaz de catalizar la peroxidacién de diversos
sustratos, pudiendo generar sefiales de diferente naturaleza: fluorescentes8%.82,
quimiluminiscentes*’, electroquimicas®384 o colorimétricas’385. La mayoria de
los sensores reportados son colorimétricos ya sea de respuesta cualitativa
observable a simple vista o cuantitativa midiendo absorcion”4. Es interesante
sefialar que en los Ultimos afos se incrementaron los desarrollos de
biosensores electroquimicos que utilizan DNAzima peroxidasa para la
generacion de sefial aprovechando la actividad redox de los sustratos. En estos
casos suelen utilizarse electrodos serigrafiados (ver Capitulo 2), en lugar de
las celdas de tres electrodos, ya que permiten disminuir el volumen de muestra
(menos de 100 uL) a la vez que contribuyen con una respuesta de facil
interpretacién y reduccion de costos siendo la produccion de estos sensores

rapida, simple y econdémicasé.

La actividad catalitica de las DNAzimas requiere la formacion de estructuras
secundarias o terciarias bien definidas y la alteracion de tales estructuras
puede desactivarla. Esta propiedad fue aprovechada para construir sensores
que funcionan activando la funcion DNAzima en presencia de analito y
desactivandola en ausencia del mismo8”. Una manera de lograr ese efecto es
disefar la fase de biorreconocimiento de modo que la secuencia que forma
DNAzima se encuentre inicialmente dividida en dos partes inactivas capaces de
reensamblarse en presencia del analito. Un ejemplo de esta estrategia es el
aptasensor colorimétrico para deteccion de cocaina desarrollado por Luo et al.

2019%0 que se esquematiza en la figura 1.19. La fase de biorreconocimiento
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consta de una sonda de ADN multimdodulo (el aptamero se encuentra dividido
en dos segmentos). La secuencia DNAzima también se encuentra dividida en
dos segmentos, en presencia de la molécula de cocaina (analito) la
construccion se ensambla para dar lugar al aptamero de cocaina y a la
estructura cuartetos de G con funcionalidad DNAzima peroxidasa. Se produce
la oxidacion de ABTS a expensas de la reduccion de H202 dando lugar a la

sefal colorimétrica®.

DMAzZIima _——— RABTS + H;0;

cocaina (analito)
. hcacacks Q

Y i — 5/ © by
¥ e g
g ‘\\\QIIH“&"J —_ [
@5 yaptémero de cocaina

Figura 1.19: Esquema del aptasensor colorimétrico, Luo et al. 201950,

Otras estrategias que se basan en la activacién de la funcion DNAzima
mediante la manipulacion de la estructura secundaria, pero sin necesidad de
dividir la secuencia, utilizan el concepto de ensayo de tipo indirecto. En este
caso la secuencia sonda, inmovilizada sobre una superficie, se disefia de forma
tal que un segmento de su secuencia sea complementario al analito.
Adicionalmente se requiere otra secuencia sc-ADN que contenga dos
segmentos con diferente funcionalidad: uno complementario al analito y otro
capaz de formar DNAzima peroxidasa. Un ejemplo de esta estrategia es el
genosensor quimioluminiscente desarrollado por Paviov et al. 2004, que se
esquematiza en la figura 1.20. El elemento de biorreconocimiento consiste en
una secuencia sc-ADN, en parte complementaria a la secuencia analito,
inmovilizada sobre una superficie de oro. Una vez producido el evento de
reconocimiento se une a la construccion otra hebra sc-ADN también
parcialmente complementaria al analito. Esta ultima es capaz de formar
DNAzima peroxidasa y generar una sefial quimioluminiscente en presencia de

H202 y luminol’.
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Figura 1.20: Esquema del genosensor quimioluminiscente, Pavlov et al.
200447,

Otra manera de controlar el encendido de la sefial en presencia de analito
consiste utilizar secuencias sonda que adquieran estructuras secundarias de
tipo tallo-horquilla (stem-loop). En ausencia de analito el sistema permanece
apagado. Tras la unién del analito la estructura horquilla-tallo se abre,
permitiendo la activacion de la funcion DNAzima y la generacién de sefial’3.

Un ejemplo de esta estrategia es el genosensor electroquimico desarrollado
por Shi et al. 20158 que se esquematiza en la figura 1.21. El elemento de
biorreconocimiento consta de una secuencia sonda inmovilizada sobre una
superficie de oro. Esta secuencia tiene un segmento autocomplementario y se
encuentra inicialmente en estructura de horquilla. En presencia del analito se
produce el biorreconocimiento dando lugar a la formacioén de estructura doble
cadena y la horquilla se desarma quedando libre el extremo capaz de formar
estructuras cuartetos de G y coordinar hemina, activando la funcién DNAzima
peroxidasa. Luego, en presencia de H202 y TMB se produce la reaccion de
oxidacién y la sefal electroquimica se determina por voltametria de pulso
diferencial (VPD)?g,

Secuencia sonda

Secuencia analito MEBEre
w%g\iw He:ina E g Gf‘;’msox DPV f\/\
N.-g- o N.B. y i..f-g y =

Figura 1.21: Esquema del genosensor electroquimico, Shi et al. 201588,

1A

Estas construcciones son algunos ejemplos de las estrategias que pueden

emplearse para el disefio de fases de reconocimiento utilizando secuencias sc-
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ADN acopladas a DNAzima peroxidasa como generadora de sefial a partir de
la reaccion de peroxidacion con diferentes sustratos. En los ejemplos puede
observarse claramente la principal ventaja de la DNAzima peroxidasa frente a
las peroxidasas enzimaticas, no es necesario acoplar etiquetas quimicas, sino
que la misma secuencia sonda es disefiada de forma tal que sea capaz de
generar sefial. Ademas, en cuanto a la posibilidad de inmovilizacion, las
secuencias sc-ADN son muy versatiles. La sintesis en fase sodlida permite
introducir grupos funcionales tipicamente tioles, carboxilos, aminos o biotina
capaces interaccionar fuertemente con diferentes superficies®.

La principal desventaja del uso de DNAzimas para la generacion de sefial en
biosensores radica en que su actividad catalitica es menor que la de HRP, lo
que implica menor sensibilidad y mayor limite de deteccién. Para compensar
esa diferencia se han desarrollado diferentes técnicas que buscan conseguir un
aumento de la sefal, por ejemplo la amplificacidén isotérmica de la secuencia
analito®, la amplificacion de la sefal a partir del disefio racional de la secuencia
sonda de modo que las estructuras secundarias o terciarias admitan la
formacion de DNAzimas multiples, o la inmovilizacién sobre diferentes soportes
con el objetivo de obtener mayores densidades superficiales de secuencia
capaz de activar la funcionalidad DNAzima peroxidasa’3. Sin embargo, a pesar
de los esfuerzos por optimizar el funcionamiento de las fases de
biorreconocimiento y las condiciones de reaccion, aun no se ha logrado
alcanzar las intensidades de sefal obtenidas a partir de la actividad enzimatica
de la HRP. Todavia es necesario seguir investigando el funcionamiento de
estos biosensores para optimizar su funcionamiento, robustez y la eficiencia de

la actividad peroxidasa de la DNAzima como generadora de sefial®.

En la ultima década hubo un gran avance en el disefio y armado de
biosensores electroquimicos que aprovechan las reacciones de peroxidacién
para generar sefal, entre ellos los sensores que utilizan TMB o ABTS como
sustrato de la DNAzima peroxidasa. El funcionamiento suele ser muy similar
para todos los sensores de este tipo, en presencia del analito ocurre la

oxidacién el sustrato. Mediante alguna técnica electroquimica se obtiene una
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sefial proporcional a la cantidad de sustrato oxidado y por lo tanto a la
concentracion de analito. En general, las técnicas de deteccion aplicadas en
biosensores electroquimicos de afinidad son las de potencial controlado:
cronoamperometria y voltametrias®. La eleccion de la técnica electroquimica
para la medicién de sustrato oxidado a partir de la catalisis por DNAzima
peroxidasa no resulta trivial ya que depende de las caracteristicas del sistema 'y
su interaccion con la superficie del electrodo utilizado. El primer paso para la
eleccion de la técnica de medicidn consiste en realizar un estudio exploratorio
por voltametria ciclica (V.C) para obtener informacion sobre el comportamiento
electroquimico del sistema, varios trabajos han reportado este tipo de analisis
exploratorio. Dos ejemplos de esto son los trabajos publicados por Crew et al.
2007°" y Chen et al. 2011°2. En el primero, Crew et al. 2007, figura 1.22 (A), se
comparan las sefiales obtenidas por V.C. para TMB oxidado por la reaccién de
peroxidacion en medio levemente acido (curva a) y luego de la acidificacién del
medio (curva b). En medio levemente acido se observan dos picos en sentido
reductivo y dos en sentido oxidativo mientras que en medio fuertemente acido
se observa un pico en sentido reductivo y uno en sentido oxidativo con una
diferencia de potenciales adjudicable a una reaccion reversible con intercambio
de dos electrones. A partir de ese estudio exploratorio por V.C., se opt6é por
realizar las mediciones en medio fuertemente acido, ya que en estas
condiciones la sefal presenta picos mas definidos lo que resulta mas favorable
para propoésitos analiticos. Los autores eligieron como técnica de medicion la
cronoamperometria (C.A.), ya que permite controlar el potencial de modo de
medir unicamente el TMB oxidado en la catdlisis evitando la oxidacion
electroquimica y tiene como ventaja que requiere instrumental sencillo y de
bajo costo®'. En el trabajo publicado por Chen et al. 2011, figura 1.22 (B), se
reportd la senal de TMB oxidado medida por V.C. Unicamente en medio
levemente acido. Se analizé la sefial para cada etapa de construccion del
sensor. Las sefiales (a y e) corresponden a la respuesta obtenida en el medio
de reaccion para la reaccion de peroxidacion, en la foto del inserto se muestra
la coloracion que adquiere el medio de reaccion, un color azul mas intenso
implica mayor cantidad de TMB oxidado. Segun los autores al barrer el

potencial en sentido reductivo el pico de 0,25 V aumenté al aumentar la

31



Capitulo 1 - Introduccion

actividad catalitica (a y e), también decidieron utilizar C.A. como técnica de

medicion, a potencial fijo sin acidificar el medio®2.

3.0 favy "\

Corriente (JA)
Corriente (JA)
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Figura 1.22: A) sefial por V.C. de TMB luego de la reaccién de peroxidacion. a)
en medio levemente acido b) luego de acidificar el medio. Figura inspirada en
la reportada por Crew et al. 2007°' B) sefial por V.C. de TMB para diferentes
etapas del armado del biosensor a) Capa de biorreconocimiento del biosensor
con agregado de analito (activacion de la DNAzima inmovilizada) b) electrodo
de oro desnudo ¢) y d) construccion del biosensor en ausencia de analito (sin
activacion de la DNAzima peroxidasa) e) DNAzima en solucién (inserto: imagen
que muestra la coloracion que adquirié la mezcla de reaccion en cada etapa).
Figura inspirada en la reportada por Chen et al. 201192,

Los ejemplos anteriores muestran que no hay un método unificado para realizar
la medicion electroquimica de TMB oxidado, en algunos casos se optd por
realizar la determinacion luego del agregado de acido, en medio fuertemente
acido, y en otros se midié directamente la mezcla de reaccion en medio
levemente acido. La eleccién de la técnica empleada para la etapa de
deteccion del biosensor tampoco esta unificada, lo cual se ve reflejado en
numerosas publicaciones. A continuacion, se discuten cuatro ejemplos (figura
1.23), todos tienen en comun que son biosensores cuya capa de
biorreconocimiento en presencia de analito da lugar a la activacion de la
DNAzima peroxidasa obteniéndose TMB oxidado como producto. Para los
trabajos que reportaron relacién sefal vs concentracion de analito se determiné
que la misma resulté logaritmica.

Yuan et al. 2020 disefiaron un genosensor para la deteccién de Cronobacter
Ssakazakii. La técnica de deteccion fue cronoamperometria (C.A.), figura 1.23

(A), y se llevo a cabo luego de detener la reaccion en medio fuertemente
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acido®. Chen et al. 2020 disefiaron un genosensor para la deteccién de
microARN asociado al cancer de pancreas. La deteccion se realizé también en
medio levemente acido por voltametria de onda cuadrada (V.O.C.)*, figura
1.23 (B). La sefial presenté dos picos muy juntos y poco definidos, para llevar a
cabo la cuantificaciéon del analito se determindé la variaciéon de corriente del pico
a 0,26 V. Shi et al. 2015 desarrollaron un genosensor para detectar un
segmento del ADN del virus de la hepatitis B. La deteccion se llevd a cabo en
medio levemente acido por voltametria de pulso diferencial (V.P.D), figura 1.23
(C)88. Yu et al. 2015 desarrollaron un genosensor para la deteccion de ADN del
virus de influenza aviar A (H7N9). La deteccion también se llevd a cabo en
medio levemente acido por V.P.D, figura 1.23 (D)8. En ambos casos se
observé un solo pico bien definido. Al aumentar la concentracién de analito se

observé el corrimiento del pico hacia menores potenciales.
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Figura 1.23: Medicion de TMB oxidado por reaccién catalizada por DNAzima
peroxidasa (A) senales por C.A. medio fuertemente acido en presencia (curva
a) y en ausencia (curva b) de analito®3. (B) Sefales por V.0.C. en medio
levemente acido para diferentes concentraciones de analito 0,000 nMa 1 nM y
en ausencia del mismo%. (C) Sefales por D.P.V. en medio levemente acido
para diferentes concentraciones crecientes de analito entre 5 pM (curva b) a
500 nM (curva m) y en ausencia del mismo (curva a)®. (D) Sefales por D.P.V.
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en medio levemente acido para diferentes concentraciones crecientes de
analito entre 10 fM (curva b) a 5 nM (curva k) y en ausencia del mismo (curva
a)s4.

Este analisis bibliografico fue la base de la eleccidn de la técnica de medicion

electroquimica que se discute posteriormente, en el Capitulo 3.

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo central investigar el uso de la
DNAzima peroxidasa PW17 como generadora de sefal en construcciones
aplicables a genosensores. Se analizaron el funcionamiento de la DNAzima
peroxidasa como elemento transductor y la deteccién de la sefal por métodos
optico y electroquimico. Como fase de transduccion se diseid un sistema
sonda que adquiere estructura horquilla en ausencia de secuencia analito y que
es capaz de activar la funcion DNAzima en presencia del mismo.

El funcionamiento de este sistema es dependiente de la actividad catalitica de
la DNAzima peroxidasa y son muchas las variables que pueden afectarla tanto
al momento de formacion de las estructuras secundarias como a la reaccion de
peroxidacion en si. Para facilitar el estudio del sistema se realizé un analisis
progresivo de su funcionamiento, desde las condiciones de reaccion para la
catalisis en solucion, pasando por la inmovilizacién de la secuencia PW17 y
hasta el funcionamiento del sistema de biorreconocimiento inmovilizado.

Cada parte del analisis se desarroll6 en un capitulo de forma de facilitar el
relato.

En el Capitulo 3 se desarroll6 el estudio de las condiciones de reaccién de la
DNAzima libre en solucion. Se estudiaron puntualmente las condiciones
necesarias para la generacion y deteccién de la sefal. Si bien se han publicado
condiciones de reaccion para la catélisis por DNAzima peroxidasa, son muchas
las variables a tener en cuenta y que es necesario poner a punto para cada
sistema en particular®®. Se analizaron diferentes variables para la reaccion,
tales como composicion del medio y concentracibn de las sustancias
involucradas en la reaccion de peroxidacion, en particular los sustratos, y se
pusieron a punto las metodologias de medicion. Se analiz6 la deteccion
colorimétrica y la electroquimica y sus rangos de aplicacion. Ambas

metodologias son ampliamente utilizadas en biosensores por ser el
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instrumental requerido robusto, facil de usar y econdémico. Ademas, estas
técnicas permiten miniaturizar el sistema de deteccion y posibilita la conexion a
instrumental portatil para determinaciones in situ®. La deteccién colorimétrica
resulta particularmente atractiva porque permite observar cambios a o0jo
desnudo pudiendo obtener de forma facil y rapida informacion cualitativa del
sistema que es de gran utilidad en la etapa de analisis y desarrollo.

La incorporacién del sistema de biorreconocimiento a un dispositivo tiene que
garantizar su actividad catalitica y la accesibilidad del analito al sitio de union.
Es por eso que el proceso de inmovilizacion toma gran relevancia en el
desarrollo de un biosensor. En este sentido, luego del estudio en solucién, se
comprobé el funcionamiento de la DNAzima como generadora de sefial tras ser
inmovilizada, es decir en fase heterogénea. En el Capitulo 4 se estudiaron
estrategias de inmovilizacion de la secuencia PW17 y su funcionamiento en
estas condiciones. Se utilizé la secuencia con dos modificaciones diferentes en
el extremo &°, biotina y disulfuro, con el fin de comparar dos estrategias de
inmovilizacién: la interaccién estreptavidina-biotina sobre particulas magnéticas
y el enlace covalente tiol-oro sobre laminas del metal'®. Una vez comprobado el
funcionamiento de la DNAzima inmovilizada se ajustaron las condiciones de
reaccidon para mejorar la generacién de sefal.

La ultima etapa de este trabajo consistidé en estudiar y optimizar el armado y
funcionamiento de una capa de biorreconocimiento capaz de activar la funcién
DNAzima peroxidasa, en presencia de analito, aplicable a genosensores. Se
empled una secuencia que adquiere estructura horquilla en ausencia de analito
y que es capaz de adquirir funcionalidad DNAzima peroxidasa en presencia del
mismo?8,

En el Capitulo 5 se desarrollé el estudio del funcionamiento de la capa de
biorreconocimiento en si. Para tener un mayor control de las variables en una
primera etapa se estudié el comportamiento de la capa de biorreconocimiento
en solucion en presencia y ausencia de secuencia analito. En una segunda

etapa se estudio la interaccion sonda- analito en fase heterogénea.
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Capitulo 2 — Materiales y métodos

Este capitulo se organizé en tres secciones. En la primera se listan los
reactivos, se describe la composicibn quimica de las secuencias
oligonucleotidicas, los materiales, consumibles y el instrumental utilizados
durante todo el desarrollo del trabajo experimental. En la segunda se describen
detalladamente las condiciones experimentales en las que fueron llevados a
cabo los diferentes ensayos y mediciones. En la ultima se discuten los
conceptos teoricos basicos de las metodologias y técnicas instrumentales
aplicadas.

2.2 Reactivos, materiales e instrumental utilizados para el desarrollo

experimental

2.2.1 Reactivos

= ABTS (Sal diamonica del acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) 98%, Sigma-Aldrich)

= Acido citrico (p.a. 99%, Merck)

= Acido etilendiaminotetracético (EDTA 98,0%, Sigma-Aldrich)

= Acido sulfurico (H2S0495-97% p.a., Merck)

= Agua ultra pura (18,2 MQ.cm, equipo Millipore Simplicity)

= C(Citrato de sodio dihidrato (trisodio 2-hidroxipropano-1,2,3-tricarboxilato
dihidratado p.a., Riedel de Haén)

= Cloruro de magnesio hexahidrato (MgCl2.6H20 p.a., Merck)

= Cloruro de potasio (KClI p.a., Merck)

= Cloruro de sodio (NaCl p.a., Sigma-Aldrich)

= Dimetilsulféxido (DMSO, p.a., Aberkon Quimica)

= Ferrocenometanol (Hidroximetil ferroceno 97%, Aldrich)

» Fosfato diacido de sodio (NaH2POa p.a., Merck)

= Fosfato monoacido de sodio (NazHPO4 p.a., Merck)

= Hemina (97,0%, Aldrich)
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Hepes (Acido 4-(2-Hidroxetil) piperazina-1-etansulfénico 99,5%, Sigma)
Hidroxido de amonio (solucion de amoniaco, 25% p.a., Merck)
6-Mercapto-1-hexanol (MCH, 97%, Sigma-Aldrich)

Nitrato de sodio (NaNOs, 99,0%, Sigma-Aldrich)

Peréxido de hidrogeno 10 volumenes (H202 10 V, Dampharma,
medicinal)

Perdxido de hidrogeno 30% (H202, 30% p.a., Anedra)
3,3",5,5"-Tetrametilbencidina (TMB, 99%, Aldrich)

Tris (hidroximetil) aminometano clorhidrato (TRIS, 99,0% grado reactivo,
Sigma)

Tris (2-carboxietil) fosfina clorhidrato (TCEP, Sigma-Aldrich)

Triton  X-100  (4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol ~ grado

laboratorio, Sigma)

2.2.2 Secuencias oligonucleotidicas

Las secuencias fueron sintetizadas a pedido, purificadas por cromatografia

liquida (HPLC) y liofilizadas. Una vez en el laboratorio se prepararon soluciones

de concentracion entre 200 y 600 uM, (ver seccién 2.3.1) en agua ultra pura y

se almacenaron a -20°C. En la tabla 2.1 se especifican las secuencias

utilizadas.

Denominacion |\ yiicacion en 5° Secuencia Proveedor
secuencia 5°-3
i‘Dz!J

Py ) GGG TAG GGC GGG TTG GG | i1 ¢y

17 bases
HO-(CH2)e-S-S- | 176 66T AGG GCG GGT TGG G .

“T.Dz” (CH2)6' Slgmaz

19 bases Alemania
Tiol C6 S-S
C5H50(NH)ZS(CH2)4

Dy CONH(CH TTG GGTAGG GCG GGTTGGG |

19 bases Argentina
Biotina
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CCG CCC TATAGT TGC GGC
CsHsO(NH)2S(CHz2)4 TGC GGA TAT GGT AGT TGC
“sonda” CONH(CH2)s GGT TTT GGG TAG GGC GGG Ruralex,
TTG GG *? Argentina
Biotina
59 bases
CCG CAA CTA CCATAT CCG
“ PpeT CAG CCG CAA CTA Ruralex,
analito - Argentina
30 bases

@ Subrayado: segmentos autocomplementarios. Negrita: secuencia PW17.

Tabla 2.1: Secuencias oligonucleotidicas utilizadas.

2.2.3 Materiales utilizados en el desarrollo del trabajo experimental

Electrodos serigrafiados: Electrodos impresos por la técnica screen printed

(figura 2.1)2.

Electrodos serigrafiados de area 1 mm?2 (ES1): electrodo de trabajo tinta de

grafito, 1 mm2. Electrodo auxiliar tinta de grafito, electrodo de pseudoreferencia

tinta de plata.

» Electrodos serigrafiados de area 7 mm2 (ES7): electrodo de trabajo tinta

de grafito, 7 mm?2. Electrodo auxiliar tinta de grafito, electrodo de

pseudoreferencia mezcla de tintas de plata y grafito y cloruro de plata

(Ag/AgCI/C).
A Electrodos
g Auxiliar
Trabajo
Referencia
. P
Zona de
colocadién
de muestra
Conectores
_l_
Conectores

Figura 2.1: Electrodos serigrafiados (A) ES1 y (B) ES7. Se indica la posicion de
los electrodos de trabajo, referencia y auxiliar y la zona donde se coloca la
alicuota de muestra.

En la figura 2.2 se muestra la conexion entre los electrodos y el potenciostato

por medio de un cable con conector USB. El electrodo es introducido en el
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conector USB de modo tal que quede en contacto con los pines del mismo
mientras que el otro extremo del cable cuenta con conectores compatibles con
los terminales del potenciostato. Para llevar a cabo las mediciones se utilizaron
alicuotas de 30 pL para los electrodos ES7 y 20 uL para ES1 de modo tal de

asegurar la cobertura total de la celda y mantener una gota bien armada.

CONECTORES
POTENCIOSTATO ¢~

Figura 2.2: Conexion mediante cable USB del electrodo serigrafiado al
potenciostato.
Particulas magnéticas: Se emplearon particulas de dos marcas comerciales
diferentes. Ambas se encuentran dispersas en un medio liquido, tienen un
diametro de aproximadamente 1 pm vy la superficie recubierta con
estreptavidina lo que posibilita la inmovilizacién de oligonucleétidos modificados
con biotina.
= Particulas P: “Streptavidin MagneSphere Paramagnetic Particles”,
Promega. Ref Z5481. Consisten en un nucleo paramagnético cubierto
con estreptavidina. La suspensién contiene 1 mg de particulas cada 1
mL. La capacidad de unién a oligonucleétidos es de aproximadamente
de 1 nmol por miligramo de particulas3.
= Particulas I: “Dynabeads M-280 streptavidin’, Invitrogen. Ref: 11206D.
Consisten en granulos uniformes y superparamagnéticos rodeados por
una monocapa de estreptavidina unida covalentemente a la superficie,
blogueada mediante albumina de suero bovino (BSA). La suspension
contiene 10 mg de particulas cada 1 mL. Tienen una capacidad de unién
a oligonuclettidos de aproximadamente de 0,2 nmol por miligramo de

particulas.
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Oro policristalino: Laminas de oro de alta pureza (99,99%) de
aproximadamente 20 mm de largo y 7 mm de ancho, en las que se realizd una
cavidad que permite contener 25 pL de solucion. En la figura 2.3 se muestra

una imagen de las laminas conteniendo la mezcla de reaccién.

e
r =,

Figura 2.3: Imagen de las ldminas de oro policristalino con cavidad que permite
contener 25 pL de solucion “mezcla de reaccion”.
Alumina, Metrohm particulas de 0,3 um de diametro para pulir las superficies

de oro.

Tubos cénicos, Extragene con tapa para PCR de 200 y 500 uL.

Tubos cénicos, Molecular BioProducts y Thermo Scientific con tapa para

microcentrifuga de 1,5y 2 mL.

Cubetas plasticas, Brand 1,5 mL de 1 cm de camino 6ptico.

2.2.4 Instrumental
Agitador vortex, VI-2. CK-Tech. Velocidad maxima 2800 rpm, con dos

cabezales intercambiables para un tubo o para diez tubos.

Espectrofotometro UV-visible, NanoDrop One. Thermo Scientific. Disefiado
para analisis de micro-volumenes de acidos nucleicos. Puede ser utilizado
como espectrofotdmetro tradicional en el rango 190 - 850 nm. Permite el ajuste
automatico del camino 6ptico y la correccién de la linea de base de punto
unico. No requiere cubeta, la medicion se realiza directamente sobre alicuotas

de 2 a 5 yL. Emplea el Software NanoDrop One v1.4.2.
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Espectrofotometro UV-visible, Lambda 25. Perkin-Elmer. Rango de trabajo
190 - 1100 nm. Doble haz.

pH-metro, 827 pH lab, Metrohm.

Pipetas automaticas de volumen variable, Eppendorf. (0,1 —2,5) uL;
(0,5-10) pL; (10 — 100) pL; (20 — 200) pL; (100 — 1000) pL; (1 —10) mL.

Potenciostato, PGSTAT204. Autolab. Permite la implementacion de técnicas
electroquimicas estandar como voltametrias ciclica (C.V.), de onda cuadrada
(V.O0.C.), de pulso diferencial (V.P.D.) y cronoamperometria (C.A.).

Procesamiento de datos software Nova 1.10.

Termociclador, Mastercycler personal 5332. Eppendorf.

2.3.1 Soluciones preparadas

Se detallan la composicién y concentracién de cada una de las soluciones

preparadas, asi como también la forma en que fueron conservadas.

