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Aportes Originales

Los aptameros son oligonucleotidos funcionales versatiles para el disefio de
arquitecturas de armado de una capa de reconocimiento molecular y estrategias de
deteccion para cuantificar analitos de interés, como las moléculas pequefas. Las
técnicas electroquimicas fueron seleccionadas para este trabajo (cap. 3, 4 y 6) debido a
que las mismas son sensibles a la presencia de especies quimicas adsorbidas sobre una