Oligonucleétidos: a partir de los sdlidos liofilizados se prepararon soluciones
acuosas de concentraciones entre 200 uM y 600 uM. Se almacenaron a -20°C.
Antes de realizar cada ensayo se preparod la dilucion adecuada. Para asegurar
la eliminacion de estructuras secundarias, se calenté a 90°C por 10 minutos y
se enfrié a razén de 1°C por minuto hasta 20°C controlando la temperatura en

termociclador.

Hemina: solucién 0,1 mM en DMSO. Las soluciones se almacenaron a -20°C

por una semana como maximo.

TMB (3,3",5,5"-Tetrametilbencidina): solucion 40 mM en DMSO. Se almaceno
a4’C.
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Solucion reguladora Hepes, Triton, KCI (Buffer H): hepes-NH4OH 50 mM a
pH: 8, triton X-100 0,05%, KCI 60 mM, DMSO 1%. Se almaceno a 4°C5.

Solucion reguladora citrato-fosfato (Buffer C): citrato de sodio 0,1 M,
NaH2P04/Na2HPO4 0,2 M pH: 4,4 y KCI 20 mM. Se almacend a 4°C5.

ABTS (Sal diamoénica del acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico)): solucién 50 mM en solucion buffer Tris-HCI. Se almacené a 4°C.

Buffer Tris-HCI: tris-HCI 25 mM pH: 7,5, KCI 20 mM, NaCl 200 mM, tritén X-
100 0,05%. Se almacend a 4°CS.

Cloruro de magnesio (MgCl2): solucién de MgClz 1,5 M en agua. Se

almaceno a 4°C.

Peréxido de hidrégeno (H202): solucion comercial (uso medicinal) de 10

volumenes (0,88 M). Se almacené a 4°C.

Acido sulfurico (H2S04): solucién 1 M en agua. Se almacené a temperatura

ambiente.

TCEP (Tris (2-carboxietil) fosfina clorhidrato): solucion 1,5 mM en agua. Se

almacené a -20°C7.
MCH (6-Mercapto-1hexanol): solucion 100 yM en agua. Se almacen6 a -20°C.
Ferrocenometanol (FcMeOH): solucion 0,5 mM en hepes-NaNOs 50 mM. Se

almaceno a 4°C.

2.3.2 Detalle experimental de los ensayos realizados

Durante el trabajo de tesis se estudio la reaccién de peroxidacion catalizada
por DNAzima con el objetivo de incorporarla en una capa de

biorreconocimiento aplicable a genosensores. En una primera etapa se
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optimizaron las condiciones de reaccién de peroxidacién catalizada por la
DNAzima en solucion, se probaron dos sustratos ABTS y TMB. Luego se
estudiaron las condiciones de reaccién de la DNAzima inmovilizada tanto sobre
particulas magnéticas como sobre soportes de oro. Por ultimo, se diseAd una
secuencia sonda con el objetivo de que en presencia de una secuencia analito
se active la funcionalidad DNAzima peroxidasa generando sefial, se estudio su
funcionamiento en solucion e inmovilizada. A continuacion, se detallan los
protocolos empleados para cada uno de los ensayos que se describen en los

siguientes capitulos.

Protocolos:

Nota: la concentracion de oligonucledtido utilizada en cada ensayo se
especifica en la discusion de los resultados (capitulos 3, 4 y 5). En todos los
casos las concentraciones molares de oligonucleétido y hemina se mantuvieron

en proporcién 1:1.

Reaccion catalizada por DNAzima en solucién (Capitulo 3)
Sustrato ABTS

Las mezclas de reaccion para todos los ensayos, se prepararon conteniendo 1

MM Dz y 1 uM hemina en 100 uL finales con Buffer Tris-HCI. Se dejo reaccionar
por 20 minutos para permitir la formacién de la estructura cuartetos de G.
Luego se agregd una mezcla de 440 pL de Tris-HCI, 60 yL ABTS 50 mM y 2,3
buL H202 0,88 M. Se dejo reaccionar 10 minutos. Se separaron dos alicuotas,
sobre una se midio el espectro de absorcion entre 290 nm y 800 nm y sobre la
otra la intensidad de corriente en funcién del potencial por voltametria ciclica
entre 0,65V y0,1Va100 mV/s.

Control de reactivos: Se procedié de la misma manera, pero sin agregado de

hemina ni Dz. A 540 uL de Buffer Tris-HCI se agreg6é una mezcla de 60 pL
ABTS 50 mMy 2,3 uL H202 0,88 M.

Control de hemina: Se procedié de la misma manera, pero sin agregado de Dz.
A 540 uL de Buffer Tris-HCI se agregdé hemina y una mezcla de 60 yL ABTS 50
mMy 2,3 pL H202 0,88 M.
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Sustrato TMB

Se mezclé Dz y hemina en proporcion 1:1 y se llevd a volumen final de 10 L
en Buffer H. Se dej6 reaccionar por 20 minutos para permitir la formacion de la
estructura cuartetos de G. Luego de ese tiempo se agregaron 40 uL de Buffer
C, 0,25 pL de TMB 40 mM y 0,25 uL H202 0,88 M. El tiempo de reaccion de
peroxidacion (trx) varié segun el ensayo. Luego se cuantificd el producto de
reaccion por espectrofotometria y/o voltametria de onda cuadrada (V.O.C.)
segun el ensayo.

Espectrofotometria: en algunos ensayos se cuantificé directamente el producto
de reaccioén (TMB*, azul) midiendo absorbancia a 370 nm y en otros se agrego
10 pyL de H2SO4 1 M para detener la reaccién (al disminuir el pH se inhibe la
catdlisis por parte de DNAzima deteniéndose la reaccion)® y se cuantifico el

producto de reaccion (TMBox, amarillo) midiendo absorbancia a 450 nm.

V.0.C.: se realiz6 un barrido de potencial entre 0,5 y 0,0 V utilizando los

electrodos serigrafiados ES1 o ES7.

Control sin TMB: la mezcla de 10 uL de Buffer H, 40 uL de Buffer C y 0,25 pL

de H202 0,88 M se dej6 reaccionar (trx), y se cuantificé el producto de reaccion.

Control de reactivos: la mezcla de 10 yL de Buffer H, 40 uL de Buffer C, 0,25
ML de TMB 40 mM y 0,25 pyL de H202 0,88 M se dejé reaccionar (trx), y se

cuantifico el producto de reaccion.

Control de hemina: a la cantidad de hemina requerida segun el ensayo se

agregd Buffer H hasta completar 10 uL, luego se agreg6 40 uL de Buffer C,
0,25 yL de TMB 40 mM y 0,25 uL de H202 0,88 M, se dejo reaccionar (trx), y se

cuantifico el producto de reaccion.

Estudio de TMB como sustrato: se utiliz6 Dz 0,5 uM y se dejo reaccionar por 5
minutos. Se separaron dos alicuotas: sobre una se midid el espectro de
absorcion entre 290 nm y 800 nm y sobre la otra la intensidad de corriente en

funcién del potencial por voltametria ciclica entre 0,65V y 0,1 V a 100 mV/s.
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Se repitid este ensayo agregando H2SO4 a los 5 minutos de comenzada la

reaccion.

Eleccion del método de medicidon electroquimico: se utilizd Dz 1 uM, se
realizaron las mediciones por voltametria de onda cuadrada a diferentes

tiempos de reaccién con y sin agregado de H2SO4 midiendo entre 0,6 Va0 V.

Anadlisis del comportamiento de los electrodos serigrafiados: Se midié una
solucion de ferrocenometanol 0,5 mM por voltametria ciclica entre 0,5V a0V a

100 mV/s y por voltametria de onda cuadrada entre 0,5V a0 V.

Sefial Dz en funcién del tiempo de reaccion: se utiliz6 Dz 1 yM, se realizaron
las mediciones a diferentes tiempos de reaccion con agregado de H2SOg4

empleando voltametria de onda cuadrada entre 0,8 Va0 V.

Andlisis de adsorcion TMB/TMBox sobre los electrodos de carbono: Tres
ensayos, uno sin Dz, otro con Dz 0,5 uM y otro con Dz 5 pM. Se midié por
voltametria ciclica entre 0,6 y 0 V a distintas velocidades de barrido de
potencial: 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 mV/s.

Relacion entre la concentracion de Dz y la intensidad de corriente: Se utilizaron
diferentes concentraciones de Dz (0,1 uM; 1 pM; 2 upM y 3 uM) se dejo
reaccionar por 2 minutos, se agregd H2SOs4 midiendo voltametria de onda
cuadradaentre 0,5V a0 V.

DNAzima inmovilizada (Capitulo 4)

Sobre particulas magnéticas
Se utilizaron dos marcas comerciales de particulas magnéticas modificadas
con estreptavidina, ambas requieren lavados antes de la inmovilizacién de
oligonucledtidos, cumpliendo los protocolos especificados por los respectivos
fabricantes.
Particulas P: Promega (Streptavidin Magnesphere L: 256660). Solucién de
lavado “SSC” 3: 4 NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M en agua.
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Particulas I: Invitrogen (Dynabeads M-280 streptavidin L: 124449420).
Solucion de lavado “washing buffer (WB)"*: Tris-HCI 5 mM, EDTA 0,5 mM,
NaCl 1M en agua.

La reaccion de peroxidaciéon en fase heterogénea con B-Dz inmovilizada

sobre particulas magnéticas se llevo a cabo en 3 pasos:

1)

2)

3)

Inmovilizacién de la secuencia B-Dz sobre particulas magnéticas: Como

paso previo a la inmovilizacién se llevd a cabo el calentamiento del
oligonucledtido a 90°C en termociclador, necesario para favorecer la
formacion de estructuras cuartetos de G.

Las particulas lavadas segun indicaciones del fabricante se
resuspendieron en 100 uL de solucién de lavado (SSC o WB), se agrego
la cantidad adecuada de oligonucleétido segun el ensayo y se agitd
durante 10 minutos para favorecer la interaccion biotina-estreptavidina,
inmovilizando oligonucledtido sobre las particulas. Por ultimo, se lavo
dos veces con 500 yL de solucién de lavado (SSC o WB) y dos veces
con 500 pL de Buffer H comprobando por medicién de absorbancia que

no hubiera oligonucledtido en las aguas de lavado.

Activacion de DNAzima: las particulas modificadas con B-Dz se

resuspendieron en 100 uL de Buffer H. Se agreg6 la cantidad de hemina
equivalente a la de oligonucleétido inmovilizado. Se dejé reaccionar 20
minutos para permitir la formacion de la estructura cuartetos de G y el
reconocimiento de la hemina. Se lavo el exceso de hemina dos veces
con 500 uL de solucién de lavado (SSC o WB) y dos veces con 500 pL
de Buffer H.

Reaccién de peroxidacion: Las particulas modificadas con B-Dz se

resuspendieron en 10 yL de Buffer H se agreg6 40 uL de Buffer C, 0,25
puL de TMB 40 mM y 0,25 uL de H202 0,88 M. Se dejé reaccionar (trx) y
se separaron las particulas del sobrenadante utilizando un iman. En
algunos ensayos se cuantificé directamente el producto de reaccion

(TMB*,, azul) midiendo absorbancia a 370 nm y en otros se agregé 10
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ML de H2SO4 1 M para detener la reaccion antes de cuantificar (TMBox,

amarillo) midiendo absorbancia a 450 nm.

Control hemina: Se resuspendieron las particulas en 100 uL de Buffer H. Se

agrego la cantidad de hemina requerida segun el ensayo y se lavd el exceso
dos veces con 500 uL de solucion de lavado (SSC o WB) y dos veces con 500

WL de Buffer H. Se llevé a cabo la reaccién de peroxidacion y la cuantificacion.

Ensayos de repetitividad sobre particulas modificadas: Luego de realizar la

cuantificacién correspondiente se lavaron las particulas magnéticas cuatro
veces con 250 uL de Buffer H. Se agregd hemina dejando reaccionar 20
minutos para permitir la activacion de la DNAzima nuevamente (en algunos
ensayos no se realizo el agregado de hemina). Se lavd el exceso de hemina
dos veces con 500 uL de buffer de lavado (WB) y dos veces con 500 uL de

Buffer H. Se llevd a cabo la reaccion de peroxidacion y la cuantificacion.

Sobre oro
La reaccién de peroxidacion en fase heterogénea con T-Dz inmovilizada sobre
oro se realizé en 5 pasos.

1) Limpieza de las laminas de oro: Se realizé un pulido de las superficies

de oro con alumina, se lavé con agua, se sometid a ultrasonido 15
minutos en agua y se volvio a lavar para eliminar los restos de alumina.
Luego se sumergié en una solucién piraina (H2S04 (c) - H202 30%) 3:1
durante 1 h. Finalmente se lavd con agua destilada y se flamed con
llama directa de mechero Mecker con el fin de reordenar la distribucién
superficial de los atomos, favoreciendo regiones atdmicamente planas
de Au(1,1,1)°.

2) Reduccion de la modificacion disulfuro del oligonucleétido: La solucion

de T-Dz 100 uM se hizo reaccionar con TCEP 1,5 mM y se dejé 2 h en
oscuridad'® para permitir la reduccién del disulfuro obteniendo como

productos oligonucleétido tiolado y hexanotiol”.
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Inmovilizacién del oligonucledtido tiolado sobre oro: Luego de la

reducciéon del puente disulfuro se colocaron 20 yL de solucién de T-Dz
sobre cada lamina de oro. La concentracion se fij6 para cada
experimento en particular. El tiempo de inmovilizacion fue de 2 h. Se
lavd con Buffer H para eliminar el exceso no inmovilizado. A
continuacion, se inmovilizd6 MCH de modo de ocupar sitios vacios de la
superficie de oro y favorecer la orientacion hacia la solucion de la
secuencia oligunucleotidica evitando interacciones inespecificas
nucledtido-oro''. Se colocd sobre la superficie de oro una solucién de
MCH de concentracion 10 veces mayor que la de la solucion de
oligonucledtido inicial. Se dejoé por 30 minutos y luego se lavé con Buffer

H para eliminar el exceso que no se hubiera inmovilizado.

4) Activacion de la DNAzima: a la secuencia T-Dz inmovilizada sobre oro

se agrego hemina y se esper6 20 minutos para permitir la activacion de

la DNAzima y se lavo con Buffer H.

Reaccién de peroxidacion: Sobre cada superficie de oro modificada con

T-Dz se depositaron 20 uL de mezcla de reaccion (10 pL de Buffer H, 40
WL de Buffer C, 0,25 uL de TMB 40 mM y 0,25 pL H202 0,88 M). Se dejé
reaccionar un tiempo variable segun el ensayo (trx) y se cuantifico el

producto de reaccion.

Control hemina: Se realizé el mismo procedimiento que en la reaccidon de

peroxidacion, pero obviando el paso 3) de inmovilizacion del oligonucledtido.

Ensayos de repetitividad sobre superficies de oro modificadas: se lavaron los

soportes de oro modificados con T-Dz 4 veces con 30 uL de Buffer H. Luego se
agregd hemina dejando reaccionar 20 minutos para permitir la activacion de la
DNAzima nuevamente (en algunos ensayos no se agregdé hemina). Se lavo el
exceso de hemina 4 veces con 25 uL de Buffer H. Por ultimo, se llevo a cabo la

reaccion de peroxidacion y la cuantificacion.
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Sistema de reconocimiento sonda-analito (Capitulo 5)

En solucidén

En el capitulo 5 se analizaron las condiciones de incubacion sonda-analito
para la identificacion del analito mediante la reaccion de peroxidacion. En
primer lugar, se estudiaron las variables: tiempo de incubacion, concentracién
de Mg*? y temperatura de incubacién. Luego, en las condiciones optimizadas,
se analizé la curva de calibrado incubando sonda 1 yM con concentraciones
variables de analito.

Se describe el protocolo general con el cual se llevé a cabo la reaccion de
peroxidacion, cada ensayo tiene sus particularidades detalladas en el Capitulo
5. Se incub6 sonda 1 pyM con concentraciones variables de analito, segun el
ensayo, en Buffer H con agregado de MgCl2 30 mM. Las mezclas se calentaron
a 50°C en termociclador durante 1 h. Luego del reconocimiento sonda-analito
se agreg6 hemina 1 uM y se llevé a volumen final de 10 uL con Buffer H. Se
dejé reaccionar por 20 minutos para permitir la formacién de la estructura de
cuartetos de G. Luego se agregaron 40 pL de Buffer C, 0,25 uL de TMB 40 mM
y 0,25 pL de H202 0,88 M. Se dejo reaccionar (trx) y se cuantificé el producto

de reaccion.

Control de reaccion: Se realizd el mismo procedimiento que el anteriormente

descripto, pero sin agregado de secuencia analito.

Inmovilizado sobre particulas magnéticas

Reconocimiento sonda-analito: se incubé sonda con analito en relacién 1:1 en

las mismas condiciones que para los ensayos en fase homogénea. El
reconocimiento de la sonda se llevo a cabo en 3 pasos:

1) Inmovilizacion sobre particulas magnéticas I: Se lavaron las particulas

segun indicaciones del fabricante y luego con Buffer H. Se resuspendio
la mezcla en 200 uL de Buffer H y se separd la suspension en dos
alicuotas de 100 pL. A una se le agreg6 analito en concentracion 2 uyM y
otra se dejo tal cual (control). Sobre ambas alicuotas se agregd sonda
en concentracién 2 uM y se incub6 por 1 h a 50°C, luego se agregd
hemina para permitir la formacion de DNAzima. Se mezclé con

particulas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Ambas alicuotas
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se agitaron durante 10 minutos para favorecer la inmovilizacién. Se lavd
dos veces con 500 uL de solucion WB y dos veces con 500 pL de Buffer
H.

2) Activacion de la DNAzima: Se resuspendieron las particulas magnéticas

de cada alicuota (con analito y control) en 100 uL de Buffer H. Se
agregaron 3 nmol de hemina dejando reaccionar 20 minutos para
permitir la activacion de la estructura de cuartetos de G y el
reconocimiento de la hemina. Se lavo el exceso de hemina dos veces

con 500 pL de solucion WB y dos veces con 500 uL de Buffer H.

3) Reaccién de peroxidacién: A las particulas modificadas resuspendidas
en 10 pyL de Buffer H se les agreg6 40 uL de Buffer C, 0,25 yL de TMB
40 mM y 0,25 puL de H202 0,88 M. Se dejo reaccionar (trx) y se

separaron las particulas del sobrenadante por imantacién. Se cuantifico

el producto de reaccién midiendo absorbancia a 370 nm.

Se describen las técnicas y metodologias empleadas en todo el trabajo de tesis
para la deteccion de los productos de la reaccién de peroxidacion catalizada

por DNAzima.

2.4.1 Deteccion espectrofotométrica

Se emplearon dos equipos diferentes. Espectrofotometro Lambda 25 doble
haz, con cubetas de 1,5 mL, y espectrofotdmetro NanoDrop, que fue adquirido
luego de empezado el trabajo experimental, en el cual las mediciones se
realizaron directamente sobre alicuotas de 2 uL de solucién. En ambos casos
como blanco de absorbancia se utilizd solucién reguladora sin agregado de
hemina, H202 ni sustrato. Los productos de reaccién y los blancos de reactivos
se midieron realizando barridos de longitud de onda entre 290 nm y 800 nm y
registrando los valores de absorbancia en las longitudes de onda
correspondientes a los maximos de los espectros obtenidos. En el caso del

espectrofotometro NanoDrop se tuvo el recaudo de realizar lavados del
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“‘pedestal” (porta gota) con agua ultra pura entre mediciones. Para ensayos
largos, que requirieron varias horas de medicién, se control6 la estabilidad de la
sefial midiendo el blanco de absorbancia cada media hora.

Cabe aclarar que para las mediciones de microvolumenes el software del
espectrofotometro NanoDrop One v1.4.2 selecciona automaticamente el mejor
camino optico (entre 1,0 mm y 0,03 mm) en base a la absorbancia de la
muestra a la longitud de onda de analisis. Los valores de absorbancia que
arroja el equipo resultan de normalizar el camino éptico a uno de 10 mm por lo
tanto los valores de absorbancia que se muestran durante toda la tesis son
relativos y la escala no es la habitual, teniendo valores de hasta 10 unidades de

absorbancia (u.a.) en la mayoria de los casos.

Control de la concentracién de secuencias oligonucleotidicas

Para determinar la concentracion de oligonucleétidos en solucién se utilizé la
aplicacion ADNmc del software del espectrofotémetro NanoDrop One v1.4.2. La
aplicacion calcula la concentraciéon de oligonucleotidos en ng/uL a partir de la
ecuacion de Beer-Lambert (C = A | € b, donde C es la concentracion del
oligonucledtido en ng/uL, A la absorbancia a 260 nm, € el coeficiente de
extincion en ng cm/pL y b el camino 6ptico en cm) con un factor 1/ € b de 33

ng cm/uL'2,

2.4.2 Deteccidén electroquimica’

Todas las mediciones electroquimicas fueron realizadas con el equipo Autolab
PGSTAT204. Para el andlisis de datos se empled el software “Nova 1.10714,
Las técnicas aplicadas fueron de potencial controlado. Se describen

brevemente las principales caracteristicas de cada una.

Técnicas electroquimicas

Voltametria ciclica (V.C.): suele ser empleada como técnica exploratoria ya que
permite obtener, en forma rapida, informacién sobre el sistema. Puede ser
utilizada para adquirir informacion cualitativa de las reacciones electroquimicas,
determinar los potenciales redox de las especies electroactivas, analizar la
termodinamica de los procesos redox o la cinética de las reacciones por

transferencia de electrones. La V.C. también se utiliza para detectar procesos
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acoplados a los de oxidacion y reduccidn, por ejemplo, la adsorcién o desorcion
de una especie electroquimicamente activa sobre la superficie del electrodo, o
reacciones quimicas acopladas al proceso de transferencia de carga. Como
desventaja no es una técnica suficientemente sensible para permitir la
cuantificacion.

Esta técnica consiste en aplicar una variacién lineal del potencial sobre el
electrodo de trabajo, barriendo en un sentido en primer lugar y luego en el
sentido contrario, de forma triangular (figura 2.4 (A)), y registrando la corriente
generada de acuerdo al potencial aplicado. En la figura 2.4 (B) se muestra, a
modo de ejemplo, la forma de la sefal esperada para un par redox reversible
durante un ciclo simple de barrido de potencial. Se asume que solo la forma
reducida R esta presente inicialmente. Entonces se aplica un barrido de
potencial positivo empezando desde un valor donde no ocurre la oxidacion.
Cuando el potencial aplicado se acerca al potencial caracteristico para el
proceso redox (E°), la corriente anddica aumenta. Una vez que se completo la
oxidacion, la corriente vuelve a disminuir observandose un pico (lpa). Luego, al
invertir la direccion del barrido de potencial la especie oxidada O es reducida a

R observandose un pico catodico (Ipc).
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Figura 2.4: Voltametria ciclica. (A) Potencial aplicado en funcion de tiempo. (B)
Curva de corriente en funcién del potencial aplicado?®.

La forma de la curva de intensidad de corriente en funcion del potencial aporta
informacion acerca de la reversibilidad del proceso de electrodo. Se identifican
dos parametros que permiten caracterizar la respuesta: la diferencia entre los
potenciales del pico anddico y del pico catédico (AEpico) Y la relacién entre las

corrientes de pico anddico y catodico (Ipa/lpc). El valor de AEpico cercano a 59/n
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mV (n: numero de electrones transferidos) y el de Ipa/lpc cercano a 1, indican
que la transferencia electronica con la superficie del electrodo es rapida y por lo
tanto el proceso reversible.

Por otro lado, la relacion entre la velocidad de barrido de potencial y la corriente
de pico permite analizar la interaccion de la sustancia electroactiva con la

superficie del electrodo, en términos de control difusional o adsortivo.

Si se considera la hemireaccion de oxidacién en las condiciones en que en la
solucion sélo se encuentra la especie reducida, bajo control difusional, es decir,
condicion de difusién lineal semi infinita y velocidad de transferencia electronica
rapida en la superficie del electrodo, para una reaccion reversible, se cumple la
ecuacion de Randles-Sevcik que relaciona la corriente con la velocidad de

barrido de potencial (a 298 K) segune:

Ip =2,69.10% n%2 A Di'2 C" v1/2

Ecuacion 1: Donde la corriente de pico (Ip) se expresa en ampere (A), n es el
numero de electrones intercambiados en la reaccion, el area del electrodo (A)
se expresa en cm?, el coeficiente de difusién (Di) se expresa en cm? s, la
velocidad de barrido de potencial en V s y la concentracion de la especie
electroactiva en el seno de la solucién C’i en M.

Esta ecuacion indica una relacién lineal entre la corriente de pico generada por
la reaccién de la especie electroactiva en solucidon, que llega al electrodo por
difusion, y la raiz cuadrada de la velocidad de barrido de potencial.

Por el contrario, si la especie reducida se encuentra adsorbida sobre la
superficie del electrodo, proceso controlado por adsorcién, suponiendo que la
cantidad adsorbida es independiente del potencial aplicado y que la especie
reducida adsorbida se oxida completamente, sin que haya adsorcion o
desorcion durante la medicion, sin limitaciones de transferencia de masa; la
corriente se relaciona con la velocidad de barrido de potencial (a 298k),
segun':

Ip=9,39.105n2 ATiv

Ecuacion 2: Donde la corriente de pico (Ip) se expresa en ampere (A), n es el
numero de electrones intercambiados en la reaccioén, el area del electrodo (A)
se expresa en cm?, la velocidad de barrido de potencial en V s y la
concentracion superficial de la especie electroactiva (I') en mol cm=2,
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Esta ecuacion indica que la corriente de pico, generada por la reaccién de la
especie electroactiva adsorbida sobre la superficie del electrodo, resulta

directamente proporcional a la velocidad de barrido de potencial aplicada.

Control de electrodos serigrafiados: Los electrodos fueron descriptos en la
seccion 2.2.3. Debido al método de fabricacién y a que no cuentan con un
electrodo de referencia propiamente dicho, sino que el electrodo es de
pseudoreferencia impreso con tinta de plata fue necesario realizar un control
antes de utilizarlos para asegurar el buen funcionamiento y la reproducibilidad
de la respuesta electroquimica entre electrodos distintos. EI comportamiento
electroquimico se controlé6 midiendo la respuesta por V.C. entre 0,5V y 0 V con
una velocidad de barrido de 100 mV/s, empleando soluciones de
ferrocenometanol (0,5 mM en hepes-NaNOs 50 mM). Esta sustancia presenta
un comportamiento electroquimico bien conocido reversible e intercambia un
solo electréon'®. Para un proceso de estas caracteristicas es de esperar que
AEpico = 59 mV. Sin embargo, para los electrodos utilizados durante este trabajo
de tesis se han observado otros valores, tipicamente 80 mV, como lo

ejemplifica el voltagrama de la figura 2.5.
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Figura 2.5: Control de los electrodos por V.C. correspondiente a una solucion
de ferrocenometanol 0,5 mM sobre electrodo serigrafiado. AEpico= 0,141 V —
0,061V =0,080V.(-0,1Va0,3V 125 mV/s).

Estas discrepancias podrian tener origen en las variaciones entre las

superficies de los electrodos serigrafiados, donde ocurre la reaccion. Antes de
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utilizar un electrodo se hizo el control por V.C en ferrocenometanol, se
consideraron como aptos los electrodos que presentaron AEpico < 80 mV y se

descartaron los que presentaron diferencias mayores.

Cronoamperometria (C.A.): consiste en aplicar un escalén de potencial sobre el
electrodo de trabajo y monitorear la corriente resultante de los procesos
faradaicos en funcién del tiempo. Para una reaccion reversible en una solucién
sin agitacion y un electrodo de trabajo estacionario, es decir bajo la condicion
de que el transporte de masa sea uUnicamente por difusion, la curva de
corriente-tiempo refleja el cambio del gradiente de concentracion cerca de la
superficie. A medida que transcurre el tiempo el reactivo se agota aumentando
el espesor de la capa de difusién. En consecuencia, la corriente decae con el

tiempo segun la ecuacion de Cotrell (ecuacién 3)

I =nF A C%Di"2 ( t)"2

Ecuacion 3: Donde la corriente (I) se expresa en A, n es el numero de
electrones intercambiados en la reaccioén, la constante de Faraday (F) tiene un
valor de 96485 C/mol, el area del electrodo (A) se expresa en cm?, el
coeficiente de difusion (Di) se expresa en cm? s-!, la concentracion inicial de la
especie electroactiva C% en M y el tiempo se expresa en s'°.

En la figura 2.6 se esquematiza el escalén de potencial aplicado, el perfil de
concentracion respecto a la distancia con la superficie del electrodo y la caida

de la corriente con el tiempo.
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Figura 2.6: Cronoamperometria: (A) escalon de potencial aplicado, (B) perfil de
concentracion respecto a la distancia con superficie del electrodo, (C) caida de
la corriente con el tiempo°.

Voltametrias de pulso
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Voltametria de pulso diferencial (V.P.D.): se aplica un perfil caracterizado por
pulsos de potencial de baja amplitud en vez de un barrido lineal de potencial
como en la voltametria ciclica. El potencial aplicado al electrodo aumenta entre
pulsos con incrementos iguales. La corriente se mide inmediatamente antes de
la aplicacién del pulso y al final del pulso, y se registra la diferencia entre ellos.
Como resultado esta técnica, como todas las de pulso, minimiza la corriente
capacitiva lo que le confiere mayor sensibilidad respecto de la de las técnicas
no pulsadas?°,

Voltametria de onda cuadrada (V.0.C.): también es una voltametria de pulso,
presenta una buena linea de base y su sensibilidad es ligeramente superior a la
de la V.P.D. siendo generalmente la mejor opcidén entre los métodos de pulso
para hacer andlisis cuantitativos?'.

En la figura 2.7 se grafican los ciclos de potencial aplicados en forma de
escalera en funcion del tiempo. La voltametria de onda cuadrada se caracteriza
por una altura de pulso, AEp, medida con respecto al escalén correspondiente,
y un ancho de pulso t,. La escalera se desplaza AEs al comienzo de cada ciclo;
asi, la velocidad de exploracion puede definirse como v = AEs/2f,. El escaneo
comienza en un potencial inicial, Ei. La corriente se muestrea dos veces por
ciclo, al final de cada pulso. La corriente directa, ir, se obtiene a partir del primer
pulso por ciclo en la direccion en que se escanea la escalera. La corriente
inversa, ir, se toma al final del segundo pulso, en direccion opuesta. La
diferencia de corriente Ai se calcula como is- ir. Para este tipo de voltametria la
capa difusional no se renueva al comienzo de cada ciclo de medicién, y los

tratamientos tedricos son muy complejos.
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Figura 2.7: Ciclos de potencial aplicados en la V.OC.
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En la figura 2.8 se muestran los voltagramas adimensionales directo, inverso y
la diferencia de ambos para un proceso de reduccidon con cinética reversible.
Asumiendo que: la solucion contiene solamente especie oxidada, la
concentracion es uniforme al comienzo del escaneo y el experimento es lo
suficientemente rapido como para asumir difusion lineal semi-infinita.
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Figura 2.8: voltagramas adimensionales directo, inverso y la diferencia entre
ambos?'.

El voltagrama que representa la diferencia de las corrientes directa e inversa
presenta forma de pico simétrico en el potencial de media onda. En las
condiciones de V.O.C. la corriente de pico resulta proporcional a la

concentracién de la especie electroactiva segun:

lo=nF ACiD"2(mty"2 Ayp

Ecuacion 4: Donde la corriente (I) se expresa en A, n es el numero de
electrones intercambiados en la reaccioén, la constante de Faraday (F) tiene un
valor de 96485 C/mol, el area del electrodo (A) se expresa en cm?, el
coeficiente de difusion (Di) se expresa en cm? s-!, la concentracion inicial de la
especie electroactiva Ci en M, el tiempo se expresa en s y Ayp representa la
corriente de pico adimensional

Esta ecuacion se compone por dos factores. El primero esta dado por la
ecuacion de Cotrell (ecuacion 3) y el segundo, Ayp, representa la corriente de
pico adimensional que depende del numero de electrones intercambiados (n),
la altura de pulso (AEyp) y el potencial de escalon en el que comienza cada ciclo
(AEs)?!.
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Capitulo 3 — DNAzima peroxidasa en solucion

En este capitulo se desarrolla el estudio de la reaccion de peroxidacion
catalizada por la DNAzima de secuencia PW17. Este analisis se llevé a cabo
en fase homogénea, con la secuencia libre en solucién, como un primer paso
hacia la comprension de las variables que podrian afectar la funcionalidad
peroxidasa al incorporar dicha secuencia en un sistema de biorreconocimiento.
El principio de funcionamiento del sistema de biorreconocimiento planteado en
este trabajo se discute en el Capitulo 5 y estd basado en la activacion de la
DNAzima peroxidasa como consecuencia del reconocimiento de la secuencia
analito. El reconocimiento da lugar a la reaccion de peroxidacion que genera
una cantidad de sustrato oxidado y es transducida como una sefial. La
intensidad de dicha sefial depende de la cantidad de DNAzima peroxidasa
activada que, a su vez, depende de la concentracion de secuencia analito’-2.
Con el objetivo de hallar una metodologia que permita relacionar la
concentracién de secuencia PW17 con la intensidad de sefal generada se
analizaron las condiciones de reaccién y la metodologia de deteccion de sefial.
Se estudiaron dos sustratos para llevar a cabo la reaccion de peroxidacion,
ABTS y TMB, ambos se oxidan a expensas de la reaccién de reduccion del
peréxido de hidrogeno (H202) catalizada por DNAzima peroxidasa. Como
resultado cambian de color y son electroactivos lo cual permiten la deteccion de
la sefial mediante métodos dpticos y electroquimicos®-7.

Los objetivos especificos desarrollados en este capitulo consisten en:

1. Evaluar los sustratos ABTS y TMB como generadores de sefal en la
reaccion de peroxidacién catalizada por DNAzima de secuencia PW17 (Dz) en
fase homogénea.

2. Evaluar las condiciones necesarias para lograr una respuesta confiable y
reproducible para las mediciones tanto espectrofotométricas como
electroquimicas.

3. Analizar la relacion entre la concentraciéon de secuencia PW17 y la sefial

obtenida por ambos métodos de deteccion.
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Capitulo 3 — DNAzima peroxidasa en solucion

3.2.1 Consideraciones relevantes para el analisis de la reaccion de

peroxidacion, breve introduccién teérica

La actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa se relaciona estrechamente
con las condiciones en que se lleva a cabo la reaccion. En 1998 Sen et al.
reportaron un estudio detallado de las variables que afectan a la reaccion y que
sirvi6 como base para todos los trabajos posteriores con DNAzima peroxidasa,
incluyendo este trabajo de tesis. En ese estudio fueron consideradas como
condiciones Optimas de reaccion aquellas en las que la relaciéon entre la
actividad catalitica de la DNAzima peroxidasa, de secuencia PS2.M, y la
actividad catalitica intrinseca de la hemina resulté ser maxima; utilizando ABTS
como sustrato. Las principales conclusiones desprendidas del trabajo de Sen,
en cuanto a las condiciones éptimas de reaccion, se enumeran a continuacion.
= Se requieren concentraciones iguales de oligonucleétido y hemina para
la formacion de la estructura cuarteto de G con funcionalidad DNAzima
peroxidasa.
= La mezcla de reaccion debe contener entre 0,03 % y 0,05 % de
detergente ionico (Tritdn X-100) para evitar la formacion de dimeros de
hemina que no poseen actividad peroxidasa intrinseca ni son capaces
de funcionar como grupo prostético.
= La concentracion de perdxido de hidrogeno (H202) debe encontrarse
entre 3,6 mM y 6 mM de modo de disminuir la actividad peroxidasa de la
hemina sin afectar la de la DNAzima.
= El ion potasio (K*), fundamental para la formacién de la estructura
cuartetos de G, debe encontrarse en un rango de concentracién de entre
10 mMy 25 mM8,
Estas condiciones fueron las que se tomaron como punto de partida para llevar
a cabo las reacciones de peroxidacion en este trabajo de tesis, cabe aclarar
que fue necesario probarlas y ajustarlas ya que la secuencia sc-ADN utilizada
durante este trabajo fue PW17 y no PS2.M. Ademas, esas condiciones fueron
testeadas utilizando ABTS como sustrato y no para TMB. Las condiciones
utilizadas para cada uno de los ensayos realizados fueron descriptas en el

Capitulo 2.
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Capitulo 3 — DNAzima peroxidasa en solucion

Otros factores que afectan tanto a la formacioén de la estructura cuarteto de G
como a la capacidad catalitica de la DNAzima son la composicion y el pH del
medio. En este sentido el tipo de sustrato empleado durante la reaccion de
peroxidacion también resulta determinante. Para este trabajo de tesis se
tomaron las condiciones reportadas como Optimas por investigadores que
colaboran con el grupo de trabajo. Para las reacciones con ABTS como
sustrato se utilizoé tris-HCI 25 mM a pH: 7,5 (Longinotti et al. 2017)°. Para las
reacciones con TMB se utiliz6 Buffer H (HEPES-NH4OH 40 mM pH: 8,0) para la
formacién de la DNAzima y Buffer C (citrato 0,1 M- fosfato 0,2 M pH: 4,4) para

llevar a cabo la reaccion de peroxidacion (Dellafiore et al. 2015)1°.

3.2.2 Caracteristicas de los sustratos de la reaccion de peroxidacion:

ABTS y TMB
La eleccion del sustrato mediador en la reaccién de peroxidacion es de suma

importancia dado que de su oxidacién dependera la intensidad de la sefal
generada. En esta seccion se describe el comportamiento de los sustratos
desde el punto de vista de la sefial generada. Los dos sustratos analizados se
oxidan como consecuencia de la reaccion de peroxidacion y con ello cambian
de color. Esto permite detectar el producto de oxidacion a partir de métodos
espectrofotométricos, midiendo absorbancia a la longitud de onda adecuada, y
electroquimicos, midiendo la corriente generada tras aplicar un barrido de
potencial en sentido reductivo.

Tanto ABTS como TMB se encuentran entre los sustratos mas utilizados para
las reacciones de peroxidacion en general y para la peroxidacion catalizada por
DNAzima en particular. Numerosas publicaciones reportaron el uso de estos
sustratos y la mayoria emplea técnicas colorimétricas para identificacién y
cuantificacién de la reaccion®11-20, Dentro de las publicaciones que aprovechan
la sefal electroquimica la mayoria utiliza TMB y en menor medida ABTS®.

El producto de oxidacion del ABTS es un catién radical de color verde, ABTS*
cuyo espectro de absorcidon presenta un maximo a 414 nm?15:21, La oxidacion de
ABTS por H202 ocurre de forma relativamente rapida, por lo que suele ser
utilizado para estudiar cinética de reacciones enzimaticas. Sin embargo, el
producto de oxidacién, ABTS *, no es tan estable y esta sujeto a una lenta

desproporcion en medios acuosos por lo que las mediciones deben realizarse
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en el momento que finaliza la reaccion?2. En la figura 3.1 se esquematiza la

reaccion de oxidacion y los cambios de color para ABTS?'.

HaCs  HaO
A

?H { Catalisis

Aspecto de la solucion que contiene ABTS y H202 sin

agregado de catalizador (izquierda) y luego del agregado de
-~ catalizador (derecha).

Figura 3.1: Reaccion de oxidacion de ABTS como sustrato para la reaccion de
peroxidacion mediada por catalizador®.

El otro sustrato estudiado, TMB, produce dos compuestos coloreados al

oxidarse. En la figura 3.2 se esquematiza la reaccion de oxidacion y los
cambios de color para TMB23,
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Beo pH: 5 pH:1 Aspecto de la solucion que contiene TMB y H202 sin

- agregar catalizador (izquierda), luego del agregado de
ral catalizador a pH = 5 (medio) y luego de detener la
catalisis por agregado de H2SO4 pH = 1 (derecha).

Figura 3.2: Reaccion de oxidacion de TMB como sustrato para la reaccion de
peroxidacion mediada por catalizador?4.

Si el medio de reaccién resulta levemente acido la reaccién ocurre en dos
pasos intercambiandose un electron en cada uno. En el primero se genera una
mezcla de diamina y diimina, denominada complejo de transferencia de carga
(CTC) que se encuentra en equilibrio con el cation radical (TMB*). La solucion
resultante es de color azul y su espectro de absorcién presenta dos maximos a
370 nm y 650 nm respectivamente. En el segundo se forma una diimina
(TMBox), de color amarillo, cuyo espectro de absorcién tiene un maximo a 450
nm23. Si el medio se torna suficientemente acido la oxidacion ocurre en un solo
paso con intercambio de dos electrones, TMB se oxida directamente a la
diimina amarilla que es estable en condiciones fuertemente acidas?5.

Se midieron los espectros de absorcion para ABTS y TMB (en medio
levemente y fuertemente acido) (figuras 3.3, 3.4 y 3.5), antes y después de
llevar a cabo la reaccion de peroxidacién. Se evalud la forma de los espectros
identificando las longitudes de onda de los maximos de absorbancia y sus
lineas de base.

En cuanto a la senal electroquimica, como punto de partida, se empled la
voltametria ciclica (V.C.) (figuras 3.6, 3.7 y 3.8) como metodologia
diagnéstica2® para evaluar el comportamiento electroquimico de cada sistema
sustrato-catalizador.

En todos los casos se analizaron posibles interferencias en la senal debidas a
catalisis por hemina libre, para ello se prepararon controles de reaccién en el
mismo medio, pero en ausencia de secuencia PW17 (Dz), es decir hemina
como unico catalizador. Para todos los ensayos descriptos en esta seccién las
soluciones preparadas se dividieron en sendas alicuotas reservando una para

la determinacidn espectrofotométrica y otra para la electroquimica.
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3.2.3 Resultados de la evaluacién de la respuesta espectrofotométrica de

los sustratos

ABTS: se llevo a cabo la reaccion de peroxidacién catalizada por Dz 1 pM en
Buffer Tris pH = 7,5° durante 10 minutos y luego se registré la absorbancia en
funcién de la longitud de onda. EI mismo ensayo se repitié en ausencia de Dz,
pero en presencia de hemina 1 yM a modo de control de la reaccién. En la
figura 3.3 se muestran los espectros de absorcién de las soluciones
resultantes de la reaccion de peroxidacion catalizada por Dz y por hemina
(control). En el inserto de esta misma figura se muestra el espectro de la
solucién de ABTS en el mismo medio de reaccién, pero sin catalizador, en el
rango de longitudes de onda desde 290 nm hasta 640 nm.

1350 nm.

Abseorbancia (u.a.)

w
1

T T T T T T T
340 380 440 430 540 580 640
Longitud de onda (nm)

N
1

Absorbancia (u.a.)

-
1

Longitud de onda (nm)

350 400 450

Figura 3.3: Espectros de absorcién para la solucién resultante de la reaccion
de peroxidacion de ABTS. Gris: con Dz 1 yM. Negro: control hemina 1 uM.
Inserto: linea punteada, ABTS, en el medio de reaccién sin catalizador. Se
observa la sefal intensa a longitudes de onda menores a 390 nm.

Segun se ha reportado, el espectro de absorcion para soluciones de ABTS
luego de la reaccién de peroxidacion presenta un maximo alrededor de 414
nm'521. En los espectros obtenidos, figura 3.3, se observaron maximos muy
anchos y poco definidos, que se confunden con el ruido, en el rango de
longitudes de onda entre 400 y 450 nm. Para el caso de la reaccion catalizada
por Dz (linea gris) la intensidad de absorbancia resulté mayor a la del control
que solo tenia hemina (linea negra). En el inserto se amplia el rango de

longitudes de onda para mostrar el espectro para ABTS sin oxidar. Este
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espectro presentd un maximo a 350 nm con una absorbancia tan alta que la
sefial de ABTS oxidado, con maximo a 414 nm, resulté despreciable.

Debido a la forma del espectro obtenido en esas condiciones no resulté
sencillo determinar la sefal de absorbancia para el ABTS oxidado.

TMB: para determinar el espectro de absorcién de TMB oxidado en medio
levemente &acido, a pH = 5 (TMB*)?’, se llevd a cabo la reaccion de
peroxidacion catalizada por Dz 0,5 uM en solucion durante 5 minutos. Como
control se llevd a cabo la misma reaccidn, pero utilizando hemina como Unico
catalizador. En la figura 3.4 se muestran los espectros de las soluciones
resultantes de las reacciones de peroxidacién catalizada por DNAzima y por
hemina utilizando TMB como sustrato a pH = 5.

71 370 nm

g |

B jr\ B50 nm

=4 I

'

i %

= i / ‘;"‘l
2 1 ¢

=2t i W
Ww{ﬂnmww%
D T T T T T T T f T
S &2 2 88 28 g 2 g2 8

Longitud de onda (nm)

Figura 3.4: Espectros de absorcién para la solucién resultante de la reaccion
de peroxidacion de TMB (pH = 5). Gris: con Dz 0,5 pM. (maximos 370 nm 5,55
u.a. 650 nm 3,30 u.a.) Negro: control hemina 0,5 uM.

Se ha reportado que el espectro de absorcién para soluciones de TMB luego
de la reaccion de peroxidacién a pH=5 presenta dos maximos alrededor de 370
nm y 650 nm respectivamente?®. El espectro medido (figura 3.4, linea gris),
coincide con los datos bibliograficos; se observan los dos maximos a 370 nm y
650 nm siendo sus valores de absorbancia 5,55 u.a. y 3,30 u.a.
respectivamente. La cantidad de TMB* generado en la reaccién catalizada por
Dz resulto suficiente para ser detectado mediante este método. Por el contrario,

para la reaccion con hemina como unico catalizador (figura 3.4, linea negra),
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no se observaron valores de absorbancia distinguibles respecto de los de la
linea de base. La actividad catalitica de hemina resulté mucho menor que la de
Dz en las condiciones en que se llevé a cabo la reaccion. La presencia de
hemina libre, al menos para la concentracion ensayada (0,5 uM) no incrementa
significativamente la sefial de absorbancia generada por la catalisis con Dz.
Estas condiciones de reaccién permiten detectar Dz a partir de la sefial de
absorbancia.

La reaccion de peroxidacion, con TMB como sustrato, puede ser detenida por
agregado de H2SO4 hasta alcanzar pH =1. En este medio la actividad catalitica
de la DNAzima es inactivada, deteniéndose la reaccion, aunque se ha
reportado que la actividad catalitica de la hemina no se ve afectada por la
disminucién de pH y podria seguir catalizando la reaccion de peroxidacion'+28,
En este contexto adquiere aun mas importancia el control de la catalisis por
hemina, en ausencia de Dz.

En la figura 3.5 se muestran los espectros para la reaccion de peroxidacion
catalizada por DNAzima y por hemina utilizando TMB como sustrato en medio
levemente acido, pero deteniendo la reaccién por disminucién del pH (pH = 1).

En este caso el producto de reaccion obtenido fue TMBox (amarillo).

+— 450 nm
G I

Absorbanciau.a.)
[V

Lengitud de onda (nm}

Figura 3.5: Espectros de absorcidén para la solucién resultante de la reaccion
de peroxidacién de TMB (pH = 1). Gris: con Dz 0,5 yM (maximo 450 nm 6,86
u.a.). Negro: control hemina 0,5 uM.
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Se ha reportado que el espectro de absorcion para soluciones de TMB luego
de la reaccion de peroxidacion a pH = 1 presenta un maximo de absorbancia
alrededor de 450 nm23, El espectro medido (figura 3.5, linea gris) coincide con
los datos bibliograficos, se observé un maximo de absorbancia a 450 nm
siendo su valor 6,86 u.a. En este caso también se observé que el control de
hemina (figura 3.5, linea negra) no aport6 valores de absorbancia distinguibles
respecto de los de la linea de base evidenciando que para las condiciones de
reaccion la catalisis por hemina no significa una interferencia.

La eleccion del sustrato mas adecuado para seguir la reaccién de peroxidacion
por la técnica espectrofotométrica se basé en la comparacién de los tres
ensayos anteriores. Para el sustrato ABTS no fue posible definir una longitud
de onda en la que se observe un maximo de absorbancia definido, siendo los
valores alrededor de 414 nm mucho menores en comparacion con los valores
de absorbancia maximos obtenidos al usar TMB como sustrato. Por otro lado,
en el caso de los ensayos control, que no contenian catalizador, para TMB se
observo que el espectro no presentaba absorbancia apreciable entre 300 y 800
nm. Mientras que el espectro de ABTS mostrd una senal de absorbancia muy
intensa a 350 nm. Dado que, para la fabricacién de un biosensor, es importante
la rapidez con que se obtiene la sefal y que esta pueda ser distinguida
respecto de la del control de reactivos, y que se hallaron condiciones en las
cuales TMB resulté ser un sustrato adecuado para las mediciones
espectrofotométricas, se decidié no utilizar ABTS como sustrato para llevar a
cabo este tipo de determinaciones. En cuanto al uso de TMB como sustrato las
dos posibilidades, detectar TMB* o TMBox, resultaron adecuadas, aunque para
el segundo caso la sefal resultdé mas intensa; lo que podria ser beneficioso
para el armado de un genosensor ya que podria dar lugar a una mayor
sensibilidad de la respuesta.

Por todo lo expuesto, de permitirlo las condiciones experimentales, se decidio
realizar el seguimiento de la reaccion de peroxidacion en solucion deteniendo
la reaccion por agregado de acido, aunque por las caracteristicas de algunos

ensayos no fue posible su aplicacién en todos los casos.
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3.2.4 Resultados de la evaluacion de la respuesta electroqguimica de los

sustratos

Paralelamente a la evaluacién espectrofotométrica de la reaccion de
peroxidacion con los diferentes sustratos se estudid la respuesta
electroquimica utilizando voltametria ciclica (V.C.) como técnica exploratoria.
Como se menciond en la seccion anterior los ensayos se dividieron en sendas
alicuotas reservando una para la medicion electroquimica.

Las mediciones se realizaron sobre electrodos serigrafiados en lugar de celdas
electroquimicas tradicionales de modo de reducir la cantidad de oligonucleétido
y el volumen de solucion utilizados en cada ensayo.

ABTS: en la figura 3.6 se muestran los voltagramas para las soluciones
obtenidas como resultado de llevar a cabo la reaccion de peroxidacion por 10
minutos con ABTS como sustrato. Se compard la sefal obtenida tras la
reaccion de peroxidacion con la de los controles de reactivos. Los voltagramas
de la figura 3.6 a) y b) son el resultado de los controles negativos de reaccion,
es decir que en la solucién no ha ocurrido la reacciéon de peroxidaciéon. La
figura 3.6 a) muestra el voltagrama obtenido para el medio de reaccion con
H202 en ausencia de ABTS, la figura 3.6 b) muestra voltagrama para ABTS en
el medio de reacciéon con H202, pero sin agregado de ningun catalizador. El
voltagrama de la figura 3.6 c¢) es el resultado de llevar a cabo la reaccion de
con H202, ABTS y hemina, pero en ausencia Dz. Por ultimo, el voltagrama
mostrado en la figura 3.6 d) es el resultado de llevar a cabo la reaccién de

peroxidacion con H202, ABTS y Dz 1 yM.
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Figura 3.6: Voltagramas para las soluciones obtenidas como resultado de
llevar a cabo la reaccion de peroxidacion de ABTS. Controles negativos de la
reaccion a) medio de reaccion en ausencia de ABTS, b) ABTS (ausencia de
catalizador). ¢) control hemina: ABTS y hemina 1 uM. d) reaccion catalizada
por Dz 1 yM. (100 mv/s electrodo pseudoreferencia tinta de plata). Las flechas
indican el sentido del barrido de potencial que fue idéntico para todos los
ensayos.

La figura 3.1 muestra la reaccién de oxidacion de ABTS a expensas de la
reduccion de H202 donde el producto de reaccion es el cation radical ABTS* de
color verde?. Para el analisis electroquimico se siguié la hemireaccion de
reduccién dada por:
ABTS* +e —» ABTS

En el voltagrama mostrado en la figura 3.6 a) se observd que el medio de
reaccion en ausencia de ABTS no aporta una sefal apreciable. Para los
voltagramas restantes (figura b)-d)), en las condiciones de reaccion ensayadas
las formas de las sefales resultaron poco definidas y la diferencia entre pico
reductivo y oxidativo mayor a la esperada para el caso de una cupla reversible
que intercambia un solo electron (AEpico 60 mV, ver Capitulo 2, seccion 2.4.2).

Ademas, la forma de las sefales tanto en presencia como ausencia de
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DNAzima resultaron muy similares. Por estas razones se descarté el uso de

ABTS como sustrato de la reaccion.

TMB: en la figura 3.7 se muestran los voltagramas para las soluciones

obtenidas como resultado de llevar a cabo la reaccién de peroxidacion por 5

minutos con TMB como sustrato a pH = 5. Se compar¢ la sefial obtenida tras la

reaccion de peroxidacion con la de los controles de reactivos. Los voltagramas

de la figura 3.7 a) y b) son el resultado de los controles negativos de reaccion,

es decir que en la solucion no ha ocurrido la reaccién de peroxidacion del TMB.

El de la figura 3.7 a) es el voltagrama obtenido para el medio de reaccion con

H202 en ausencia de TMB, el de la figura 3.8 b) es el voltagrama para TMB en

el medio de reacciéon con H202, pero sin agregado de ningun catalizador. El

voltagrama de la figura 3.8 c) es el resultado de llevar a cabo la reacciéon con

H202, TMB y hemina, pero en ausencia de Dz. Por ultimo, el voltagrama

mostrado en la figura 3.8 d) es el resultado de llevar a cabo la reaccién de

peroxidacion con H202, TMB y Dz.
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Figura 3.7: Voltagramas para las soluciones obtenidas como resultado de
llevar a cabo la reaccion de peroxidacién de TMB a pH=5. Controles negativos
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de la reaccion a) medio de reaccion en ausencia de TMB, b) TMB (ausencia de
catalizador). ¢) control hemina: TMB y hemina 0,5 pM. d) reaccién catalizada
por Dz 0,5 pM. (100 mv/s electrodo pseudoreferencia tinta de plata). Las
flechas indican el sentido del barrido de potencial que fue idéntico para todos
los ensayos.

En la figura 3.2 se mostré la reaccion de oxidacion de TMB que ocurre a
expensas de la reducciéon de H202, a pH = 5, siendo el producto el catién
radical TMB*- de color azul que se encuentra en equilibrio con el CTC?°. Para el
analisis electroquimico se siguid la hemireaccién de reduccion de TMB*, dada
por:
TMB* + e —> TMB

En las V.C., figura 3.7 se observo que el medio de reaccién (voltagrama a)) no
aportoé una senal apreciable. Al agregar TMB a ese medio (voltagrama b)) se
observd una incipiente sefial a 0,35 V aproximadamente en el sentido del
barrido oxidativo. Esta sefal podria explicarse considerando que pudo ocurrir
oxidaciéon electroquimica. Una parte del TMB se oxidd sobre el electrodo al
inicio de la V.C., tras aplicar +0,6 V de potencial, y luego volvié a reducirse al
llevar a cabo el barrido reductivo. Finalmente, con el barrido oxidativo se
observo la sefial a 0,35 V indicando la oxidacion de esa cantidad de TMB. En
presencia de hemina (voltagrama c)) y de Dz (voltagrama d)) se observé que al
aplicar barrido reductivo aparece un pico poco definido alrededor de 0,35 V y
uno mas definido a 0,2 V. En cuanto al barrido oxidativo aparecen dos picos a
0,25 V y 0,45 V3132 Estos resultados sugieren que ocurre mas de un proceso
sobre el electrodo ya que de ocurrir un unico proceso y siendo que la reaccion
intercambia un solo electrén se veria un unico pico reductivo y un unico pico
oxidativo. Teniendo en cuenta que TMB* se encuentra en equilibrio con el CTC
se puede explicar la aparicion de los dos picos en el barrido reductivo debido a
la co-existencia de las dos cuplas redox con transferencia de un electron cada
una?s. La intensidad de la sefal resulté mayor cuando la catalisis fue llevada a
cabo por hemina que por Dz lo cual contradice lo observado en los espectros
de absorcion mostrados anteriormente. Dada la forma de la sefal obtenida no
se encontré una manera sencilla y directa de relacionar la sefial medida por

voltametria con la cantidad de TMB oxidado en estas condiciones.
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En la figura 3.8 se muestran los voltagramas para las soluciones obtenidas
como resultado de llevar a cabo la reaccion de peroxidacién y detenerla a los 5
minutos por agregado de H2SO4 con TMB como sustrato a pH = 1. Se comparo
la sefal obtenida tras la reaccion de peroxidacién con la de los controles de
reactivos. Los voltagramas de la figura 3.8 a) y b) son el resultado de los
controles negativos de reaccién, es decir que en la solucion no ha ocurrido la
reaccion de peroxidacion del TMB. En la figura 3.8 a) se muestra el voltagrama
obtenido para el medio de reaccion con H202 en ausencia de TMB, en la figura
3.8 b) se muestra el voltagrama para TMB en el medio de reaccién con H202,
pero sin agregado de ningun catalizador. El voltagrama de la figura 3.8 c) es el
resultado de llevar a cabo la reaccion de peroxidacion con H202, TMB y
hemina, pero en ausencia de Dz. Por ultimo, el voltagrama mostrado en la
figura 3.8 d) es el resultado de llevar a cabo la reaccién de peroxidacion con
H202, TMB y Dz.
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Figura 3.8: Voltagramas para las soluciones obtenidas como resultado de
llevar a cabo la reaccion de peroxidacion de TMB y detenerla a pH=1.
Controles negativos de la reaccion a) medio de reaccion en ausencia de TMB,
b) TMB (ausencia de catalizador). ¢) control hemina: TMB y hemina 0,5 uM. d)
reaccion catalizada por Dz 0,5 uM. (100 mv/s electrodo pseudoreferencia tinta
de plata). Las flechas indican el sentido del barrido de potencial que fue
idéntico para todos los ensayos.
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Al detener la reaccidn de oxidacion de TMB que ocurre a expensas de la
reduccion de H202 por agregado de H2S04, a pH = 1, se forma TMBox de color
amarillo. Para el analisis electroquimico se siguié la hemireaccién de reduccién
de TMBox, dada por33;

TMBox + 2H* + 2e¢ —— TMB
En las voltametrias ciclicas, figura 3.8, se observé que el medio de reaccion
(voltagrama a)) no aporté una senal apreciable. Al agregar TMB a ese medio
(voltagrama b)), en presencia de hemina (voltagrama c)) y de DNAzima
(voltagrama d)) se observo que al barrer el potencial en sentido reductivo
aparecié un pico alrededor de 0,35 V y al barrer en sentido oxidativo uno
alrededor de 0,40 V. La forma de los voltagramas y la diferencia de los
potenciales de pico (AEpico) que resultd ser aproximadamente de 40-50 mV
pueden explicarse como un proceso redox reversible donde se intercambian
dos electrones?5. Para esta ultima afirmaciéon se tuvo en cuenta que para los
electrodos utilizados para un proceso reversible que intercambia un solo
electron se aceptd un AEpico = 80 mV (ver capitulo 2 seccion 2.4.2). Cabe
destacar que para los controles que contenian TMB, pero no DNAzima (tanto
en ausencia de catalizador como en presencia de hemina) se observaron
corrientes de pico no despreciables, es decir que para poder determinar la
concentracion de DNAzima a partir de la corriente medida sera necesario tener
en cuenta la corriente aportada por los otros componentes del medio de
reaccion.
De las tres condiciones de medicién analizadas esta ultima fue la que presentd
picos mejor definidos y respuesta reversible. Por esto se concluy6 que utilizar
TMB como sustrato y detener la reaccidén por agregado de acido sulfurico es la
estrategia mas adecuada para obtener una sefal que pueda relacionarse con
la cantidad de producto oxidado formado a partir de la catalisis por Dz.
Tanto para la medicion espectrofotométrica como para la electroquimica el
ABTS oxidado demostré producir sefiales poco definidas. En el caso de TMB
oxidado, que puede ser detectado en dos condiciones de pH diferentes, la
determinacion espectrofotométrica dio sefales similares para las dos
condiciones. En el caso de la determinacion electroquimica resulté mas sencillo
de analizar el voltagrama para la condicion de pH =1, ya que a pH = 5 se

observaron dos sefales acopladas con una diferencia de potencial de pico muy
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pequena, aproximadamente 0,2 V. Dicho todo esto, el sustrato que permitid
obtener mejores sefales en las condiciones analizadas fue TMB. Por lo tanto,
de aqui en adelante todos los ensayos fueron realizados utilizando TMB como

sustrato.

En esta seccién se describe el analisis para la cuantificacion indirecta de la
DNAzima en solucion a partir de la medicion electroquimica de TMB oxidado en
la reaccion de peroxidacion. La eleccién de la técnica electroquimica se basoé
en el andlisis de las sefiales obtenidas durante la exploracién por V.C. del
sistema Dz/H202/TMB y en las técnicas reportadas en bibliografia para
sistemas similares (Capitulo 1 secciéon 1.4). Se analizaron las ventajas y
desventajas de las tres técnicas mas comunmente utilizadas
cronoamperometria (C.A.), voltametria de onda cuadrada (V.O.C) y voltametria
de pulso diferencial (V.D.P.) (Capitulo 2 seccion 2.4).

La C.A. es una de las técnicas mas utilizadas en la construccion de sensores
electroquimicos por su alta sensibilidad, por ser pocas las variables a optimizar
y por la posibilidad de adaptarla a equipamiento portatil. La técnica consiste en
aplicar un potencial fijado previamente sobre el electrodo de trabajo y
monitorear la corriente en funcién del tiempo.

Tanto en el sistema estudiado en este trabajo como en algunas de las sefiales
reportadas en bibliografia, que se discutieron en el Capitulo 1, se observé que
ocurren grandes corrimientos, de hasta 50 mV, en el potencial de pico (ver
figuras 1.23 (D) y 3.12). Estos corrimientos en el potencial se observaron aun
al medir alicuotas de una misma solucion tanto sobre el mismo electrodo como
sobre electrodos independientes y representan una desventaja para realizar la
cuantificacion por C.A. La cuantificacion mediante esta técnica requeriria
establecer los potenciales para cada ensayo, lo cual resultaria muy trabajoso y
poco practico, por lo que en los ejemplos mencionados se optd por la técnica
de V.D.P. (figura 1.23 C y D). Los resultados reportados mostraron que, aun
para sefiales con corrimiento en los potenciales de pico, se determiné una

relacion entre la sefial medida y la concentracion de analito.
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En lo que respecta a este trabajo de tesis la técnica elegida para llevar a cabo
la deteccion de sustrato oxidado fue V.O.C. debido a que aporta informacion
similar a la de V.D.P. pero con algunas ventajas. Esta técnica combina los
mejores aspectos de las voltametrias de pulso. Algunas ventajas a resaltar son
una gran sensibilidad para la cuantificacion, la supresion de las sefiales de
fondo y la forma de la sefal, que permite observar la intensidad de corriente
para cada potencial en todo el rango aplicado®. En particular para el sistema
estudiado fue importante poder advertir en forma directa corrimientos del
potencial para asi poder determinar correctamente la corriente de pico (Ip).

Se estudio la respuesta por V.O.C. para el sistema DNAzima peroxidasa con
TMB como sustrato. Para ello se llevé a cabo la reaccion con Dz y se
separaron alicuotas a diferentes tiempos de reaccion (1 minuto, 10 minutos y
17 minutos). Cada una de esas alicuotas se dividio en dos. Sobre una se midié
directamente en el medio de reaccion (levemente acido) (figura 3.9). Sobre la
otra se agregd H2SO4 para acidificar el medio antes de llevar a cabo la
medicion (figura 3.10).

Los tiempos elegidos para seguir la reaccién fueron los mas cortos que permitio

el disefio experimental con el que se realizaron las mediciones, ya que para un

biosensor es esperable una respuesta rapida.
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Figura 3.9: Respuestas electroquimicas por V.O.C. para la reacciéon con Dz 1

UM a distintos tiempos: 1 minuto (H), 10 minutos (®), 17 minutos (X).
Mediciones realizadas en medio levemente acido sobre un mismo electrodo. La
flecha horizontal indica el sentido del barrido de potencial.
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Tal como se observo por V.C. para este mismo sistema (figura 3.7) y en el
trabajo reportado por Chen et al. 2020 (figura 1.23 (B)), la sefial obtenida por
V.0.C presenta dos picos al barrer el potencial en sentido reductivo. Se
observé que los picos no llegaron a resolverse, no fue posible identificar cada
pico en forma independiente. A medida que transcurri6 el tiempo se observé un
aumento en la intensidad del color azul pero que no se correspondié con un
aumento en la sefal medida por V.O.C. por lo que esta condicion de reaccion

no parece ser util para cuantificar mediante la técnica de V.O.C.
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Figura 3.10: Respuestas electroquimicas por V.O.C. para la reaccion con Dz 1
MM a distintos tiempos. Se detallan las corrientes maximas (lp) obtenidas para

cada sefial 1 minuto (&) lp = 33,9 pA, 10 minutos (®) I, = 41,0 A, 17 minutos
*) lp = 43,4 pA. Mediciones realizadas luego de la acidificacién con H2SO4
sobre un mismo electrodo. La flecha horizontal indica el sentido del barrido de
potencial.

El comportamiento electroquimico de TMBox, generado tras la acidificacién del
producto de peroxidaciéon por agregado de H2SOs, también se correspondio,
como era de esperar, por ambas técnicas V.O.C. (figura 3.10) y V.C. (figura
3.8); al realizar el barrido en sentido reductivo se obtuvo un solo pico simétrico,
alto y bien definido con un maximo de intensidad de corriente a 0,35 V. La
sefial obtenida por V.O.C. se vio levemente incrementada con el tiempo de
reaccién, es decir al aumentar la concentracion de TMB oxidado. A partir de
estas observaciones se concluyd que la corriente de pico (lp) parece ser un
buen parametro para llevar a cabo la deteccion de TMB oxidado. Es importante

destacar el corrimiento de los potenciales de pico que se evidenciaron en la
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sefal obtenida por V.O.C. Este corrimiento, del orden de 10-50 mV, para el
mismo electrodo con el mismo electrodo de referencia no puede ser
despreciado y fue la causa por la que se descarté C.A. como técnica de
cuantificacion para este sistema mientras que la determinacion por V.O.C. no
se vio perjudicada. Por todo lo expuesto se decidi6 llevar a cabo la
cuantificacién electroquimica de TMBox, es decir detener la reaccion por
agregado de H2S0Oq4 llevando el medio de reaccion a pH = 1 por V.O.C.

Una vez establecidas las condiciones de reaccion y la técnica de deteccién se
analizaron estrategias posibles para llevar a cabo las mediciones de forma de
disminuir la dispersién de las respuestas, teniendo en cuenta tanto las
caracteristicas del sistema como las de los electrodos serigrafiados. Se ha
reportado que los electrodos serigrafiados suelen presentar algunas
limitaciones; la composicién de las tintas utilizadas puede afectar a la
selectividad y sensibilidad de los analisis. Algunos componentes desconocidos
en estas tintas podrian influir de manera impredecible en la deteccion y
analisis. Se ha demostrado que las diferencias en la composicion de la tinta por
ejemplo tipo, tamafo o carga de particulas de grafito y en las condiciones de
impresion y curado pueden afectar fuertemente a la transferencia electronica y
al rendimiento analitico general de los sensores?°.

Teniendo en cuenta estas limitaciones se analizo la variabilidad de las sefiales
debida a la naturaleza de los electrodos en si y debida a la interaccion
superficie del electrodo-componentes de la mezcla de reaccién. Para ello se
compararon las sefales obtenidas para mediciones repetitivas de la especie
electroactiva utilizando un unico electrodo y utilizando diferentes electrodos.
Para simplificar el analisis de la variabilidad de las sefales se estudiaron las
posibles causas de forma separada. En primer lugar, se analizd el
comportamiento de los electrodos en si. Para eso se prescindié de la mezcla
de reaccion de peroxidacion, utilizando ferrocenometanol (FcMeOH) como
sonda electroactiva. Esta especie presenta un comportamiento electroquimico
reversible, muy estudiado y bien caracterizado en diversas superficies, en
particular sobre carbono, que es el caso de los electrodos serigrafiados
utilizados41-43,

FcMeOH* + e «—® FcMeOH
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Siendo que FcMeOH intercambia un solo electron y su comportamiento
electroquimico es reversible se supone que se cumplen los parametros de
reversibilidad, es decir, que el voltagrama arroje una diferencia de potencial
AEpico = 59 mV y que la relacion Ipal/lpc = 1 (ver Capitulo 2 seccioén 2.4). Por
lo tanto, cualquier desviacion seria adjudicable a los electrodos en si. Por
ejemplo, corrimientos en el Ep para mediciones del mismo sistema sobre
diferentes electrodos indicarian diferencias en los electrodos de
pseudorreferencia. Cambios en las intensidades de pico reflejarian la no
reproducibilidad de las mediciones causada por diferencias entre las superficies
de los electrodos3344.

En la tabla 3.1 se muestran los parametros obtenidos por V.C. para alicuotas
de una misma solucion de FcMeOH 0,5 mM sobre 6 electrodos serigrafiados
independientes: potencial de pico anddico (Epa) y catddico (Epc), diferencia
entre potenciales (AEp: Epa - Epc), corriente de pico anddica (lpa) y catodica (Ipc),
relacion entre las corrientes de pico (lpa/lpc). Para todos esos parametros se
calcularon los valores de promedio y desviacién estandar (DS) entre los 6
electrodos, resultando AEp: 69 mv £ 4 mv vy lpa/lpe: 1,18 £ 0,02 lo que sugirid,
comparando con los valores esperados para una cupla con comportamiento
reversible que intercambia un electron AEpico = 59 mV y que la relacion
lpa/loc = 1, que el comportamiento de ferrocenometanol sobre los electrodos
serigrafiados se puede aproximar a la reversibilidad. Sin embargo, se detectd
una dispersién no despreciable entre electrodos, de aproximadamente el 7 %,

tanto para los potenciales (Epc) como para las corrientes (Ip).

Electrodo Epa (V) Epc (V) AEp (mV) Ipa (A) Ipc (A) Ipallpc
E1 0,188 0,127 60 0,48 0,42 1,15
E2 0,188 0,117 71 0,39 0,33 1,18
E3 0,188 0,117 71 0,44 0,38 1,17
E4 0,178 0,107 70 0,47 0,39 1,21
E5 0,178 0,107 70 0,44 0,37 1,19
E6 0,188 0,117 71 0,45 0,38 1,17
Promedio] 0,184 0,116 69 0,45 0,38 1,18
DS 0,005 0,008 4 0,03 0,03 0,02
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Tabla 3.1: Parametros obtenidos por V.C. (0,5 a 0 V 100 mV/s) para FcMeOH
0,5 mM sobre 6 electrodos serigrafiados independientes.

Potencial de pico anddico (Epa) y catodico (Epc), diferencia entre ambos
potenciales (AEp), corriente de pico anddica (lpa) y catddica (lpc) y la relacion
entre ambas (lpa/lpc). Promedio y desviacion estandar (DS) para todos los
parametros.

Los resultados obtenidos por V.C. sugieren un comportamiento reversible del
FcMeOH sobre la superficie de los electrodos serigrafiados, por lo tanto, la
dispersién entre mediciones fue adjudicada a las variaciones entre las
superficies de los electrodos. Sin embargo, teniendo en cuenta que la técnica
de medicion elegida para el sistema en estudio fue V.O.C., resulta interesante
conocer la variabilidad de las mediciones por esta técnica, asi como también
los corrimientos de potencial de las Ip.

El analisis de repetitividad de la sefal por V.O.C., figura 3.11, se llevo a cabo
midiendo alicuotas de FcMeOH 0,5 mM, como sonda redox modelo, sobre 8
electrodos independientes. Sobre cada uno se realizaron 6 mediciones
sucesivas de forma tal de tener informacion sobre la variabilidad entre
electrodos y entre mediciones sobre un mismo electrodo.

Cabe aclarar que durante todo el trabajo de tesis para independizar las sefiales
medidas del area de electrodo se informd densidad de corriente (j): corriente

medida /area geométrica del electrodo de trabajo en yA/ mm2.
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Figura 3.11: Densidad de corriente de pico (jp), 8 electrodos independientes.
Blanco: primera medicién. Gris: promedio de las 6 mediciones con su barra de
error (DS de las 6 repeticiones). Inserto: jp para cada una de las mediciones de
la misma solucién sobre un unico electrodo (se muestran las sefiales para 3 de
los 6 electrodos), Electrodo: («)1, (=)2, (-)3. V.0.C.0,5a 0,0 V.
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Para cada electrodo se determiné el promedio de las 6 mediciones (gris) con su
desviacion estandar como barra de error y la primera medicion sobre cada uno
(blanco). El rango de los promedios se encontré entre 1,5 pA/mm2 y 1,9
MA/mm?2 y las desviaciones estandar entre 0,2 yA/mm2 y 0,3 yA/mm?2. Es decir,
el porcentaje de variabilidad de la medicién de densidad de corriente para cada
electrodo (el porcentaje en que cada medicion se modifica respecto a la
anterior sobre un mismo electrodo) fue entre 9 % y 18 %. En cuanto a la
repetitividad para la medicion entre distintos electrodos, se calculé el promedio
para la primera medicion realizada sobre cada uno de los 8 electrodos, se
obtuvo un valor de 1,5 pA/mm?2 siendo el desvié estandar 0,2 yA/mm?2 es decir
un 14 % de variabilidad entre electrodos para las primeras mediciones. Para la
mayoria de los ensayos la densidad de corriente resulté menor para el primer
uso respecto del promedio de las 6 mediciones. Esto podria significar que
existen interacciones entre alguno de los componentes de la solucion y la
superficie del electrodo. En cuanto a los potenciales de pico (Ep) en promedio
fue de 0,17 V con una desviacion estandar de 0,01 V tanto para repeticiones
sobre un mismo electrodo como para mediciones sobre electrodos distintos.
Los corrimientos de los Ep no fueron despreciables (alrededor de 10 mV) y se
debieron a los electrodos intrinsecamente, no al sistema medido. Estos
resultados mostraron una variabilidad no despreciable tanto para las
mediciones sobre un mismo electrodo como para las mediciones entre
electrodos diferentes.

En base a los resultados obtenidos se planted una estrategia para minimizar la
variabilidad entre mediciones debida a los electrodos. Esta estrategia consistio
realizar una V.C. con FcMeOH como mediador redox, a modo de control, sobre
los electrodos y elegir los que presentaron menor variabilidad entre ellos, es
decir Ep e Ip lo mas similares posible. Realizar la medicion del ensayo
correspondiente y volver a controlar por V.C. con FcMeOH. Cada electrodo se
reutilizé hasta que los parametros de la V.C. (Ep, Ip) para FcMeOH se vieron
modificados.

Uno de los objetivos planteados para este capitulo consiste en analizar la
relacion entre la cantidad de Dz y la sefal medida por V.O.C. debida a TMBox
generado. En este sentido resulta relevante establecer una relacién entre la

sefal de corriente de pico y la concentracion de la especie electroactiva*s.
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Teniendo en cuenta que se comprobé la variabilidad de respuesta debida a los
electrodos es indispensable poder verificar que la misma resulte despreciable
frente a la sefal de la especie electroactiva. Por ser el sistema Dz/H202/TMB
complejo, y debido a que el costo de las secuencias hace menos viable realizar
un numero grande de mediciones, el analisis se realizd en una primera
instancia utilizando FcMeOH como sonda electroactiva modelo. En la figura
3.12 se muestra la relacién entre la intensidad de sefal por V.O.C. para un
rango de concentraciones de FcMeOH entre 0,1 mM y 0,4 mM sobre un unico

electrodo que fue lavado con agua entre mediciones.
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Figura 3.12: Relacion entre la jp y la concentracion de FcMeOH.
Inserto: sefales obtenidas por V.OC. (0,4 V a 0,0 V) para soluciones de
FcMeOH de concentracién entre 0,1 mM y 0,4 mM. Las barras de dispersion
corresponden a duplicados. jp = 4,5272 [FcMeOH] + 0,1143 (R2 = 0,9757).

A partir de la figura 3.12 se observé que la relacion entre la intensidad de sefial
y la concentracion de FcMeOH presenta tendencia lineal, al menos en el rango
de concentraciones explorado, entre 0,1 mM y 0,4 mM. Este resultado confirmo
que tanto los electrodos serigrafiados como la técnica electroquimica elegida
fueron adecuados para la cuantificacion de analitos electroactivos. La
variabilidad propia de las mediciones sobre el electrodo no significo un
impedimento y los resultados obtenidos pudieron ajustarse al modelo de la
ecuacion 4 (ver Capitulo 2 seccion 2.4) que establece que para un sistema

con comportamiento reversible y controlado por difusién la corriente de pico
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obtenida por V.O.C. se relaciona de forma directa con la concentracion de la

especie electroactiva.

lo=nF A CoDo"2 (mrt)"2 Ayp (Ecuacion 4)

El siguiente paso fue investigar la posibilidad de aplicar el método de
cuantificacién al sistema de interés, con TMB como especie electroactiva. Se
analizé la relacion entre la sefial medida por V.O.C. y el tiempo de reaccion, lo
que conduce a evaluar el incremento de concentracion de TMB oxidado. Se
controlé el electrodo por V.C. con FcMeOH (segun la estrategia detallada
anteriormente). Como la variabilidad entre mediciones resulté menor al 10 %,
se utilizé un solo electrodo para todo el ensayo. En la figura 3.13 se muestran
las senales obtenidas por V.O.C. para el producto de reaccién de peroxidacion
con TMB como sustrato, detenida por agregado de H2SO4, a distintos tiempos
de reaccidon sobre un mismo electrodo lavando con agua entre mediciones.
Cabe destacar que, a diferencia de lo que se observo en otros ensayos por
V.0.C., en este en particular no se observaron corrimientos del Ep. Las senales
medidas para todos los tiempos de reaccion sobre el mismo electrodo

presentaron Ip a 0,36 V.
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Figura 3.13: Relacion entre la jp y el tiempo de reacciéon de peroxidacion.
Inserto: senales por V.O.C para la reaccién de peroxidacion catalizada por
DNAzima 1 yM. Se midié sobre un unico electrodo (0,8 V a 0,0 V), lavando con
agua entre mediciones.
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La intensidad de corriente de pico se vio incrementada al inicio y hasta
aproximadamente los 15 minutos de reaccidon. Luego alcanzé una meseta, lo
que podria deberse a que la concentracion de TMB oxidado generado alcanzé
un maximo y luego se mantuvo constante''.16.18_ Sin embargo, se observé que
el color de la solucion siguié intensificandose en todo el rango de tiempo
estudiado. Es decir, que la reaccion siguié avanzando y la concentracion de
TMB oxidado aumenté. El hecho de que no se haya visto reflejado este
aumento de concentracion en la intensidad de corriente podria deberse a
interacciones entre el medio de reaccion y la superficie del electrodo. Es
posible que esto se debiera a que algo de TMB o TMBox se hubiera adsorbido y
por lo tanto a medida que se realizaron las mediciones su concentracién
superficial se incrementé hasta alcanzar un maximo por saturacion de la
superficie del electrodo.

En algunos sistemas la adsorcién del analito en la superficie del electrodo
representa una ventaja*®. A la cantidad de analito que llega a la superficie de
forma difusional se adiciona la que se acumula por adsorcion superficial, de
este modo las dos contribuyen a la sefial. El tiempo de interaccion analito-
superficie del electrodo es un factor a controlar ya que contribuye a la
adsorcion y afecta a la intensidad de sefial medida.

Para el sistema estudiado se tiene como obijetivo realizar la cuantificacion de
manera indirecta, determinando la concentracion de Dz a partir de la senal de
TMB oxidado generado. Si ocurriera adsorcién habria que poder asegurar que
la cantidad de TMB oxidado acumulada sobre los electrodos resulte uniforme
independientemente del electrodo utilizado. Ademas, habria que tener en
cuenta el efecto de la matriz de la muestra ya que alguno de sus componentes
podria interferir en la adsorcién de TMB afectando a la intensidad de senal
medida.

Dadas estas desventajas y para simplificar la deteccion, se busco evitar la
adsorcion de TMB sobre la superficie del electrodo. Se analizé el tipo de
respuesta tanto del reactivo, TMB, como del producto, TMBox, sobre la
superficie de los electrodos para encontrar las condiciones en las cuales el
proceso sea controlado por difusion4’. Para ello se determiné la relacién entre
de la intensidad de corriente y la velocidad de barrido por V.C. (ver Capitulo 2

seccion 2.4). La relacién esta dada por varios factores, entre ellos la velocidad
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Capitulo 3 — DNAzima peroxidasa en solucion

de reaccion de la especie electroactiva sobre la superficie del electrodo, su
coeficiente de difusion y las posibles reacciones acopladas en el seno de la
solucién*8. Para el caso de una reaccién reversible, es decir que la especie
reacciona rapido en la superficie del electrodo sin que ocurra adsorcion, se

cumple (a 298 K) la ecuacion 1 (ver Capitulo 2 seccién 2.4)

Ib = 2,69.105 n¥2 A Dr"2 C’» v'2 (Ecuacién 1)

Esto implica que, si el proceso es controlado por difusiéon, la corriente de pico
(Ip) aumenta linealmente con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido de
potencial (v1/2) 33,

En el caso de que la sustancia oxidada se adsorba sobre el electrodo y que la
reaccion de reduccion ocurra sobre la superficie, sin cambios apreciables de la
concentracién superficial durante el tiempo del ensayo, se cumple (a 298 K) la

ecuacion 2 (ver Capitulo 2 seccion 2.4)

lb =9,39.105 n2 A [ v (Ecuacion 2)

Esto implica que, si el proceso es adsortivo, la corriente de pico varia
linealmente con la velocidad de barrido de potencial (v) 4°.

En primer lugar, se analiz6 el comportamiento de TMB sobre la superficie del
electrodo. En la figura 3.14 se muestra el efecto de la velocidad de barrido de
potencial en la corriente de pico medida por V.C. para una solucion de TMB 0,2
mM.
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Figura 3.14: Efecto de la velocidad de barrido de potencial en la corriente de
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pico (lp). lzquierda vs velocidad de barrido derecha vs (velocidad de
barrido)'2. Electrodos independientes. V.C. 0,4 a 0,0 V, Vbarrido: 5, 10, 25, 50,
100, 150 y 200 mV/s.

La relacion entre la corriente de pico y la raiz cuadrada de la velocidad de
barrido resultoé ser lineal, el comportamiento se ajusté mejor a la ecuacién 1,
es decir que TMB no se adsorbié de manera apreciablemente sobre los
electrodos. Esto implica que el TMB en exceso, el que no se oxidd, no se
adsorbe de manera significativa sobre la superficie del electrodo y por lo tanto
no afecta a la independencia de las mediciones sucesivas sobre un mismo
electrodo.

Siendo TMBox la sustancia a cuantificar, se evalué su comportamiento sobre la
superficie del electrodo. Por ser un producto de la reaccion de peroxidacion su
concentracion dependera de la cantidad de DNAzima y de las condiciones del
medio. Para analizar la adsorcién en un amplio rango de concentraciones de
TMBox se llevaron a cabo dos ensayos utilizando dos concentraciones muy
diferentes de Dz: 0,5 uM y 5 uM, respectivamente. Por otro lado, también se
tuvo en cuenta el re uso de los electrodos. Se estudid el tipo de respuesta
obtenida para ambas concentraciones de Dz midiendo la sefal de TMBox sobre
un unico electrodo en dos condiciones: mediciones sucesivas a distintas
velocidades de barrido y mediciones a distintas velocidades de barrido lavando
el electrodo con H2SO4 entre ellas. La figura 3.15 muestra el efecto de la
velocidad de barrido de potencial sobre la corriente de pico por V.C. para
TMBox generado por catalisis con Dz 5 pM. Figura 3.15 (A) mediciones
sucesivas de una misma alicuota. Figura 3.15 (B) Se lavo el electrodo con

H2S04 1 M entre mediciones.
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Figura 3.15: Efecto de la velocidad de barrido de potencial en la corriente de
pico (Ip). (A) Sin lavado entre mediciones. (B) Lavando entre mediciones.
Intensidad de corriente de pico (lp) izquierda vs velocidad de barrido derecha
vs (velocidad de barrido)'2. Dz 5 uM, TMB 0,2 mM, H202 4 mM, la reaccion se
detuvo por agregado de H2SO4 a los 2 minutos de reaccion, luego se midié una
alicuota por V.C. 0,6 a 0,2 V. Vparrido: 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 mV/s.

Para el ensayo donde no se lavo el electrodo entre mediciones, figura 3.15 (A),
se observd una relacidon lineal entre la corriente de pico y la velocidad de
barrido (v), tal como lo indica la ecuacién 2, la respuesta del sistema resultd
ser adsortiva. El TMB oxidado se adsorbio sobre la superficie del electrodo y alli
ocurrid el intercambio electrénico. En estas condiciones el electrodo no puede
ser reutilizado, dado que la superficie no se renueva, sino que contiene
residuos de TMBox adsorbido.

Como se discutié previamente, para el funcionamiento del sensor se quiere
evitar el control adsortivo. Cuando la adsorcién del analito no es un proceso
conocido y controlado resulta mas compleja la cuantificacioné, y ain mas en el
caso en que la misma sea indirecta. Por lo tanto, se descarté llevar a cabo las
mediciones en esta condicion.

Para el ensayo donde el electrodo se lavo entre mediciones, figura 3.15 (B), se
observo una relacion lineal entre la corriente de pico y la raiz cuadrada de la

velocidad de barrido, tal como lo indica la ecuacién 1, la respuesta resulté ser
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de tipo difusional. Esto sugiere que el lavado fue eficiente para recuperar la
condicion inicial de la superficie, no quedd una cantidad significativa de TMB
oxidado adsorbida sobre el electrodo, es decir, es posible realizar mediciones
independientes sobre electrodos re usados. Ademas, para las condiciones del
sistema estudiado, el comportamiento difusional del analito implica una
cuantificaciéon mas directa y sencilla46.

A continuacion, se muestran resultados de este mismo andlisis realizado para
menores concentraciones de TMB oxidado, obtenidas a partir de catalisis con
Dz de menor concentracién 0,5 uM. La figura 3.16 muestra el efecto de la
velocidad de barrido de potencial sobre la corriente de pico por V.C. para
TMBox, obtenido por catalisis con Dz 0,5 pyM. Figura 3.16 (A) sobre una unica
alicuota sin enjuagar el electrodo entre mediciones. Figura 3.16 (B)

enjuagando el electrodo con H2SO4 1 M entre mediciones.
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Figura 3.16: Efecto de la velocidad de barrido de potencial en la corriente de
pico (lp). (A) Sin lavado entre mediciones. (B) Lavando entre mediciones.
Intensidad de corriente de pico (lp) izquierda vs velocidad de barrido derecha
(velocidad de barrido)2. Dz 0,5 uM, TMB 0,2 mM, H202 4 mM, la reaccién se
detuvo por agregado de H2SO4 a los 2 minutos de reaccién, luego se midié una
alicuota por V.C. 0,6 a 0,2 V. Vbarrido: 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 mV/s.

Para el ensayo donde no se lavé el electrodo entre mediciones, figura 3.16 (A),

se obtuvo una relacion lineal entre la corriente de pico y la raiz cuadrada de la
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velocidad de barrido (v'2) que, segun la ecuacién 1 implica una respuesta
difusional. Para concentraciones tan bajas de TMB oxidado generado la
adsorcion no afecta significativamente a la sefial medida.

El ensayo donde el electrodo se lavd entre mediciones, figura 3.16 (B),
confirmé lo observado en los ensayos anteriores. La respuesta también resultd
de tipo difusional. Al disminuir la concentracion de Dz y por lo tanto la de TMB
oxidado también se redujo su adsorcién sobre la superficie del electrodo.

A partir del estudio de adsorcion se concluyé que para reusar un mismo
electrodo y poder asegurar independencia entre los ensayos, simplificando la
determinacion indirecta de Dz, es necesario realizar lavados con H2SO4 entre
mediciones. De esta forma se evita la adsorcion de TMB oxidado sobre la
superficie del electrodo.

Para finalizar con el analisis de la medicion electroquimica se estudio la
factibilidad de hallar una relacién entre la concentracién de Dz y la intensidad
de corriente medida por V.0.C. Para eso se realizaron reacciones de
peroxidacion a partir de diferentes concentraciones de Dz como catalizador.
Teniendo en cuenta los resultados descriptos anteriormente se decidié que un
electrodo puede ser reutilizado si se lo lava con H2SO4 entre ensayos y se lo
controla por V.C. con FcMeOH entre mediciones. El electrodo se reemplazé por
otro (con perfil similar determinado por V.C.) en el momento en que dos
controles sucesivos por V.C. en FcMeOH dieron una diferencia de Ip mayor al
10 %. En la figura 3.17 se muestra la sefal obtenida para la reaccion de
peroxidacion catalizada por dos concentraciones diferentes de Dz 0,1 y 3 yM
comparada con la de un control, preparado como mezcla de reactivos sin

hemina y sin Dz.
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Figura 3.17: Intensidad de corriente en funcién del potencial para diferentes
concentraciones de DNAzima. (<) Control (*) Dz 0,1 uM (+) Dz 3,0. Sobre un
mismo electrodo, lavando con H2SO4 entre mediciones.

La sefal del control resultdé bastante intensa, posiblemente debido a la
presencia de TMB oxidado en la mezcla o porque se generd al iniciar el barrido
de potencial para llevar a cabo la medicién. Se descarté que hubiera TMB
oxidado en la mezcla de reaccidon debido a que las soluciones control eran
incoloras y su absorbancia a 450 nm muy cercana a cero. Por otro lado, se
observé un corrimiento significativo de los Ep entre mediciones, del orden de 50
mV. Tal como se esperaba la intensidad de la corriente de pico aumenté con la
concentracion de Dz.

Para establecer una relacion entre concentracion e intensidad se aument6 el
numero de datos del ensayo repitiendo las mediciones para otras
concentraciones de Dz 0 uyM (control), 0,1 uM; 1 uM; 2 uM y 3 uM. Para cada
concentracion la medicién se realizd por duplicado. En la figura 3.18 se
muestra la relacién entre la densidad de corriente de pico y la concentracion de
DNAzima.
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Figura 3.18: Relacién entre la jp y la concentracion de Dz, 2 minutos de
reaccion. V.O.C. 0,5 V a 0,0 V. Para duplicados se utilizaron electrodos
independientes.

Comparando entre duplicados con igual concentracion de Dz las jp resultaron
similares mientras que para los Ep no se detectaron fluctuaciones. Al aumentar
la concentracion de Dz el Ep se vio modificado. En principio no se observé una
clara dependencia de la jp con la concentracién de Dz. Esta metodologia no
parece ser Util para establecer una relacion entre la sefial medida por V.O.C. y
la concentracion de Dz en la solucion. Sin embargo, no se ha tenido en cuenta
el aporte a la senal por parte del ensayo control y la dispersion entre los Ep.
Siendo que en los ensayos control no hay agregado de catalizador, el origen de
la oxidacion de TMB, y por lo tanto de las senales, tiene que ser
electroquimico. Suponiendo que en todas las mezclas existe un porcentaje de
TMB que es oxidado electroquimicamente y no por catalisis de DNAzima, para
obtener el componente de la sefial debida a la accion de la DNAzima es
necesario descontar la parte de la sefal debida a la oxidacion electroquimica.
Adicionalmente, debido a los corrimientos de los Ep entre mediciones, hay que
tener en cuenta que la corriente del ensayo control a descontar es la que
aparece al mismo potencial en el que el ensayo en cuestion presenta la
corriente de pico. De esta forma la corriente corregida, debida exclusivamente
a la oxidacion de TMB por catalisis con DNAzima peroxidasa, se calculd de la
siguiente manera: densidad de corriente de pico obtenida (jp) para un ensayo
(e) (por catalisis con DNAzima) menos densidad de corriente de la sefial del

control al potencial Ep de (€) jeontrol (€n Ep). En la figura 3.19 se muestra la
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relacion entre la sefial determinada como (jp — jeontrol (€N Ep)) “densidad de

corriente corregida” y la concentracion de DNAzima en la reaccion.
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Figura 3.19: Relacion entre jp corregida y la concentracion de DNAzima. Las
barras de dispersion corresponden a duplicados.
joorregida: 0,3485 [Dz] +0,9548 (R? = 0,9602)

Se observd un aumento de la intensidad de corriente de pico corregida con la
concentracion de DNAzima, esta relacidn puede ser modelada segun la

ecuacion 4 (ver Capitulo 2 seccién 2.4):

lp=nF A CoDo"2 (mrt)y"2 Ayp (ecuacion 4)

La relacion Ip vs C se ajustd bastante bien a una recta, teniendo en cuenta la
dispersioén entre los eléctrodos y las correcciones que fue necesario hacer a la
sefal.

Para ensayos con igual concentracién de Dz, es decir misma cantidad de TMB
oxidado generado, midiendo sobre electrodos independientes la sefial obtenida
resulté similar, siendo las diferencias del orden del 10 % (barras de dispersion),
que puede ser adjudicada a la variabilidad propia de los electrodos. Como
desventaja de este método se observo que, aun después de la correccién, el
valor de la ordenada al origen de la recta obtenida resulté muy elevado, debido
a que en ausencia de catalizador igualmente se generé algo de TMB oxidado.
La relacion lineal entre la concentracion de DNAzima en solucion y la densidad
de corriente de pico se obtuvo a partir de la aplicacion de la correccion de la

sefal. Tanto el control entre mediciones de los electrodos, a partir del analisis
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del perfil electroquimico por C.V, como los lavados con H2SOs4 entre
mediciones para evitar adsorcion de TMB oxidado, fueron fundamentales para

disminuir la variabilidad entre sefiales.

La deteccion de TMB oxidado por catéalisis con DNAzima peroxidasa fue
desarrollada en primera instancia para métodos 6pticos®C. El aumento de la
intensidad de color con el avance de la reaccién y con el aumento de la
concentracién de catalizador es facilmente observable lo que permite realizar
un anadlisis cualitativo, a simple vista, o cuantitativo por medicion
espectrofotométrica. Las determinaciones por técnicas electroquimicas
implican una mayor complejidad por lo que su desarrollo comenzé mas
recientemente3!. Para ambas técnicas de medicién la sefial obtenida, en alguna
condicién de reaccion, resulta proporcional a la cantidad de TMB oxidado
generado. Obtener una relacién entre las sefiales medidas por dos técnicas
totalmente independientes permitiria aumentar la confiabilidad del método?>.
Ademas, tener dos opciones de deteccidon aumenta la posibilidad de aplicacion
a diversos disefos de biosensores.

En esta seccion se analiza la reproducibilidad de la relacion obtenida entre la
concentracion de DNAzima en solucion y la sefal medida tanto por
espectrofotometria como por V.0.C. Se estudié el comportamiento de la sefial
obtenida por ambas técnicas para diferentes concentraciones de Dz y el rango
de concentraciones en el que es factible correlacionar ambas sefales. La
reaccion se detuvo a los 2 minutos de reaccion por agregado de H2SO4, se
midié absorbancia a 450 nm y V.0.C. Para realizar las mediciones
electroquimicas se testearon los electrodos con FcMeOH por V.C. eligiendo
aquellos que presentaban un perfil similar (Ip y Ep) para usarlos en un mismo
experimento. Con el fin de minimizar la dispersién cada electrodo se reutilizd
mientras el perfil por V.C. no se viera modificado y se lavé con H2SO4 entre
mediciones. Para todos los ensayos se prepard un control de reactivos, sin
catalizador, para tener el valor de referencia que permitié calcular la densidad

de corriente corregida (Ver figura 3.19).

98



Capitulo 3 — DNAzima peroxidasa en solucion

A continuacion, se describen tres ensayos independientes a partir de los cuales
se ajustaron los tiempos de reaccion y rangos de concentracion de Dz.
En la figura 3.20 se muestran los resultados para la reaccién de peroxidacion

con un rango de concentraciones de Dz entre 0,05 uMy 1,5 uM.
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Figura 3.20: Correlacion entre a) absorbancia y concentracion de Dz. b) jp y
concentracién de Dz. c) jp y absorbancia.

Cabe aclarar que en este caso la absorbancia se midié6 en espectrofotémetro
usando una cubeta clasica de 10 mm de paso Optico, por eso los valores de
absorbancia obtenidos son menores a 1 u.a. Si bien los resultados se
informaron como densidad de carga, para independizarlos de la superficie del
electrodo de trabajo, también cabe sefalar que en este caso el electrodo
utilizado fue el de menor area (ES1). Las tres correlaciones analizadas
resultaron lineales para el rango de concentraciones de Dz entre 0,05y 1,5 uM.
Para el siguiente ensayo se amplié el rango de concentraciones de Dz para
analizar la respuesta a mayores valores, en este caso 0,01 a 6 yM. En la figura

3.21 se muestran los resultados.
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Figura 3.21: Correlacion entre a) absorbancia y concentracion de Dz. b) jp y
concentraciéon de Dz. c) jp y absorbancia.

En este caso la absorbancia se midié en espectrofotometro NanoDrop
obteniéndose valores de unidades de absorbancia mayores a los habituales
(ver Capitulo 2, seccion 2.4.1). Los electrodos utilizados, igual que en el
ejemplo anterior, fueron ES1. La correlacion entre la absorbancia y la
concentracion de Dz resulté lineal en todo el rango analizado. En cuanto a la
relacion entre la densidad de corriente y la concentracidén resulté lineal para
concentraciones de Dz menores a 3 uM. Se observé que para concentraciones
de Dz mayores la densidad de corriente se mantuvo aproximadamente
constante. Como consecuencia la relacion entre ambas sefales, densidad de
corriente vs absorbancia, también resulto lineal para un rango acotado.

La relacion lineal entre la sefial y la concentracion se extendioé hasta 3 pM para
la senal electroquimica y al menos hasta 6 uM para la espectrofotométrica.

El siguiente ensayo se realizd utilizando los electrodos de area mas grande
ES7. El rango de concentraciones de DNAzima fue de 0,05 uyM a 3 uM
aumentando la cantidad de ensayos con menor concentracion de Dz tener mas
informacion en este rango. En la figura 3.22 se muestran los resultados

obtenidos.
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Figura 3.22: Correlacion entre a) absorbancia y concentracién de Dz. b) jp y
concentraciéon de Dz. c) jp y absorbancia.

En este caso, igual que en el anterior, la correlacién entre la absorbancia y la
concentracion de Dz resultdé aproximadamente lineal en el rango de
concentraciones de 0,05 uyM a 3 uM. La correlacion entre la densidad de
corriente y la concentracion resulto lineal para concentraciones de Dz menores
a 2 UM y esta linealidad se perdié para concentraciones mayores de modo
similar al ensayo anterior. En cuanto a la correlacion entre ambas sefales se
mantuvo lineal para concentraciones de Dz muy bajas, menores a 1 uM.

El analisis de estos resultados permitié confirmar que las senales obtenidas a
partir de ambas técnicas de medicion correlacionan con la concentracion de Dz
en cierto rango. Para la determinacion espectrofotométrica la relacion resultd
lineal en todo el rango de concentraciones explorado de 0,01 uM a 6 uM. En
las determinaciones por V.O.C. la sefial resultd lineal para concentraciones de
Dz menores a 2 yM, para concentraciones mayores se mantuvo casi constante.
El tiempo de reaccién de 2 minutos fue suficiente para detectar sefial, aun para
las concentraciones mas bajas de Dz (del orden de 0,01 uM) es decir, se
generod suficiente cantidad de TMBox para ser detectado en ese tiempo de

reacciéon. En el rango de concentraciones de Dz 0,01 yM a 2 yM se obtuvo una
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correlacion lineal para las sefales obtenidas mediante ambas técnicas de
medicion.

Teniendo en cuenta los ensayos preliminares, con el objetivo de comparar
entre ensayos independientes para analizar reproducibilidad, se realizaron
varias replicas de experimentos similares a los mostrados anteriormente donde
se determind la relacion entre las sefiales medidas por espectrofotometria y
V.0.C y la concentracion de Dz.

Se preparé un control para tener el valor de referencia para la correccién de la
corriente. La figura 3.23 muestra la relacion obtenida para la sefial de
absorbancia a 450 nm (medida en NanoDrop) en funcién de la concentracion
de DNAzima para cinco ensayos (E-1, E-2, E-3, E-4 y E-5) independientes
entre si. La tabla 3.2 resume los resultados obtenidos para cada ensayo
individual. Cada uno de estos ensayos resultdé ajustarse al modelo lineal. La
dispersién entre las pendientes obtenidas para cada ensayo resultd
relativamente baja siendo el promedio de los valores obtenidos para las cinco

pendientes 1,5 u.a/uM y su desviacién estandar 0,2 u.a/uM.
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Figura 3. 23: Relacion entre la absorbancia (450nm) del producto de la

reaccion de peroxidacion y la concentracion de Dz para cinco ensayos
independientes.

RANGO
ENSAYO n (M) PENDIENTE | ORDENADA R2
u
12 9 0,05-4,0 1,71 0,23 0,9878
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22 7 0,1-3,0 1,26 0,36 0,8421
32 9 0,05-4,0 1,56 0,20 0,9868
4a 12 0,05-3,0 1,42 -0,19 0,9621
5b 9 0,1-25 1,82 0,13 0,9301

Tabla 3.2: Resultados obtenidos por ensayo individual. Se especifican, la
cantidad de mediciones por ensayo (n), el rango de concentraciones de Dz
analizado, la pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente de regresion
lineal (R2)2. Los ensayos 1 a 4 se dividieron en dos alicuotas sobre una se midié
absorbancia y sobre la otra electroquimica. ? para el ensayo 5 sélo se midié
absorbancia.

Al reunir todos los datos de los cinco ensayos en un mismo grafico, figura 3.24,
se observd un comportamiento lineal para todo el conjunto de datos. La
linealidad se cumpli6 en todo el rango de concentraciones de DNAzima
ensayado (0,05 a 4,0 uM). La pendiente de esta recta resulté ser 1,57 u.a/uM y
el coeficiente de correlaciéon (R2) 0,9941. Un valor aceptable para un sistema
de medicion indirecta que es muy dependiente de las variables experimentales

y del tiempo de reaccién.
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Figura 3.24: Relacion entre la seial de absorbancia y la concentracion de Dz
en solucion. Todos los datos de cinco ensayos independientes unificados.

Por otro lado, se analizdé la respuesta obtenida a partir de la medicion
electroquimica. En la figura 3.25 se muestra la relacion obtenida para la senal
de densidad de corriente corregida jp en funcion de la concentracion de Dz

agregada a la soluciéon en la reaccion de peroxidacion. Se muestran los
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resultados de siete ensayos (E-1 a E-7) independientes entre si, y en todos los

casos se utilizaron electrodos ES7.
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Figura 3.25: Relacion entre la densidad de corriente corregida y la
concentracion de Dz para siete experimentos totalmente independientes.

La tabla 3.3 reune los resultados obtenidos para cada ensayo individual. Cada
ensayo se ajusté razonablemente al modelo lineal. Sin embargo, la dispersion
entre las pendientes obtenidas no fue despreciable siendo el promedio de los
valores obtenidos para las siete pendientes (0,4uA/mm2 puM) y su desviacion
estandar (0,2 pA/mm2 pM). Si bien cada ensayo individual mostré una
correlacion lineal entre la sefal electroquimica obtenida y la concentracion de
Dz, al unificar los valores de todos los ensayos la relacion no se mantuvo. Esta
dispersion podria atribuirse a la variabilidad entre los electrodos que se usaron
en cada ensayo. También hay que tener en cuenta que las sehales que se
comparan son las corregidas, restando la sefial del blanco, y que este
procedimiento podria estar introduciendo errores y aumentando la

incertidumbre.

RANGO
ENSAYO n PENDIENTE | ORDENADA R?

(LM)
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12 4 0,05-1,0 0,20 0,60 0,9327
22 4 0,1-20 0,43 0,95 0,9911
32 4 0,05-0,80 0,70 0,32 0,9128
42 4 0,10-1,75 0,51 0,14 0,9549
50 4 05-20 0,40 -0,12 0,9965
6> 4 0,1-20 0,43 0,82 0,9904
7° 3 0,1-20 0,50 0,01 0,9852

Tabla 3.3: Resultados obtenidos por ensayo individual. Se especifican, la
cantidad de mediciones por ensayo (n), el rango de concentraciones de Dz
analizado, la pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente de regresion
lineal (R?). aLos ensayos 1 a 4 se dividieron en dos alicuotas sobre una se
midié absorbancia y sobre la otra electroquimica. P para los ensayos 5 a 7 sélo
se realizé la medicion electroquimica.

Los ensayos 1 a 4 permitieron comparar la respuesta obtenida por ambas
técnicas. Al igual que lo mostrado al principio de esta seccion para los tres
ensayos individuales la concentracion maxima de Dz para la que se obtuvo
respuesta lineal fue menor para el caso de medicién electroquimica que para la
espectrofotométrica. Para las sefales electroquimicas obtenidas a partir de
concentraciones de Dz mayores a 2 uM se observo perdida de la linealidad. La
dispersion entre los resultados obtenidos para ensayos independientes resulté
ser tan grande que no fue posible realizar un andlisis conjunto. En estas
condiciones no fue posible hallar una relacion entre la sefal electroquimica y la
concentracion de Dz. Para la sefal espectrofotométrica si fue posible hallar una

relacion con la concentracion y resultd ser de tipo lineal:

Sefial medida = 1,5726 [Dz] + 0,0453

Con un coeficiente de correlacion lineal de 0,9941 para el rango de
concentraciones de Dz entre 0,05 uM y 4,0 uM.

A partir de todas las observaciones realizadas durante el trabajo experimental,
puntualmente por el andlisis realizado en esta ultima parte, se concluy6 que la
determinacion de la sefal electroquimica resulté muy compleja. Fue necesario
elegir, controlar y lavar los electrodos de modo de poder asegurar perfiles

electroquimicos similares, aun asi, la variabilidad de sefales entre ensayos
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independientes resulté muy grande. Para la medicion espectrofotométrica, en
cambio, si se pudieron optimizar las condiciones de reaccién y pudo
establecerse una relacion entre la sefial medida y la concentracion de Dz. Se
decidio dejar de lado la medicion electroquimica y continuar con el estudio del
funcionamiento de DNAzima peroxidasa en fase heterogénea y de la
construccion de una fase de reconocimiento aplicable a genosensores

utilizando exclusivamente deteccion espectrofotométrica.
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Capitulo 4 — DNAzima peroxidasa inmovilizada

4.1 Introduccién

En el capitulo anterior se analizé la DNAzima peroxidasa de secuencia PW17
como catalizador en fase homogénea, en este capitulo se presentan los
resultados del estudio del funcionamiento de esa misma secuencia en fase
heterogénea, es decir, inmovilizada sobre una superficie solida, como paso
previo al estudio de una fase de biorreconocimiento aplicable a genosensores
(ver capitulo 5).

La inmovilizacion de secuencias oligonucleotidicas es un tema bien conocido y
se utiliza en diferentes aplicaciones. Las secuencias modificadas se
comercializan con una amplia variedad de grupos funcionales que posibilitan la
interaccion con diferentes superficies. Sin embargo, la inmovilizacién de la
DNAzima peroxidasa y el estudio de su funcionamiento son temas de
investigacion novedosos que se encuentran en etapa de ensayo vy
perfeccionamiento’-3,

Se ha reportado que la inmovilizacion de secuencias no afecta a la actividad
catalitica de la DNAzima peroxidasa (siempre y cuando el soporte no sea
capaz de adsorber hemina). Esta es una de las ventaja que poseen las
secuencias de ADN frente a las enzimas ya que estas ultimas pueden perder
actividad catalitica al ser inmovilizadas, debido a cambios conformacionales45.

En este trabajo se estudiaron dos tipos de superficies como soporte para la
inmovilizacion de DNAzima peroxidasa: particulas magnéticas comerciales
modificadas superficialmente con estreptavidina y superficies de oro
policristalino. Para llevar a cabo la inmovilizacién sobre las particulas
magnéticas se utilizé la secuencia PW17 modificada con biotina en el extremo
5" (B-Dz) (ver Capitulo 2, seccidén 2.2). La interaccion biotina-estreptavidina es
una de las interacciones biolégicas mas fuertes, siendo su constante de
disociacion pequefia, aproximadamente 10-'* mol/L%, lo que resulta en una
unién estable. Para la inmovilizacién sobre superficies de oro la secuencia
PW17 fue modificada con disulfuro S-S-C6 en el extremo 5 (T-Dz) (ver

Capitulo 2, seccién 2.2). La inmovilizacién de secuencias oligonucleotidicas
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por interaccion azufre-oro (S-Au) ha sido muy utilizada y son bien conocidos los
factores que posibilitan tanto el cubrimiento superficial como su ordenamiento’.
Las caracteristicas tanto de las particulas magnéticas como las del oro hacen
que sean compatibles con el sistema estudiado. Las particulas magnéticas
permiten tener la secuencia sc-ADN inmovilizada y separarla facilmente de la
solucién sobrenadante por imantacién. Ademas su tamafio reducido permite
llevar a cabo la reaccién en volumenes pequefios de suspensiond'2. Las
superficies de oro son muy resistentes y permiten el armado controlado de
monocapas bien ordenadas y estables lo que habilita a agregar o quitar
soluciones sin afectar a la construcciéon3-15,

Este trabajo busca aportar conocimiento al estudio del funcionamiento de la
DNAzima peroxidasa inmovilizada partiendo de la experiencia previa en fase
homogénea y de las condiciones reportadas en los trabajos publicados hasta el
momento. Los objetivos especificos desarrollados en este capitulo consisten en
analizar y optimizar el funcionamiento de la DNAzima peroxidasa en fase
heterogénea:

1. inmovilizada sobre particulas magnéticas, e

2. inmovilizada sobre soportes de oro.

4.2 Secuencia PW17 inmovilizada sobre particulas magnéticas

Las particulas magnéticas se comercializan para ser utilizadas en técnicas
rutinarias de biologia molecular, con el fin de aislar secuencias de ADN simple
cadena. Sin embargo, en este caso se utilizaron como superficie de
inmovilizacién para llevar a cabo la reaccién de peroxidacién. En principio se
siguié el protocolo de inmovilizacion indicado por los fabricantes, pero fue
necesario realizar ajustes para los propdsitos especificos que requirié este
trabajo. En la figura 4.1 se esquematiza la inmovilizacion seguida de la
reaccidn de peroxidacion. La inmovilizacion se llevé a cabo por agregado de
una solucibn de B-Dz de concentracion conocida sobre un volumen
determinado de suspension de particulas magnéticas, teniendo en cuenta la
cantidad maxima de oligonucleétido que admiten las particulas informada por
cada fabricante. El exceso de secuencia, no inmovilizada, se elimind por lavado
con buffer (segun indicacion del fabricante) separando las particulas por

imantacion. Para permitir la formacion de estructura cuarteto de G y activar la
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funcionalidad DNAzima se agregd hemina (en medio conteniendo ién K*y pH
adecuado) y se repitio el lavado para eliminar el exceso de hemina. La reaccion
de peroxidacién se llevé a cabo agregando los reactivos, TMB y H202, a la
suspension de particulas modificadas con B-Dz y hemina. Finalmente se

separaron las particulas por imantacion y se midié absorbancia a 370 nm.

Secuencia B-Dz Hemina
' LAVADO J
z -
= 2 % -
- _ < 2 = .
« ® o . % C:’P % e % &
e o Y o %%.o = g
LAVADO Hzoz.\ fTMB @  Particula magnética

Secuencia B-Dz en estructura
cuartetos de G

- = | 4

& 5 <

d . C:;% ‘: E ®  Hemina
~ %4! .% %% - ;i Cg DNAzima peroxidasa
33 S

Figura 4.1: Esquema de las etapas de la reaccion en fase heterogénea:
agregado de B-Dz sobre la suspension de particulas magnéticas, separacion
por imantacion y lavado para eliminar B-Dz no inmovilizadas, agregado de
hemina (activacién de funcionalidad DNAzima), separacién por imantacion y
lavado para eliminar el exceso de hemina, agregado de reactivos para la
reaccion de peroxidacion (TMB y H20:2), separacién de las particulas por
imantacion y medicion de absorbancia en el sobrenadante a 370 nm.

Como punto de partida para analizar la reaccién de peroxidacién en fase
heterogénea sobre particulas magnéticas se ensayaron las mismas
condiciones experimentales que las utilizadas para llevar a cabo la reaccion en
solucion (Capitulo 3). La reaccion se llevé a cabo en un medio conteniendo
buffer H y buffer C (ver Capitulo 2), con la concentracion de iones y de
detergente ionico necesarias para favorecer la formacion de estructuras
cuarteto de G a pH = 5. Para la deteccion del producto de reacciéon se
separaron las particulas por magnetizacién y se midié absorbancia a 370 nm,
sin acidificar el medio, respetando las condiciones declaradas que establecen
un rango de pH entre 5y 96, Las particulas, por ser de color oscuro, impiden la
visualizacion del avance de reaccion a simple vista. Para los ensayos
exploratorios fue necesario separar alicuotas del sobrenadante a distintos
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tiempos de reaccidn, lo que permitié observar la intensidad de color y por lo

tanto estimar el avance de reaccion.

4.2.1 Ensayos exploratorios

Se analizé el funcionamiento de la DNAzima inmovilizada sobre particulas
magnéticas de dos marcas comerciales diferentes: “Streptavidin MagneSphere
Paramagnetic Particles Z5481” Promega (particulas P) y “Dynabeads M-280
streptavidin” Invitrogen (particulas 1) (ver sus caracteristicas en el Capitulo 2,
seccion 2.2). La composicion exacta de las particulas magnéticas recubiertas
por estreptavidina no fue informada por ninguno de los dos fabricantes por lo
que no pudo determinarse a priori si alguna presentaba mejores propiedades
para llevar a cabo la reaccion de peroxidacion con DNAzima como catalizador
en fase heterogénea. Para ello se llevd a cabo la reaccion sobre ambos tipos
de particulas y se compararon las sefales generadas por la reacciéon de
peroxidacion catalizada por DNAzima y por controles sin B-Dz pero con
hemina. Se inmovilizé 0,3 nmol sobre las particulas P y 0,3 nmol sobre las
particulas | y se agregé 0,3 nmol de hemina para permitir la formacién de
DNAzima. Teniendo en cuenta las posibles interacciones entre la hemina y la
superficie de las particulas también se realizaron ensayos control; para ello se
agregé 0,3 nmol de hemina sobre sendas porciones de cada marca de
particulas magnéticas. Se compararon las sefiales obtenidas por catalisis
heterogénea con DNAzima inmovilizada sobre particulas P y sobre particulas |
con las sefiales obtenidas por los controles sin DNAzima pero con hemina. Se
llevé a cabo la reaccién, midiendo absorbancia a 370 nm a diferentes tiempos.
En la figura 4.2 se muestra la sefal obtenida para cada ensayo a los 2 minutos

de reaccion.
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Figura 4. 2: Comparacién de la senal obtenida por catalisis heterogénea a los 2
minutos de reaccion para DNAzima inmovilizada sobre particulas | y sobre
particulas P (blanco) y para los respectivos controles (gris). Las barras de
dispersion corresponden a duplicados.

Las sefiales de absorbancia para DNAzima inmovilizada sobre ambos tipos de
particulas magnéticas resultaron similares. La sefal del control resulté menos
intensa para las particulas |. Esta diferencia de intensidad de sefal entre los
controles de ambas marcas fue decisiva al momento de elegir las particulas
para los siguientes ensayos. Como los controles solamente contenian
particulas y hemina una sefial mas intensa se puede interpretar como que o
bien las particulas son capaces de catalizar la reaccién de peroxidacion o bien
retienen hemina que cataliza la reaccion de peroxidacién. Cualquiera sea el
caso cuanto menor sea la sefal de los controles menor sera la interferencia del
soporte.

Por otro lado, al comparar las caracteristicas fisicas de los sistemas se observé
que, tras ser imantadas, las particulas de | se separaban mejor del
sobrenadante y se aglomeraban menos que las de P. Por estos motivos se
decidié realizar los siguientes ensayos utilizando particulas 1.

Una vez elegido el soporte de inmovilizacion se comparé el funcionamiento de
la secuencia B-Dz inmovilizada con el de Dz en solucién (ya analizado
Capitulo 3) de modo de tener una referencia conocida. En ambos casos se
utilizé 0,1 nmol de B-Dz, la reaccion de peroxidacion se llevé a cabo en un
volumen final de 100 pL y se midié absorbancia para distintos tiempos de

reaccion. En la figura 4.3 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 4.3: Senal de absorbancia en funcion del tiempo de reaccion para 0,1
nmol en un volumen final de 100 yL B-Dz en solucién (rombos negros) e
inmovilizada sobre particulas magnéticas (cuadrado gris). Las barras de
dispersion corresponden a triplicados.

Para ambos sistemas se obtuvieron sefiales altas y similares, aunque de menor
intensidad para la DNAzima inmovilizada. Lo que indica que la DNAzima
peroxidasa funciono en fase heterogénea y que las condiciones en que se llevo
a cabo la reaccion fueron adecuadas. En base a estas observaciones se
decidié continuar los siguientes ensayos en fase heterogénea en las mismas
condiciones experimentales utilizadas para llevar a cabo la reacciéon con la
DNAzima en solucion.
Hay que considerar que el funcionamiento del sistema en fase heterogénea
presenta una mayor complejidad respecto al del sistema en fase homogénea, y
que, por lo tanto, depende de una mayor cantidad de parametros. Ademas de
las variables de la reacciéon de peroxidacion se consideraron las posibles
interacciones entre los diferentes componentes del medio de reaccién y la
superficie de las particulas. En el Capitulo 3 se mostré que la sefial de
absorbancia medida para el blanco de reactivos en solucién, aun conteniendo
hemina, resulté despreciable comparada a la del sistema con DNAzima. Para la
reaccion en fase heterogénea se consideré adicionalmente el aporte de la
superficie a la sefial de absorbancia. Las particulas magnéticas contienen
hierro en su composicién y podrian ser capaces de catalizar la reaccién de
peroxidacion®'7. Por otro lado, la hemina agregada a la suspension para la
formacion de DNAzima, aun después de los lavados podria presentar algun
tipo de interaccién con las particulas magnéticas y catalizar la reaccién de
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peroxidacion. Para poder definir controles de reactivos y determinar
correctamente la sefial aportada por catalisis de DNAzima se analizaron las
sefales aportadas por las particulas en el medio de reaccion luego de ser
expuestas a hemina y sin haber sido expuestas. Para ello se realizaron tres
ensayos sobre tres suspensiones idénticas de particulas magnéticas (0,1 mg):
una no se modificd, a la otra se le agregd 0,1 nmol hemina (control hemina) y
se sometio a lavados y sobre la ultima se inmovilizé 0,1 nmol de secuencia B-
Dz, se agreg6 0,1 nmol hemina y se sometié a lavados (ver el protocolo de
lavado en el Capitulo 2, seccion 2.3). Por ultimo, se agregaron los reactivos
TMB y H202 en un volumen final de reaccion de 100 pL y se midié absorbancia
a 370 nm para distintos tiempos de reaccion. En la figura 4.4 se comparan las
intensidades de senal de los tres ensayos: particulas sin modificar, particulas
expuestas a hemina y particulas con DNAzima inmovilizada, cada ensayo se

realizé por cuadruplicado.
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Figura 4.4: Comparacién de las sefiales de absorbancia obtenidas a 370 nm a
diferentes tiempos de reaccion para particulas: con DNAzima inmovilizada
(rombo negro), expuestas a hemina (cuadrado gris) y sin modificar (circulo
blanco). Las barras de dispersion corresponden a cuadruplicados.

Los resultados muestran que tanto para las particulas sin modificar como para
las expuestas a hemina las sefiales resultaron poco intensas y constantes en
todo el tiempo de reaccion. A tiempos de reaccion cortos la intensidad de estas
sefales representd un gran porcentaje respecto a la sefial de las de particulas

con B-Dz. Sin embargo, como la sefial de B-Dz aument6 con el tiempo de
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reaccion mientras que las otras dos se mantuvieron constantes fue posible
diferenciarlas bien a partir de los 200 segundos.

Son pocos los trabajos publicados que utilizan la interaccion biotina-
estreptavidina como estrategia de inmovilizacién de la secuencia que forma
DNAzima. Uno de ellos, el de Loic et. al'® reportd una relacion entre las
intensidades de sefal a partir de catalisis por DNAzima y hemina muy similar a
la obtenida en este trabajo de tesis para tiempos de reaccion mayores a 200
segundos. En ambos casos se concluyé que el soporte tanto antes como
después del agregado de hemina no mostré un aporte significativo a la sefal

generada a partir de la reaccion de peroxidacion.

4.2.2 Relacidon entre la cantidad de secuencia B-Dz inmovilizada y la

intensidad de senal

Partiendo de los conocimientos y la experiencia adquiridos en el armado y
medicion del sistema en solucion y sumando las observaciones para los
ensayos exploratorios en fase heterogénea que se mostraron anteriormente, se
busco establecer una relacion entre la sefial medida y la cantidad de secuencia
B-Dz inmovilizada sobre particulas magnéticas.

Las caracteristicas del sistema hacen que sea dificil garantizar la cantidad
exacta de secuencia inmovilizada que se toma. Las particulas se encuentran
suspendidas en un medio liquido, tomar un volumen conocido de suspensién
no asegura una cantidad exacta de particulas, sino que puede estimarse una
masa aproximada. Con el objetivo de conseguir alicuotas de suspension de
particulas con cantidades crecientes de secuencia B-Dz inmovilizada,
minimizando los errores por pérdidas, se agrego la cantidad total de secuencia
B-Dz a utilizar sobre la totalidad de particulas magnéticas (en una unica
suspension), se agregd hemina para activar la funcion DNAzima y luego se
separd en alicuotas conteniendo cada una la cantidad correspondiente de B-
Dz. Finalmente se agregd TMB y H202 para llevar a cabo la reaccion de
peroxidacion y se midio la senal.

En la figura 4.5 se muestra la relacion entre la cantidad de B-Dz agregada y la
sefal obtenida por absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de reaccién a pH = 5.
Se agregdé 0,34 nmol de secuencia B-Dz sobre un volumen de suspension

equivalente a 1,7 mg de particulas magnéticas, luego hemina para permitir la
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activacion de la funcién DNAzima y se separaron alicuotas de suspension de
particulas conteniendo respectivamente 0,005 nmol, 0,010 nmol, 0,025 nmol,
0,050 nmol, 0,10 nmol y 0,15 nmol de DNAzima. Se realizaron dos ensayos
control en los que se agregaron 0,175 nmol de hemina sobre un volumen de
suspension equivalente a 0,87 mg de particulas magnéticas y se separaron en
dos alicuotas conteniendo 0,025 nmol y 0,15 nmol de hemina respectivamente.

Cada reaccion se llevé a cabo por triplicado y en un volumen final de 100 pL.

5 || *Dz ¢
"'“-‘ o Hm
s
g2 t
[
E L 3
™1
<

g d
0 O T : .
0 0,04 0,08 0,12 0,16

cantidad B-Dz (nmol)

Figura 4.5: Relacion entre la sefial de absorbancia a 370 nm y la cantidad de
B-Dz (rombos negros). Se obtuvo una relacion lineal dada por: A: 20,282
(moles B-Dz) + 0,1223 (R? = 0,9911). Controles de hemina (cuadrados grises).
Tiempo de reaccidn 8 minutos. Las barras de dispersién corresponden a
triplicados.

La intensidad de senal aumentod linealmente con la cantidad de B-Dz, tal como
ocurrié para el sistema en solucién. La DNAzima inmovilizada funcion6 como
catalizadora de la reaccion de peroxidacion, al menos en el rango estudiado,
entre 0,005 nmol y 0,15 nmol. Por otro lado, la intensidad de sefal de los
ensayos control (particulas con hemina) resulté menor que la de los ensayos
que contenian la menor cantidad de B-Dz.

En el Capitulo 3, se mostr6 que a igualdad de condiciones el espectro de
absorcion para TMBox a pH = 1 presenté un maximo a 450 nm cuya intensidad
resultd mayor que el maximo de absorbancia a 370 nm para TMB* a pH = 5.
Por lo tanto, para los ensayos en solucion la curva de concentracién se
determind en medio muy &cido, pH = 1. Volviendo al ensayo en fase
heterogénea, se obtuvo una buena correlacion entre sefial a 370 nm y cantidad

de DNAzima. No obstante, para evaluar la posibilidad de mejorar la sensibilidad
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de la respuesta se repitié el ensayo a pH = 1 midiendo absorbancia a 450 nm.
Si bien la acidificacién del medio agrega un paso experimental y aumenta la
complejidad operativa de la medicidn, resulta interesante explorar si con esto
se consigue mejorar la sensibilidad de la respuesta.

Se repitio el ensayo anterior, pero acidificando cada alicuota justo antes de la
medicion. En la figura 4.6 se muestra la relacion entre la cantidad de B-Dz
inmovilizada y la sefial obtenida por absorbancia a 450 nm a los 8 minutos de

reaccién a pH = 1.
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Figura 4.9: Relacion entre la sefial de absorbancia a 450 nm y la cantidad de
B-Dz (rombos negros). Se obtuvo una relacion lineal dada por A: 32,604 (moles
B-Dz) — 0,0392 (R2 = 0,9959). Controles de hemina (cuadrados grises). Tiempo
de reaccion 8 minutos, inmediatamente se acidificd el medio por agregado de
H2S0a4. Las barras de dispersion corresponden a triplicados.

En estas condiciones de medicion también se obtuvo una relacion lineal entre
la sefal y la cantidad de B-Dz inmovilizada sobre las particulas. En cuanto a
los controles la intensidad de sefal resultd similar independientemente de la
cantidad de hemina agregada y menor que la de los ensayos que contenian la
menor cantidad (0,005 nmol) de B-Dz.

La curva obtenida a partir de la medicion en medio fuertemente acido presento
una mayor sensibilidad respecto a la obtenida en medio levemente &cido. Las
pendientes obtenidas fueron 32,604 u.a./nmol para las sefales medidas a 450
nm pH =1y 20,282 u.a./nmol para las sefales medidas a 370 nm pH = 5.
Ambas condiciones de medicion permiten distinguir entre pequefias cantidades
de B-Dz (al menos 0,025 nmol) y los ensayos control. Sin embargo, acidificar el

medio antes de la medicion incrementa la complejidad operativa.
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Por todo lo anteriormente mencionado se decidié que en los ensayos en que
fuera posible, la medicion se realiz6 a 370 nm pH = 5 y en los que fuera

necesaria una mayor sensibilidad, a 450 nm pH =1.

4.2.3 Reuso del sistema

Una caracteristica deseable para los sensores cuyas capas de reconocimiento
se encuentran inmovilizadas consiste en que pueden ser re utilizados. Se
analizé la reproducibilidad de sefal luego de usos sucesivos para B-Dz
inmovilizada sobre particulas magnéticas. Luego del primer uso, es decir tras
llevar a cabo la reaccion de peroxidacién en fase heterogénea y registrar la
sefal de absorbancia, las particulas magnéticas se sometieron a lavados y se
volvié a llevar a cabo la reaccién. Un factor que se tuvo en cuenta fue la
posibilidad de que tras los lavados se desarmara la estructura cuartetos de G,
perdiéndose hemina y funcion peroxidasa. Para probarlo, luego del primer uso
y tras los lavados se llevaron a cabo dos ensayos, a uno se agregé hemina
antes de llevar a cabo por segunda vez la reaccion de peroxidacién y al otro no.
En la figura 4.10 se muestra la sefal para 0,1 nmol de B-Dz inmovilizada sobre
particulas magnéticas en 100 yL de mezcla de reaccidon en comparacion con la
sefal para los controles de particulas con 0,1 nmol de hemina en las mismas
condiciones de reaccidon para tres usos consecutivos. Luego de cada uso se
lavaron las particulas magnéticas y se repitid el ensayo. Tras el primer uso se
realizaron dos ensayos en paralelo uno con y otro sin agregado de 0,1 nmol de
hemina, se lavd el sistema, se llevd a cabo la reaccion de peroxidacion
midiendo la sefal y se repitié el ensayo para analizar el tercer uso con y sin
agregado de hemina. En todos los casos se midié absorbancia a 370 nm a los

8 minutos de reaccion.
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Figura 4.10: Sefial de absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de reaccién con
0,1 nmol de B-Dz (blanco) y control hemina 0,1 nmol (gris) en 100 pL de
mezcla de reaccion para tres usos sucesivos del sistema con y sin agregado de
hemina entre usos. Las barras de dispersion corresponden a cuadruplicados.

La intensidad de sefal para B-Dz disminuyd luego de cada uso mientras que
para los controles de hemina se obtuvieron sefiales similares y de baja
intensidad en todos los ensayos. Al comparar las sefales para el primer uso
respecto del segundo se observé que la pérdida fue menor cuando se agregd
hemina. La sefal disminuyé en un 20 % con agregado y en un 60 % sin
agregado de hemina para el segundo uso respecto de la del primero. Esto
indica que se perdié algo de funcionalidad DNAzima luego del primer uso y que
esta se restituy6 parcialmente con el agregado de hemina. Para el tercer uso la
sefial disminuyé en un 77 % respecto del primer uso tanto con cémo sin
agregado de hemina.

Cabe aclarar que las particulas magnéticas no fueron disefiadas para re-usos,
no obstante, al comparar las sefales de los controles de hemina, que
resultaron mantenerse constantes en los ensayos sucesivos se comprobd que
pueden ser lavadas y vueltas a utilizar sin afectar su funcionalidad. En cuanto
al sistema con B-Dz inmovilizada este perdié eficiencia con los usos. La
regeneracion con hemina mejor6 un poco la sefal, pero no se logré
reestablecer con la misma intensidad que para el primer uso.

Son pocos los trabajos publicados que reportan re-usos para DNAzima
inmovilizada por lo que se tienen escasas referencias para comparar con los
resultados obtenidos. Shi et al. 2015'° disefiaron un genosensor electroquimico

para la deteccion de una secuencia sc-ADN especifica relacionada con el virus
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de la hepatitis B. El sistema de biorreconocimiento, una secuencia sc-ADN
sonda capaz de formar DNAzima peroxidasa, se inmovilizé sobre un electrodo
de carbono vitreo modificado con nanoparticulas de oro. Reportaron que tras
utilizar el electrodo y guardarlo por una semana la sefial disminuyé en un 10 %
respecto de la inicial, al volver a utilizarlo. Sun et al. 201920 disefiaron un
aptasensor quimioluminiscente para la deteccién de estreptomicina. El sistema
de biorreconocimiento estaba formado por dos secuencias sc-ADN: el
aptamero de estreptomicina y PS2.M (capaz de funcionar como DNAzima
peroxidasa) e inmovilizado sobre grafeno. Reportaron una disminucion del 7,2
% de la intensidad de sefial luego del reuso del sensor. Dellafiore et al. 201521
analizaron el funcionamiento de la DNAzima peroxidasa inmovilizada sobre
particulas de poliestireno. Reportaron que luego del primer uso, tras separar el
sobrenadante por centrifugaciéon y volver a llevar a cabo la reaccion de
peroxidacion por agregado de hemina, TMB y H202, en el segundo uso la
intensidad de la sefial disminuyé en un 14 % y luego del quinto uso un 33 %.

En este trabajo la disminucion de sefal entre el primer y segundo uso resulté

comparable a la informada en las publicaciones mencionadas.

La estrategia de inmovilizacion de secuencias oligonucleotidicas modificadas
con grupos tiol sobre superficies de oro es una de las mas ampliamente
utilizada. Los enlaces covalentes entre el azufre y el oro permiten la formacion
de monocapas estables de secuencias sc-ADN?22,

Estas modificaciones se comercializan en su forma oxidada, como disulfuro S-
S-C6. Si bien el disulfuro puede interactuar con la superficie de oro, en la
mayoria de los casos, para aumentar la eficiencia de inmovilizacién, se agrega
un agente reductor que rompe el enlace disulfuro y lo transforma en tiol. De
esta forma la secuencia expuesta a la superficie queda inmovilizada por una
interaccion S-Au.

Cabe senalar que una secuencia modificada con S-S-C6 tiene un costo de mas
del doble respecto del de la misma secuencia modificada con biotina. Por este
motivo fue indispensable minimizar las cantidades utilizadas y en consecuencia
los volumenes en los cuales se llevé a cabo la reaccion. Para disminuir los

costos por ensayo se busco una relacién de compromiso donde la cantidad de
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secuencia T-Dz utilizada fuera la minima que permitiera obtener sefiales
diferenciables respecto de las de los controles.

Como ensayo preliminar se analizo, cualitativamente, el cambio de color
resultante luego de llevar a cabo la reaccion de peroxidacion con DNAzima
como catalizador inmovilizada sobre diferentes soportes de oro. Se probaron
superficies de aproximadamente 1 cm? de diferente conformacion y
construccion: oro depositado sobre vidrio por evaporacion, nanoparticulas de
oro de forma y tamafo controlados tanto nanoesferas (de 8 nm y de 19 nm de
diametro) como nanobastones (57 nm x 16 nm) inmovilizadas sobre vidrio2 y
laminas de oro policristalino de alta pureza (99,99 %). En el primer caso, oro
sobre vidrio, no se observé un cambio de color apreciable al llevar a cabo la
reacciéon de peroxidacion. En el caso de las nanoparticulas inmovilizadas si se
observé el viraje de incoloro a celeste para todas las formas y tamanos de
nanoparticulas. En el ultimo caso, oro macizo, se observo un viraje de incoloro
a azul con una mayor intensidad de sefial respecto a los sistemas armados
sobre las otras superficies. En la figura 4.11 se esquematizan los diferentes
soportes de oro y la sefial colorimétrica obtenida a partir de la reaccion en fase

heterogénea sobre cada uno de ellos.

A) ' B) o C) o

|' vidrio | | vidrio I oro

Figura 4.11: A) Oro depositado sobre vidrio por evaporacion. B) Nanoparticulas
de oro depositadas sobre vidrio. C) Lamina de oro policristalino. El color de las
gotas representa la intensidad del color del producto de la reaccién.

En todos los casos, uno de los mayores inconvenientes fue el trabajo con
soluciones sobre superficies planas. Debido a la composicion del medio de
reaccion la tension superficial no resultdé suficiente para mantener una gota
formada en los tiempos necesarios para inmovilizacién y reaccion perdiéndose
parte del liquido y tornandose dificultoso recoger alicuotas para cuantificar el
producto, TMB oxidado. La forma de resolverlo fue modificar las laminas de oro
macizo generando una concavidad de forma tal que pudieran contener 30 pL
de solucion (Ver Capitulo 2 seccion 2.2). Por ser la superficie con la que se

obtuvieron sefiales mas intensas y en la que mejor contenidas quedaban las
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soluciones todos los ensayos se realizaron inmovilizando la secuencia T-Dz
sobre superficies concavas de oro policristalino.

La formacion de monocapas de secuencias T-Dz fue clave para el
funcionamiento del sistema. Existen diversos factores que pueden influir en el
proceso de inmovilizacion y que afectan tanto a la orientacion espacial de las
hebras24 como al grado de cubrimiento superficial?> y a la cinética de formacion
de la monocapa. Para llevar a cabo la reaccién de peroxidacién, es necesario
que las hebras se orienten hacia la soluciéon, quedando disponibles para
interactuar con hemina. Tanto la quimisorcion como la interaccién repulsiva
entre cadenas vecinas son factores a tener en cuenta para llevar a cabo la
inmovilizacion. La quimisorcién esta dada por la interaccion entre los grupos
amina de los nucledtidos y la superficie de oro, provoca que las hebras se
aplanen sobre la superficie y por lo tanto queden menos disponibles hacia la
solucion?6. La interaccion repulsiva entre cadenas vecinas de ADN, se produce
por ser polielectrolitos cargados negativamente. Este efecto impide la
formacion de monocapas ordenadas afectando negativamente a la distribucién
superficial. Una forma de mejorar la distribucién superficial consiste en
inmovilizar sobre la superficie de oro una molécula pequefia que actiue como
agente de bloqueo, por ejemplo 6-mercaptohexanol (MCH). El grupo tiol del
MCH es capaz de desplazar rapidamente adsorbentes inespecificos mas
débiles (como las interacciones N-Au), dejando las secuencias sc-ADN unidas
principalmente a través del extremo tiol. Después del tratamiento con MCH las
secuencias, inicialmente compactas, adquieren una conformacion extendida
hacia la solucion?627. En la figura 4.12 se esquematiza el armado de una
monocapa mixta en dos pasos. En un primer paso se inmoviliza la secuencia
sc-ADN, en concentraciones de orden micromolar, y luego se agrega MCH, en

concentraciones de orden milimolar.

;lL;ﬂL HO, HO HO HO
H ; S - e g H H S s § s § 5 s

Secuencia modificada (tiol) MCH

Figura 4.12: Armado en dos pasos de una monocapa mixta. Inmovilizacion
sobre un soporte de oro de la secuencia sc-ADN modificada con tiol seguida
por la formacion del autoensamblado mixto con mercaptohexanol (MCH).
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La importancia de las concentraciones escogidas radica en que permiten
controlar la cantidad de oligonucleétido efectivamente inmovilizado?®. Este
proceso de dos pasos para la formacién de monocapas mixtas oligonucleotido /
MCH permite eliminar oligonucleétido adsorbido no especificamente y generar
monocapas mas estables e incrementar la orientacion de las secuencias sc-
ADN hacia la solucion?? favoreciendo una capa superficial mas ordenada’.

Otro factor que puede afectar a la disponibilidad de las secuencias es el grado
de cubrimiento superficial. Se ha reportado®® que si la interaccién S-Au se
produce a través de grupos tiol (-S) en vez de disulfuro (-S-S-) la densidad
superficial podria aumentar hasta el doble. Por otro lado, si la densidad
superficial es muy grande la repulsidon electroestatica podria interferir en los
cambios estructurales para la formacién de estructuras secundarias, como por
ejemplo los cuartetos de G3'. Siendo tan importante el grado de cubrimiento
superficial resulté imprescindible analizar el efecto de la reduccion del disulfuro
a tiol previo a la inmovilizacion. Para llevar a cabo la reduccién se utilizo tris(2-
carboxietil) fosfina (TCEP). Este reductor tiene la ventaja de que no se adsorbe
sobre la superficie de oro y por lo tanto no es necesario eliminarlo de la
solucion. En la figura 4.13 se esquematiza la reaccion de reduccion altamente

selectiva para disulfuros32.

o TCEP o]
'3 WO-F":}PW‘/‘S-SWOH - .3 WWNO-PJ\(;PW‘/‘SH + HSWVOH

Figura 4.13: Reaccion de reduccion de la modificacion disulfuro en el extremo
5" de la secuencia T-Dz con TCEP. Como productos se obtienen la secuencia
sc-ADN modificada con tiol en el extremo 5" y MCH.

Al igual que lo descrito en el apartado anterior, se realizaron ensayos
exploratorios para analizar las mejores condiciones tanto para la inmovilizacion
como para la activacion de la funcion DNAzima peroxidasa en fase
heterogénea sobre superficies de oro de la secuencia T-Dz; con el objetivo de

obtener sefiales significativas y reproducibles.
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4.3.1 Ensayos exploratorios

Se determiné el tiempo de interaccion entre la secuencia T-Dz y la superficie de
oro necesario para la inmovilizacién. Para ello se pusieron en contacto
soluciones de T-Dz con las superficies de oro y se dejaron en contacto por
diferentes periodos de tiempo. En la figura 4.14 se muestra la sefal obtenida a
diferentes tiempos de reaccion para tres tiempos de inmovilizacion: 30, 60 y
120 minutos repitiendo cada ensayo por duplicado. En el inserto se detalla la
relacion entre las sefiales obtenidas a los 8 minutos de reaccién y el tiempo de
interaccion. Sobre 6 soportes se colocd 20 uL de solucion conteniendo 0,12
nmol de secuencia T-Dz. Luego del tiempo de interaccion se lavd el sistema
para eliminar el exceso de secuencia no inmovilizada y se agregd hemina para
permitir la formacion de DNAzima. Por ultimo, se agregé mezcla de reaccion
conteniendo TMB y H202. Se realiz6 el mismo tratamiento sobre soportes de

oro en ausencia de secuencia T-Dz, a modo de control.
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Figura 4.14: Sefal de absorbancia a 370 nm en funcion del tiempo de
reaccion. Obtenido a partir de la interaccién entre 0,12 nmol de T-Dz y la
superficie de oro para cuatro tiempos de inmovilizacién: 30 minutos (cuadrado
gris claro), 60 minutos (rombo gris oscuro), 120 minutos (circulo negro), control
(triangulo blanco). Inserto: sefial de absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de
reaccion en funcion del tiempo de inmovilizacion.

A mayor tiempo de inmovilizacion mas intensa resulté la sefal. Dado que la
sefal observada proviene de la T-DZ inmovilizada, se evidencié la dependencia

directa entre el cubrimiento superficial y el tiempo de interaccion. En el mismo
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sentido, a mayor tiempo de reaccién mas intensa resulto la sefial medida. Para
no alargar los tiempos de ensayo se decidié usar tiempo de inmovilizacion de
120 minutos y tiempo de reaccion de 8 minutos porque en estas condiciones la
senal en presencia de T-Dz puede diferenciarse bien de la de los controles.
Como se menciond anteriormente, una monocapa mas estable y ordenada
podria afectar positivamente al funcionamiento del sistema. Para comprobarlo
se estudio el efecto de la inmovilizacion de MCH asi como también el de la
reduccién del disulfuro con TCEP previa a la inmovilizacion. Se analizé el
efecto de cada factor por separado en pos de hallar las condiciones para las
cuales la sefial de absorbancia resultante de la oxidacién de TMB fuera la
mayor posible.

Se probdé inmovilizar T-DZ directamente sobre oro, inmovilizar T-DZ y luego
MCH, reducir T-DZ a tiol para luego inmovilizarlo sobre oro y por ultimo reducir
T-DZ a tiol e inmovilizar y luego agregar MCH. También se realiz6 un ensayo
control, en ausencia de secuencia T-Dz. A continuacion, se detallan cada uno

de los cuatro ensayos de inmovilizacién y el control.

A. Inmovilizacién directa de la secuencia T-Dz sobre oro (por interaccion
disulfuro-oro). “T-Dz”

B. Reduccién del disulfuro de la secuencia T-Dz a tiol por reacciéon con
TCEP en solucién. Seguido de la inmovilizacion (por interaccion tiol-oro).
“TCEP/T-Dz

C. Inmovilizacién directa de la secuencia T-Dz (por interaccion disulfuro-
oro). Seguida de la inmovilizacion de MCH para la formacion de una
monocapa autoensamblada mixta. “T-Dz/MCH”

D. Reduccion del disulfuro de la secuencia T-Dz a tiol por reaccion con
TCEP en solucion. Seguido de la inmovilizacion (por interaccion tiol-oro).
Finalmente, inmovilizacién de MCH para la formacion de una monocapa
autoensamblada mixta. “TCEP/T-Dz/MCH?”

E. MCH inmovilizado sobre la superficie de oro. “control”

En la figura 4.15 se esquematiza la configuracion tedrica que adquiriria la

superficie en cada uno de los ensayos realizados.
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A) INMOVILIZACION B) REDUCCION - INMOVILIZACION
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Figura 4.15: Esquema de las cuatro condiciones de inmovilizacion y del control
(sin secuencia T-Dz). A) secuencia T-Dz, B) secuencia T-Dz luego de la
reduccion del disulfuro TCEP/T-Dz, C) inmovilizacion T-Dz seguida de MCH T-
Dz/MCH, D) inmovilizacion T-Dz luego de la reduccion del disulfuro y seguida
de inmovilizacion de MCH TCEP/T-Dz/MCH y E) ensayo control: inmovilizacién
de MCH.

Se tomaron cuatro alicuotas de 20 uL conteniendo 0,12 nmol T-Dz cada una. A
dos de esas alicuotas se las dejo tal cual y sobre las otras dos se agregé TCEP
y se llevé a cabo la reduccion del disulfuro a tiol. Cada una de las cuatro
alicuotas se colocé sobre una superficie concava de oro por 2 h para llevar a
cabo la inmovilizacién. De este modo se obtuvieron dos ensayos donde la
secuencia T-Dz se inmovilizé sobre oro a través del grupo funcional disulfuro
(figura 4.15 A) y C)) y otros dos donde la secuencia T-Dz reducida se
inmovilizé sobre oro a través del grupo funcional tiol (figura 4.15 B) y D)). Se
lavaron todas las superficies para eliminar el exceso de secuencia no
inmovilizada. Sobre una de las superficies conteniendo disulfuro-oro (figura
4.15 C)) y sobre otra tiol-oro (figura 4.15 D)) se agreg6 MCH de modo de
permitir la formacion del autoensamblado mixto y se dejo inmovilizar por 30
minutos, luego se lavé para eliminar el exceso. Sobre todas las superficies se
agregd hemina para activar la funcionalidad DNAzima y se lavé para eliminar el
exceso. Se agrego la mezcla de reactivos conteniendo TMB y H202 y se midio
la senal de absorbancia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se

comparé contra controles que se llevaron a cabo de igual forma, pero sin
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agregado de secuencia T-Dz (figura 4.15 E)). En la figura 4.16 se muestran
las sefales medidas por absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de reaccién

para cada una de las condiciones estudiadas.
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Figura 4.16: Comparacion de las sefiales de absorbancia a 370 nm a los 8
minutos de reaccion para distintas condiciones de inmovilizacién de 0,12 nmol
de T-Dz: sobre oro (T-Dz), inmovilizacion con MCH (T-Dz/MCH) reduccién
previa a la inmovilizacion (TCEP/T-Dz), reduccion previa a la inmovilizacion y
posterior inmovilizacion de MCH (TCEP/T-Dz/MCH). Control sin secuencia T-
Dz. Las barras de dispersion corresponden a triplicados.

La sefial del control resulté ser bastante intensa en comparacion con las de los
otros ensayos, de hecho, no pudo diferenciarse de la sefial obtenida para los
ensayos con T-Dz inmovilizada directamente sobre oro. Al agregar MCH la
sefal aumentd muy poco, el ordenamiento de las hebras debido a la capa
mixta no produjo una mejora importante en las condiciones para la reaccién de
peroxidacion. La reduccion del disulfuro a tiol (con TCEP) favorecié a la
reaccion, se observd una mayor intensidad de senal. Como se discutio
previamente la inmovilizacion a través de grupos tiol en lugar de disulfuro
aumenta el cubrimiento superficial, al haber mas hebras disponibles hay mas
DNAzima disponible y por lo tanto la sefal resulta mas intensa. Pero la sefial
mas intensa se obtuvo para el sistema con T-DZ previamente reducido y con
inmovilizacion de MCH. La inmovilizacién a través de grupos tiol y la formacion
de una monocapa mixta ordenada fueron claves para lograr un incremento de
la sefal. La dispersion de los replicados resulté bastante grande, posiblemente

debido a la baja uniformidad de las superficies de oro utilizadas sumada a la
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dispersion de la reaccion de peroxidacion per se, que resulté aproximadamente
del 10 % (ver Capitulo 3).

A partir de estos resultados se decidié realizar los siguientes ensayos
reduciendo el disulfuro T-Dz previo a la inmovilizacion y con agregado de MCH.
Con estos pasos operativos extra se obtuvieron sefiales mas intensas y
distinguibles de los controles, aunque con la desventaja de que se incrementé

el tiempo por ensayo.

4.3.2 Relacion entre la cantidad de secuencia T-Dz inmovilizada y la

intensidad de senal

Se analizé la intensidad de sefal para cantidades crecientes de T-Dz 0,06
nmol, 0,1 nmol, 0,25 nmol y 0,5 nmol. Se realizé la reduccion con TCEP,
seguida de la inmovilizaciéon por 2 h y agregado de MCH para formar la capa
autoensamblada mixta. Luego de 30 minutos de exposicion al MCH se agrego
hemina y se llevd a cabo la reaccion de peroxidacién por agregado de TMB y
H202. Se midi6 absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de reaccién. A los
controles se les realizd el mismo tratamiento en ausencia de secuencia T-Dz
pero agregando 0,06 nmol y 0,5 nmol de hemina respectivamente. En la figura
4.17 se muestra la relacion entre la cantidad de T-Dz expuesta a la superficie
de oro y la sefial de absorbancia medida. Cada ensayo se realizd por

cuadruplicado.
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Figura 4.17: Relacion entre la sefial de absorbancia a 370 nm y la cantidad de
T-Dz (rombos negros). Se obtuvo una relacion lineal dada por: A: 3,5512
(moles T-Dz) + 0,5933 (R2: 0,9840). Controles con 0,06 nmol y 0,5 nmol de
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hemina respectivamente (cuadrados grises). Tiempo de reaccion 8 minutos.
Las barras de dispersién corresponden a triplicados.

La intensidad de senal resultd proporcional a la cantidad de DNAzima
agregada. Es decir que, al igual que en el caso de las particulas magnéticas, la
DNAzima inmovilizada conservo su funcion como peroxidasa. La intensidad de
sefal correspondiente a los controles de hemina resultd menor que la obtenida
para igual concentracion de T-Dz y la diferencia entre ambas sefales se fue
incrementando al aumentar la concentraciéon de T-Dz.

Al comparar estos resultados con la curva de concentracion de B-Dz se
observd que, en el caso de la superficie de oro, las senales resultaron menos
intensas para cantidades agregadas de T-Dz iguales o mayores a las de B-Dz.
Esto puede explicarse teniendo en cuenta en el cubrimiento superficial. Segun
Steel et al. 2000 y Levicky et al. 1998 el cubrimiento promedio de secuencias
de sc-ADN de 19 bases modificadas con disulfuro sobre una superficie de oro
en un tiempo de inmovilizacién de 2 h y agregado de MCH 1mM resulta en
aproximadamente 0,02 nmol oligonucleétido/cm? 2627, | os soportes de oro
utilizados para llevar a cabo la inmovilizacion tienen una superficie de
aproximadamente 1 cm?2, por lo tanto, con 0,02 nmol de T-Dz seria suficiente
para lograr el cubrimiento maximo. Sin embargo en el ensayo anterior se
agregaron entre 0,06 nmol y 0,5 nmol y se observd un incremento de sefal lo
que sugiere que no se inmovilizé la cantidad total de T-Dz agregada sino que
se requiere un exceso respecto de la cantidad tedrica necesaria para generar el

maximo cubrimiento superficial33.

4.3.3 Reuso del sistema

De la misma forma que para B-Dz inmovilizada sobre particulas magnéticas se
analizé el reuso de la secuencia T-Dz inmovilizada sobre oro. Se probaron las
dos condiciones, regenerar el sistema por agregado de hemina para permitir la
activacion de la DNAzima luego de cada uso y no regenerar el sistema
suponiendo que la estructura cuartetos de G y la funcionalidad DNAzima no se
vieron afectadas luego del uso.

Se realiz6 el primer ensayo en las condiciones mencionadas en el apartado
4.3.2 sobre alicuotas conteniendo 0,12 nmol T-Dz cada una. Luego de la

inmovilizacion de la secuencia reducida se inmoviliz6 MCH sobre la superficie
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de oro, se agregd hemina para activar la funcionalidad DNAzima y se lavé para
eliminar el exceso. Se agregd la mezcla de reactivos conteniendo TMB y H202
y se midié la sefial de absorbancia. Este procedimiento se realizé6 sobre 4
superficies concavas de oro y a cada una se le realizé un control sin agregado
de T-Dz. Se estudio el re-uso del sistema luego de finalizado el primer ensayo y
nuevamente luego del segundo ensayo. Luego de medir la sefal todas las
superficies se lavaron, a dos se les agregé hemina y dos se las dej6 tal cual.
Se volvié a llevar a cabo la reaccion de peroxidacion y medicion de la sefal.
Por ultimo, se lavaron las superficies y se volvio a repetir por tercera vez el
ensayo de reuso. En todos los casos se midi6 absorbancia a 370 nm a los 8

minutos de reaccidn. Los resultados se muestran en la figura 4.18.
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Figura 4.18: Intensidad sefial de absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de
reaccion con 0,12 nmol de T-Dz (blanco) y control hemina 0,12 nmol (gris) en
20 uL de mezcla de reaccidon para tres usos sucesivos del sistema con y sin
agregado de hemina entre usos. Las barras de dispersién error corresponden a
cuadruplicados.

Se pudo confirmar la factibilidad del reuso del sistema formado por la
secuencia T-Dz inmovilizada sobre oro como catalizador de la reaccién de
peroxidacion. El agregado de hemina, es decir la reactivacion de la DNAzima,
fue indispensable para recuperar la sefal. Esto se evidencié en la senal
considerablemente mayor respecto a la de los ensayos donde no se agregd
hemina. Para los ensayos de segundo uso en los se llevd a cabo la
reactivacion la sefial resultd ser un 90 % respecto de la inicial en cambio en los

que no se llevd a cabo la reactivacion las sefales resultaron aproximadamente
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de la mitad de las iniciales. Para el tercer uso la sefial resultdé ser
aproximadamente la mitad de la inicial a pesar de que también se llevo a cabo
la reactivacién con hemina. En todos los casos la senal pudo distinguirse de la
de los controles, cabe sefialar que la sefal de los controles no fue idéntica para

todos los ensayos, sino que se observo una variabilidad entre ellas.

En esta seccién se discuten las principales caracteristicas de ambos soportes
en base a los resultados de los ensayos mostrados anteriormente. Se ponderé
a las mas adecuadas para el armado de una capa de biorreconocimiento y para
el funcionamiento de la DNAzima inmovilizada.

Las particulas magnéticas ocupan poco volumen y son facilmente adaptables
para el trabajo en recipientes pequefios. La inmovilizacion de la secuencia B-
Dz result6 sencilla de llevar a cabo y muy estable. La separacion magnética fue
sumamente practica para realizar los lavados y mediciones de absorbancia. La
principal desventaja de este soporte radica en que no es posible controlar la
cantidad de particulas que se toman en cada alicuota de la suspension.
También se observé algo de aglomeracién de particulas y pérdida de masa tras
varios lavados sucesivos. Esto, sumado a la variabilidad de la reaccion de
peroxidacion ya observada en los ensayos en solucion incrementa la dispersion
de la sefal medida.

El oro policristalino aport6 un soporte sencillo, robusto y reutilizable. La
inmovilizacion de la secuencia T-Dz, asi como los lavados y mediciones de
absorbancia resultaron sencillos de llevar a cabo. Se comprobd que para
maximizar la intensidad de sefial es necesario reducir el disulfuro de T-Dz
antes de la inmovilizaciéon y agregar MCH para favorecer el orden de la capa
autoensamblada. Esto favorece a la reaccion de peroxidacion, pero con la
desventaja de que se incrementa el tiempo de preparacion del soporte. No
pudo asegurarse homogeneidad entre las superficies utilizadas por ser de
fabricacion rudimentaria, es decir, no pudo asegurarse homogeneidad en el
tamafo, geometria y rugosidad de las superficies. La dispersién de los
resultados resultdé bastante alta, sin embargo, fue posible comparar entre

ensayos independientes, realizados sobre diferentes superficies de oro.
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Otro factor de relevancia para el analisis de las sefiales fueron los ensayos
control, aquellos en los que se puso en contacto el soporte con hemina, pero
en ausencia de secuencia sc-ADN. En ambos casos la sefial del control
representd menos del 20 % respecto a la sefal a partir de la reaccién de
peroxidacion catalizada con DNAzima inmovilizada y este porcentaje disminuyd
para tiempos de reaccidon mayores a 8 minutos. Este valor resulté comparable
con los publicados en otros trabajos similares con DNAzima inmovilizada sobre
diferentes materiales®.

Para ambos soportes la sefial aumenté de forma lineal con la concentracion de
Dz agregada, pero en el caso de las particulas magnéticas la curva resultd mas
sensible. La intensidad de sefial obtenida a partir de la reaccion con T-Dz
inmovilizada sobre oro resultdé menor que la intensidad de sefal para la misma
cantidad de B-Dz inmovilizada sobre particulas magnéticas. La eficiencia de
inmovilizacion fue menor sobre oro, fue necesario agregar mas cantidad de
secuencia para tener sefiales del mismo orden que con B-Dz.

Respecto al re-uso, para ambos sistemas se observd que la intensidad de
sefal resultdé mayor cuando se incorpora una etapa de reactivacion de la
DNAzima por agregado de hemina. En estas condiciones para el sistema
soportado sobre particulas magnéticas la senal fue del 80 % respecto del
primer uso y para el sistema soportado sobre oro del 90 % siendo resultados
comparables con los publicados en bibliografia2’. En cuanto al tercer uso para
ambos sistemas se perdid mas del 50 % de la senal tanto con como sin
reactivacion de la DNAzima. La dispersién de los valores de sefial medida fue
de alrededor del 10 %. En cuanto a la dispersion entre las intensidades de
sefial para los controles resultd menor para el sistema inmovilizado sobre
particulas magnéticas que sobre oro, lo que muestra que este ultimo es un
sistema menos reproducible.

Ambos soportes presentaron ventajas y desventajas, y mostraron ser utiles
para llevar a cabo la reacciéon de peroxidacion catalizada por DNAzima en fase
heterogénea.

Tanto las particulas magnéticas como el oro policristalino podrian funcionar
como soporte para la fase de reconocimiento con DNAzima como generadora
de sefal aplicable a genosensores. El sistema inmovilizado sobre particulas

magnéticas demostré una menor variabilidad en la sefal, mayor versatilidad,
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mayor sensibilidad de la curva de concentracién y menor tiempo por ensayo,
ademas la secuencia B-Dz resulta menos costosa que T-Dz, por lo que se
eligieron las particulas magnéticas como soporte para continuar con el analisis

de funcionamiento de la capa de biorreconocimiento.
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Capitulo 5 — Sistema de biorreconocimiento

En este capitulo se analiza el funcionamiento de una capa de
biorreconocimiento aplicable a genosensores con deteccidén colorimétrica. La
misma consiste en una secuencia sc-ADN “sonda” capaz de reconocer
especificamente, por afinidad, a la secuencia sc-ADN “analito”. La secuencia
de la sonda incluye al segmento PW717 que se activa como DNAzima
peroxidasa al producirse el evento de reconocimiento.

Los genosensores que utilizan DNAzima como generadora de senal son
relativamente novedosos, comenzaron a desarrollarse hace menos de 15 afos,
y aun se encuentran en etapa de investigacion’2. Su principio de
funcionamiento esta inspirado en los ensayos de tipo ELISA y en algunos
inmunosensores, en particular aquellos que utilizan anticuerpos acoplados a la
enzima horseradish peroxidasa (HRP) como elemento de sefalizacién3-5,
(Capitulo 1). A diferencia de las proteinas, la DNAzima puede estar incluida
dentro de la secuencia sonda. Es decir, el elemento de biorreconocimiento se
encuentra en la misma sonda, sin necesidad de acoplarlo en un paso previo.
Esto es una ventaja porque simplifica y da versatilidad al disefio del sensor &7.
En bibliografia se describen dos estrategias para la generaciéon de sefial en
genosensores que utilizan DNAzima peroxidasa. Ambas estrategias,
esquematizadas en la figura 5.1, buscan evitar la formacion de estructuras
cuartetos de G en ausencia de secuencia analito. La primera, figura 5.1 A,
consiste en comenzar el ensayo con la secuencia sonda en estructura
horquilla, tras el reconocimiento del analito (segmento verde) la secuencia
sonda sufre un cambio conformacional permitiendo la formacién de cuartetos
de G (formados entre los segmentos azul y marrén) y dando lugar a la reaccién
de peroxidacion'-8-12, La segunda estrategia, figura 5.1 B, consiste en dividir la
secuencia sonda en dos fragmentos (segmentos rojo y gris). Estos fragmentos
tienen la particularidad de que al acoplarse dan lugar a la secuencia PW17 con
alta afinidad por hemina. Con los fragmentos separados resulta poco favorable

la formacién de cuartetos de G'3. Tras el reconocimiento del analito (segmento

139



Capitulo 5 — Sistema de biorreconocimiento

negro), por interaccién entre zonas complementarias, se obtiene una
configuracién que favorece la formacion de la estructura cuartetos de G y la

reaccion de peroxidacion'4-16,

sustrato
A analito H20,

s sustrato oxidado
N H,0
hemina
L3

sonda
estructura horguilla

Figura inspirada en el trabajo de Xiao et al. (2004)
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+
&_\h H20;
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{ ). W —= .3
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81 52

Fragmentos sonda

Figura inspirada en el trabajo de Li et al. (2007)

Figura 5.1: Esquema de las estrategias utilizadas para favorecer la reaccién de
peroxidacion en presencia de secuencia analito. A) Inicialmente la sonda se
encuentra en estructura horquilla. Al reconocer al analito (segmento verde) se
produce un cambio conformacional dejando expuesto el segmento de la sonda
de secuencia PW17 que da lugar a la formacion de cuarteto de G (segmentos
azul y marrén) y a la reaccion de peroxidacion'0. B) El analito (segmento negro)
es complementario de dos fragmentos sonda independientes (segmentos rojo y
gris). Luego del reconocimiento estos fragmentos forman estructura cuartetos
de G que da lugar a la reaccion de peroxidacion?s.

Esta tesis doctoral se bas6 en la primera estrategia. La secuencia utilizada
como analito consta de un segmento de 30 bases perteneciente a la secuencia
oligonucleotidica de 99 bases que codifica a2-gliadina'”, una proteina de trigo
que afecta la salud de las personas celiacas'8. La eleccion de este segmento
no responde a un problema analitico en particular, sino que se tom6 a modo de
prueba de funcionamiento del sistema. La sonda consta de 59 bases con dos
segmentos de 8 bases autocomplementarias. En la figura 5.2 se esquematiza
la sonda y su funcionamiento. En ausencia de analito la sonda adquiere
estructura de horquilla (stem-loop) sin actividad peroxidasa. En contacto con el

analito (segmento verde) se produce la hibridacion con el segmento de 30
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bases de sonda complementario (en rojo), desplazando por diferencia de
afinidad a la estructura horquilla y dando lugar a la formacion de estructura
cuartetos de G. En presencia de hemina, peroxido de hidrogeno y TMB, se

produce la reaccion de peroxidacion generandose una sefal colorimétrica.
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5-CCGCCCTA |TAGT TGC GGC TGC GGA TATGGT AGT TGC GG|T'I_I_I' GGG JAG GGC GGG TTG GG 3

| 8 bases complementarias | | 8 bases complementarias |

Secuencia sonda 59 bases

5- CCG CAACTA CCATAT CCG CAG CCG CAACTA- ¥

Secuencia analito 30 bases

Figura 5.2: Esquema del reconocimiento sonda-analito. En ausencia de
secuencia analito la sonda adquiere estructura horquilla, sin actividad
peroxidasa. Al producirse el reconocimiento sonda-analito ocurre un cambio
conformacional en la sonda que permite la activacion de la funcionalidad
peroxidasa y la generacion de sefal. Se detalla la composicion de las
secuencias sonda y analito.

En la secuencia sonda se distinguen distintos segmentos. Los dos subrayados
y en azul y gris respectivamente (que constan de 8 bases) son
complementarios entre si y permiten la formacién de la estructura horquilla. El
segmento central, de color rojo, (30 bases) es complementario a la secuencia
analito. El segmento de 17 bases mas cercano al extremo 3°, en color gris, es

la secuencia PW17, generadora de sefial.
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Adicionalmente la sonda tiene una modificacién biotina en el extremo 5° lo que
permite realizar ensayos tanto en solucion como en fase heterogénea,
inmovilizada sobre particulas magnéticas recubiertas con estreptavidina.

Los objetivos especificos desarrollados en este capitulo consisten en analizar el
funcionamiento de la secuencia sonda como elemento de biorreconocimiento a
partir de la sefial obtenida tanto en ausencia como en presencia de diferentes
concentraciones de secuencia analito:

1. en fase homogénea (en solucién), y

2. en fase heterogénea, inmovilizada sobre particulas magnéticas.

En los capitulos anteriores se analizaron diferentes variables que afectan a la
reacciéon de peroxidacion catalizada por la DNAzima de secuencia PW17 tanto
en solucibn como inmovilizada. Los resultados obtenidos permitieron
determinar condiciones adecuadas para llevar a cabo esta reaccion. Tomando
como base dichos resultados, en esta seccion se describe el analisis de las
condiciones para el reconocimiento sonda-analito y la generacion de senal. Se
decidi6 comenzar por el reconocimiento en fase homogénea, por ser un
sistema menos complejo que no involucra superficies, de forma de disminuir la
cantidad de factores que pudieran afectar tanto al reconocimiento como a la
generacion de senal. Como ensayo exploratorio del funcionamiento de la
reaccion de biorreconocimiento en fase homogénea se llevé a cabo la reaccion
de peroxidacion para: sonda en ausencia de secuencia analito, mezcla de
secuencias sonda-analito, incubadas en proporciones 1:1 y 1:10, secuencia
PW17 (Dz) (sin ser parte de la secuencia sonda) y hemina libre. Estos dos
ultimos ensayos (Dz sin ser parte de la sonda y hemina libre) se realizaron
como referencia y a modo de control por ser ya conocida su respuesta (ver
Capitulo 3).

En la figura 5.3 se muestran las sefiales obtenidas para los distintos sistemas
analizados: hemina libre 1 yM, sonda 1 yM en ausencia de secuencia analito,
sonda 1 uyM incubada con soluciones 1 yM y 10 uM de analito respectivamente
y Dz 1 yM. La incubacion se llevé a cabo por 48 h a temperatura ambiente con

concentraciéon de Mg*2 10 mM™°. En todos los casos se agregé hemina, TMB y

142



Capitulo 5 — Sistema de biorreconocimiento

H202, se llevdé a cabo la reaccién de peroxidacion y a los 10 minutos se

determind la absorbancia a 370 nm.
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Figura 5.3: Comparacion de la senal de peroxidacion a los 10 minutos de
reaccion para distintos sistemas. Hemina libre 1 yM (control Hm), sonda en
ausencia de analito (s), sonda 1 uM en presencia de analito 1 uM relacién s-a
(1:1), sonda 1 pM en presencia de analito 10 yM relacion s-a (1:10), DNAzima
1 uM en solucion (Dz).

La baja intensidad de sefal obtenida a partir del control hemina respecto de las
de las otras construcciones (10 % respecto de la sefial de DNAzima en
solucion) ratifica las observaciones discutidas en el Capitulo 3, la catalisis por
hemina libre no afecta significativamente a la sefal obtenida con DNAzima. El
ensayo con Dz, es decir la secuencia PW17 en presencia de hemina, dio la
sefal mas intensa, lo que era de esperar por ser catalizador de la reaccion de
peroxidacion.

Para el funcionamiento de un biosensor es deseable que la intensidad de sefal
aumente con la concentracién de analito y sea lo mas baja posible en ausencia
del mismo. En la figura 5.3 se puede observar el incremento de intensidad de
sefal al aumentar la concentraciéon de analito de 1 yM a 10 yM, sugiriendo que
en presencia de analito la sonda es capaz de reconocerlo, desarmar la
estructura horquilla y formar estructura DNAzima. Sin embargo, la sefial en

ausencia de analito (sistema sonda) resultdé ser mayor de lo esperado,
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alrededor del 60 % respecto de la sefal del sistema Dz, lo que evidencia que
no toda la secuencia formé estructura horquilla, sino que una parte sufrié un
cambio conformacional adquiriendo estructura cuarteto de G y activando la
funcionalidad DNAzima. Este es un problema comun en las construcciones con
DNAzima peroxidasa. Se han reportado diferentes estrategias para disminuir la
sefal del sistema en ausencia de analito como, por ejemplo: el rediseio de las
secuencias, de forma de bloquear la formacion de la DNAzima, o el agregado
de reactivos supresores de la actividad de la hemina81520, Esto ultimo no aplica
al sistema discutido ya que, como se menciono antes, la sefial obtenida a partir
de hemina libre resultdé muy poco intensa. En cuanto al redisefio de la
secuencia, implica altos costos y mayores tiempos porque habria que comprar
las nuevas secuencias y realizar los ensayos de prueba de funcionamiento. Por
estos motivos es que no se optd por redisenar la sonda, quedando como
pendiente para futuros trabajos. En este trabajo se buscd maximizar la sefial de
reconocimiento sonda-analito minimizando la sefial en ausencia de analito a
partir de las condiciones de reaccidon, tales como tiempo de reaccion de
peroxidacién, tiempo de incubacién, concentracion de ion magnesio (Mg*?) y

temperatura de incubacion.

5.2.1 Tiempo de reaccion de peroxidacion

Tanto para el reconocimiento sonda-analito, como para sonda en ausencia de
analito se llevd a cabo la reaccion de peroxidacion midiendo absorbancia a 370
nma los 2, 5,10 y 15 minutos. Como control se repitié el ensayo en ausencia
de sonda y de analito. En la figura 5.4 se muestra la evolucion de la sefal de
peroxidacion para el sistema sonda 1 uM en ausencia de analito, para el
sistema sonda 1 pM en presencia de analito 10 yM “s-a” (1:10) y para el control
con hemina 1 yM. La incubacién se llevdo a cabo por 48 h a temperatura
ambiente con concentracion de Mg*2 10 mM (los tres ensayos fueron

mostrados en la figura 5.3).
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Figura 5.4: Evolucion de la sefial con el tiempo de peroxidacion para los
sistemas sonda en ausencia de analito 1 uyM, sonda-analito 1 uM:10 uM (s-a
1:10) y control hemina, en ausencia de sonda y analito.

El control con hemina presentd una sefal de intensidad baja y constante en el
tiempo de reaccién. Para la sonda tanto en presencia como en ausencia de
analito las sefiales aumentaron con el tiempo de reaccion, siendo mas intensas
para el primer caso. Se buscaron las condiciones en las que fuera posible
detectar analito en el menor tiempo de ensayo posible. A tiempos cortos,
menores a 5 minutos, las diferencias entre las sefiales de sonda-analito con la
de sonda resultaron muy pequefias. A partir de los 5 minutos de reaccion esta
diferencia se incremento, pero muy gradualmente. A partir de estos resultados
se decidio realizar las mediciones posteriores a tiempos de reaccién entre 5 y

10 minutos.

5.2.2 Tiempo de incubaciéon

Para los ensayos preliminares el tiempo de incubacion sonda-analito fue de 48
h, lo cual es demasiado para una capa de biorreconocimiento compatible con
un genosensor. De todas maneras, se utilizé este tiempo para realizar analisis
exploratorios de modo de asegurar que ocurrieran todos los cambios
conformacionales necesarios, por tratarse de un sistema mas complejo que en
los ensayos anteriores (Capitulos 3 y 4). Luego se analizaron las sefiales
obtenidas para tiempos de incubacién mas cortos de forma de determinar
cuanto es posible reducir el tiempo de incubacion. Los resultados de este
ensayo se muestran en la figura 5.5, donde se comparan tres tiempos de

incubacion 1, 24 y 48 h. Cada ensayo se llevo a cabo de manera independiente
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por triplicado utilizando una concentracién de ion Mg*2 10 mM. Se utilizaron
concentraciones de las secuencias sonda y analito 1 uM y 1 uM (s:a 1:1)
respectivamente y se realizaron paralelamente ensayos control con sonda 1 uM
(s) en ausencia de analito. Se llevé a cabo la reaccidon de peroxidacion y se
determind la sefial a los 10 minutos de reaccion.

Para tener independencia de la variabilidad de la sefial de sonda en ausencia
de analito se calculo la “sefial corregida” como la resta entre la absorbancia a
370 nm de sonda en presencia de analito (A(s:a) 1:1) y la absorbancia a 370

nm de sonda (A(s)) dividido por la absorbancia a 370 nm de la sonda (A(s)).

(A(s-a)-A(s))/A(s) 370 nm

0 T
1 24 48

tiempo de incubacion (h)

Figura 5.5: Sefial corregida para distintos tiempos de incubacion 1, 24 y 48 h
respectivamente. Las barras de dispersion corresponden a triplicados

Los resultados mostrados en la figura 5.5 sugieren que el tiempo de
incubacion afecta a la intensidad de sefial, a mayor tiempo de incubacion
mayor resulté la sefal corregida. También se observé que la dispersién en los
resultados para cada ensayo es muy grande.

Con 1 h de incubacion se obtuvieron diferencias de sefal bastante menores,
alrededor del 50 % respecto de los ensayos con 24 h de incubacion. A pesar de
esto y de la gran variabilidad de los resultados fue posible distinguir la
presencia o ausencia de sonda.

Dado que los tiempos largos de ensayo son inaceptables para el
funcionamiento de una capa de biorreconocimiento (potencialmente aplicable a
situaciones reales), se opt6 por realizar las incubaciones por 1 h. De esta forma

se buscd acotar el tiempo total de ensayo.
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En los siguientes ensayos se analizaron distintas condiciones de reaccién con
el objetivo de establecer aquellas en que se favorezca el aumento de sefial en

presencia de analito y se desfavorezca en ausencia del mismo.

5.2.3 Concentracion de ion magnesio (Mq*?)

Como se discutio en capitulos anteriores la composicién del medio de reaccion
es uno de los factores mas relevantes para el funcionamiento de la DNAzima
peroxidasa, siendo particularmente importante la concentracion de ion potasio
(K*)2'. Para los sistemas estudiados en este capitulo hay que tener en cuenta
que también son importantes la formacién de la estructura horquilla y el
reconocimiento sonda-analito. En este contexto cobra relevancia la
concentraciéon de cation magnesio (Mg*2). Se ha reportado que este i6n es
fundamental en la solucién de incubacién para la formacién de estructuras ADN
doble cadena?223,

Se analizé6 el efecto de la concentracion de Mg*2 en la reacciéon de
reconocimiento sonda-analito incubada por 1 h a temperatura ambiente. Se
realizaron 7 ensayos por triplicado. En cada uno se incubé sonda con analito
en relacién 1:1 (1 yM) y se comparé con sonda en ausencia de analito en
idénticas condiciones. Las concentraciones de Mg*2 ensayadas fueron 0,1, 5,
20, 30, 50 y 100 mM. Luego de la incubacién se llevo a cabo la reaccion de
peroxidacion por 10 minutos por agregado de hemina, TMB y H202 y se
compararon las sefales independizandolas de las sefales de sonda. Los

resultados se muestran en la figura 5.6.
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Figura 5.6: Sefial corregida para distintas concentraciones de ion magnesio
0,1,5, 20, 30, 50 y 100 mM. Las barras de dispersion corresponden a triplicados
de cada ensayo.

Los resultados confirmaron que la sefial se ve afectada por la concentracion de
Mg*2. El reconocimiento sonda-analito se vio mas favorecido con Mg*2 30 mM,
se obtuvo mayor intensidad de sefial aun teniendo en cuenta la gran dispersion
entre los triplicados. Los siguientes ensayos se llevaron a cabo con esa

concentracion.

5.2.4 Temperatura de incubacion

La temperatura de incubacion adecuada para llevar a cabo la hibridaciéon de un
duplex de oligonucleétidos, por ejemplo, para la técnica de PCR (polymerase
chain reaction), se determina a partir del calculo de melting temperature (Tm).
La Tm es un parametro que indica la temperatura a la cual un duplex de
oligonucledtidos se encuentra 50 % como simple cadena y el otro 50 %
formando doble cadena. Para obtener el valor de Tm se tienen en cuenta
parametros termodinamicos calculados para la secuencia y los publicados para
el vecino mas cercano. La metodologia de calculo esta optimizada para
secuencias lineales?4.

En el caso de este trabajo fue necesario hallar una temperatura de hibridacion
tal que en ausencia de analito los dos segmentos de ocho bases
complementarias hibridicen para formar la estructura horquilla pero que en

ausencia del mismo se favorezca la hibridacién con la secuencia sonda de
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treinta bases. Para calcular las Tm para los oligonucleétidos de ocho bases y
treinta bases respectivamente se utilizé la herramienta “OligoAnalyzer™” 25,
Los resultados obtenidos fueron 43,4°C para la secuencia de ocho bases y
76,7°C para la de 30 bases, si bien estas temperaturas son aproximaciones
calculadas para secuencias lineales libres (y no para segmentos dentro de una
secuencia) sirven como referencia para estimar el rango donde deberia
hallarse la temperatura de incubacion éptima que es intermedia entre esas dos.
Teniendo los valores calculados como referencia, se realizaron ensayos para
determinar la temperatura de hibridacion mas adecuada en funcién del objetivo
propuesto. Se realizaron cinco ensayos a diferentes temperaturas de
incubacién: temperatura ambiente (sin control), 40, 50, 60 y 70°C. Para cada
temperatura de incubacion se calculé la sefal corregida. Cada ensayo se
realizé por triplicado. La incubacién se llevé a cabo controlando la temperatura
elegida mediante un termociclador con concentracion de Mg*? 30 mM durante 1
h. Luego se agregd hemina, se llevd a cabo la reaccién de peroxidacién con

TMB y H202 y se midié absorbancia a 370 nm. Los resultados se muestran en

la figura 5.7.
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Figura 5.7: Sefial corregida para distintas temperaturas de incubacion:
temperatura ambiente (sin ninguna regulacion) 40, 50, 60 y 70°C, las barras de
dispersion corresponden a triplicados de cada ensayo.

Los resultados confirmaron que la temperatura de incubacion afecta a la

intensidad de sefal medida. Se eligié 50°C como temperatura de incubacién
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para los siguientes ensayos por ser la que dio mayor diferencia de sefal para
sonda-analito respecto de analito.

Todos estos ensayos sirvieron para definir las condiciones de reaccion que
maximizan la diferencia de sefal para sonda en presencia de analito respecto a
sonda en ausencia de analito a la vez que controlan el tiempo por ensayo para
gue no se torne demasiado largo. Los ensayos posteriores se llevaron a cabo
utilizando las mejores condiciones obtenidas: tiempo de reaccién 5-10 minutos,
tiempo de incubacion de 1 h, concentracion de i6n Mg*2 30 mM y temperatura
de incubacion 50°C.

El estudio de funcionamiento de la capa de biorreconocimiento se completé con
el analisis de la relacion entre la sefial medida y la cantidad de analito presente
en la muestra?s.

Para poder establecer esta relacién se realizé una curva de concentracién de
analito. La reaccion de peroxidacion se llevd a cabo por 5 minutos y se
determiné la sefial de absorbancia a 370 nm. Cada ensayo se llevd a cabo por
triplicado. En la figura 5.8 se muestra la intensidad de la sefial para las
distintas concentraciones de analito ensayadas: ausencia de analito, 0,1 uM,
0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 10 uM.
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Figura 5.8: Intensidad de senal obtenida para las diferentes concentraciones
de secuencia analito: 0 uM (ausencia de analito), 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM,
10 uM incubada con “sonda” 1 uM. Las barras de dispersion corresponden a
triplicados de cada ensayo.
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En el analisis de los ensayos preliminares (ver figura 5.3) se observo el
aumento de la sefial con la concentracion de analito. Sin embargo, ese analisis
contaba con pocos datos. La curva de concentracion mostrada en la figura 5.8
amplioé el numero de replicados y agregé diferentes concentraciones de analito.
En este caso se observo una variabilidad de sefial muy alta. La diferencia de
sefal entre ensayos resulté muy pequefia en comparacion con la dispersién de
los resultados. En este contexto no fue posible diferenciar la presencia o
ausencia de analito. Por lo tanto, tampoco fue posible establecer una relacion
entre la intensidad de sefal y la concentracion de analito.

A partir de estos resultados se pudo concluir que el sistema tal cual esta
planteado no responde adecuadamente como capa de biorreconocimiento. Es
necesario volver a disefar la secuencia para favorecer la formacién de
estructura horquilla en ausencia de analito y el reconocimiento del mismo, que
de lugar a la formacion de DNAzima peroxidasa, cuando esté presente en la
muestra.

Aun asi se continué con los ensayos para analizar el comportamiento de la

sonda inmovilizada sobre particulas magnéticas.

Para la inmovilizacion se utilizaron las particulas magnéticas funcionalizadas
con estreptavidina, por ser la superficie que mejor funciondé para la reaccion de
peroxidacion catalizada por DNAzima en fase heterogénea, descrito en el
Capitulo 4.

Las condiciones de incubacion elegidas fueron las mismas que para los
ensayos en fase homogénea 1 h a 50°C y concentracion de ion Mg*2 30 mM.
En cada ensayo se compard la sefal obtenida para sonda inmovilizada en
contacto con analito (en relacion 1:1) con la obtenida para sonda inmovilizada
como control de reaccion. En la figura 5.9 se esquematiza la reaccién de
peroxidacion en fase heterogénea junto con el ensayo control. Tanto al ensayo
con analito en solucién (2 uM) como al control se agregd sonda (concentracion
final 2 uM) y se incubd por 1 h a 50°C, luego se agregd hemina para permitir la
formacion de DNAzima. Se mezcld con particulas magnéticas recubiertas con

estreptavidina para llevar a cabo la inmovilizacién. Por ultimo, se llevé a cabo la
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reaccion de peroxidacion por agregado de TMB y H202 y se determind la sefal

de absorbancia.

J, 0 U

Control T™MB
G @ ° H,0,
Secuencia Particulas Reaccion de
Sonda + Hm magnéticas peroxidacion
1) 2) 3)
Secuencia

analito
Figura 5.9: Esquema de reconocimiento sonda-analito sefializada a través de
la reaccion de peroxidacion en fase heterogénea. Ensayos control y con
secuencia analito en paralelo. 1) Agregado de sonda y de hemina para formar
DNAzima. 2) Inmovilizacion sobre particulas magnéticas. 3) Reaccion de
peroxidacion por agregado de TMB y H202.

En la figura 5.10 se muestran los resultados obtenidos para el ensayo en fase

heterogénea. Sonda en comparacion con sonda-analito, ensayo por triplicado.
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Figura 5.10: Ensayo de reconocimiento sonda-analito sefializada a través de la
reaccion de peroxidacion en fase heterogénea. Se compara la intensidad del
ensayo control con el que contiene analito (sonda-analito en proporcion 1:1).

Las barras de dispersién corresponden a triplicados.
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No se observaron diferencias significativas entre los dos ensayos por lo que no
fue posible distinguir la presencia de analito. Esto mismo ocurrié para los
ensayos en fase homogénea, aunque en ese caso las senales de los ensayos
control fueron un poco menores. En la figura 5.11 se comparan los ensayos en
fase homogénea y heterogénea para la sonda en presencia de analito en
relacion 1:1 y para el control en ausencia de analito. Se observd que el
incremento de la sefial en presencia de analito fue mayor en fase homogénea,
aunque no suficiente para poder asegurar presencia de analito debido a la alta

dispersion de las sefales medidas.
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Figura 5.11: Incremento de sefial para el ensayo de reconocimiento sonda-
analito (1:1) (gris) respecto de la senal del ensayo control, con sonda sola
(blanco). Comparacion de resultados en fase homogénea y heterogénea. Las
barras de dispersion corresponden a triplicados.

A pesar de haber realizado los ensayos con las condiciones optimizadas no fue
posible diferenciar la sefial en presencia o ausencia de analito. Los resultados
fueron mas desfavorables que los obtenidos en fase homogénea confirmando
gue es necesario realizar ajustes sobre el disefio de la secuencia sonda.

A partir de las respuestas obtenidas se concluyé que la sonda puede ser
utilizada como generadora de sefial a partir de la reaccién de peroxidacion. Sin
embargo, el sistema de biorreconocimiento no funciond como se esperaba. Es
necesario re disefar la sonda de forma de minimizar la sefial en ausencia de
analito, favoreciendo la formacién de horquilla, pero cuidando a la vez que

pueda ser desarmada en presencia del mismo.
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La aparicion de sefales no despreciables en ausencia de analito es un
problema comun para estos sistemas. Se han reportaron estrategias para
mejorar la relacién sefial en presencia/ sefial en ausencia de analito aunque en
ningun caso se obtuvo sefal nula en ausencia de analito'0.1213, Algunas
estrategias fueron aumentar la cantidad de bases autocomplementarias para
formar estructura horquilla a 9 en lugar de 8'8. En otros casos con 5 bases
complementarias fue suficiente para detectar presencia de analito!. En algunos
trabajos, como en este, la secuencia PW17 se encuentra cercana al extremo 3’
de la sonda’® pero en otros plantean un mejor funcionamiento del sistema si
PW17 se encuentra cercana al extremo 5 de la secuencia sonda?’.

La aplicacion de los sistemas con sondas de ADN que incorporan la secuencia
PW17 como generadora de sefial se encuentra en una etapa inicial. Se
evidencia que es necesario analizar diferentes configuraciones de sonda y una
vez elegida la mas adecuada considerar y ajustar numerosas variables para

optimizar su funcionamiento.
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En este trabajo se planted, como hipétesis inicial, que la DNAzima peroxidasa
podria ser utilizada como elemento de sefalizacion aplicable en genosensores.
Para probarla se realizé un analisis progresivo del funcionamiento de la DNAzima,
estudiando individualmente las variables que modulan su comportamiento. Se
estudio el funcionamiento de la DNAzima peroxidasa libre en solucion, en fase
heterogénea e incluida en una secuencia sc-ADN (sonda) que actua como

elemento de biorreconocimiento.

La DNAzima efectivamente funcioné como catalizador, tanto en solucion como
inmovilizada. Se demostré que la composicién del medio es de suma importancia
para incrementar la eficiencia de la reaccion de peroxidacion y también para
reducir la catalisis intrinseca de la hemina. En las condiciones de reaccion
seleccionadas, la senal generada por la hemina resultdé despreciable frente a la de
la DNAzima. El| sustrato elegido, TMB, permiti6 sefalizar la reaccion de
peroxidacién por un meétodo Optico, empleando espectrofotometria y por un
meétodo electroquimico, empleando voltametria de onda cuadrada. Para ambos
meétodos, la deteccion se realizd sobre pequefios volumenes de solucidn,
utilizando poca cantidad de oligonucleétido, del orden de nanomoles, lo que redujo
el costo por ensayo. El tiempo de reaccién necesario para el desarrollo de la
senal, dos minutos, resultdé lo suficientemente corto para que sea aplicable al

funcionamiento de un sensor.

El procedimiento para llevar a cabo la determinacion de la sehal de absorbancia
resulté sencillo y no presentd mayores dificultades. Por el contrario, la sefal
electroquimica se vio afectada por diversos factores como: la interaccion entre los
componentes de la muestra y la superficie del electrodo, la variabilidad del perfil
electroquimico entre electrodos, la limpieza superficial de los electrodos entre

mediciones y la definiciéon del blanco de reactivos. Todos estos factores fueron
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analizados y se hallaron las condiciones de trabajo que permitieron obtener
perfiles electroquimicos similares tanto para electrodos diferentes como para el
mismo electrodo reutilizado y lavado. Aun asi, la dispersion entre las corrientes
medidas no disminuy6 del 10 %. Los blancos de reaccion, que contenia hemina en
ausencia de DNAzima dieron senales de corriente del mismo orden que las
reacciones que si contenian DNAzima. Contrariamente, la sefal de absorbancia
para el mismo blanco resulté nula. Esto sugiere que el origen de esa sefal es la

oxidacion electroquimica y no la catalisis.

Para ambas técnicas de medicion (electroquimica y optica) se obtuvieron sefiales
proporcionales a la concentracion de la DNAzima. Para las sehales de
absorbancia se hallé una relacion lineal en el rango de concentraciones de la
DNAzima de entre 0,05 pM y 4,0 pM. Para la medicion electroquimica la sefnal
medida resultd ser proporcional a la concentracion de la DNAzima para cada uno
de los ensayos, sin embargo, no pudo establecerse una relacion senal-
concentracion de DNAzima debido a la gran dispersidon entre ensayos

independientes.

En cuanto a la DNAzima inmovilizada, se estudiaron las condiciones de reaccion
con el objetivo de maximizar la respuesta a partir de la reaccion de peroxidacion
en fase heterogénea sobre dos superficies diferentes: particulas magnéticas
recubiertas con estreptavidina y laminas de oro. Se optimizaron las condiciones de
reaccidon que permitieron obtener senales intensas, para tiempos cortos de
reaccion. Al igual que en solucién, se obtuvo una relacion lineal entre las sefales
medidas por absorbancia y la cantidad de DNAzima agregada para ambas
superficies. Las particulas magnéticas mostraron caracteristicas mas adecuadas
para una superficie de inmovilizacién: menor variabilidad de la sefal, mayor
versatilidad, mayor sensibilidad de la curva de concentracién y menor tiempo de
preparacion de ensayo. Por lo que se eligieron las particulas magnéticas como
soporte para continuar con el analisis de funcionamiento de la capa de

biorreconocimiento.
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Para estudiar el funcionamiento de la DNAzima como elemento de
biorreconocimiento se analizé la reaccidén de peroxidacion al ser incluida la
DNAzima en una secuencia sc-ADN, es decir como parte de una sonda. Se
estudiaron las condiciones de funcionamiento de esta secuencia sonda bajo la
hipotesis de que en presencia de secuencia analito ocurriria la reaccion de
peroxidacidon generandose sefial, pero en ausencia de la misma la senal resultaria
muy poco intensa o despreciable. Esta hipotesis pudo comprobarse en parte, ya
que, efectivamente se obtuvo sefal en presencia del analito. Sin embargo, en
ausencia del analito también se observd una sefial importante, aunque de menor
intensidad. Para verificar o rechazar la hipotesis sera necesario realizar mas
ensayos con sondas de diferentes secuencias, poniendo el foco en reducir la sefal

en ausencia de analito.

Para darle continuidad a este trabajo, y sobre la base de las condiciones
optimizadas en el capitulo 5, queda por analizar el funcionamiento de distintas
secuencias sonda. Con el objetivo de hallar una configuracion tal que se favorezca
la formacion de estructura horquilla evitando la generacién de sefial en ausencia
de analito. Para ello se proponen dos estrategias de disefio de la sonda. Por un
lado, que la DNAzima se encuentre mas cercana al extremo 5" de la sonda en
lugar de estar en el extremo 3°. Por otro lado, aumentar la cantidad de bases
autocomplementarias en la secuencia sonda, para darle mayor estabilidad a la
estructura de horquilla, aunque procurando que la misma pueda reorganizarse en
presencia de secuencia analito, dando lugar a que adquiera funcionalidad
DNAzima.

Por otro lado, un desafio a seguir desarrollando, es la implementacién de la
deteccion electroquimica. Es necesario hallar las condiciones de trabajo en las
cuales disminuya la variabilidad entre sefiales, asi como también la senal del

blanco de reactivos.

También resulta de interés el analisis de superficies de bajo costo, para el armado
del sensor por inmovilizacion de la sonda modificada con biotina. Una superficie
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adecuada seria un pocillo de unos 50 uL de capacidad recubierto con

estreptavidina. Sobre el cual se pueda llevar a cabo la inmovilizacion de la sonda y

la reaccion de peroxidacion.
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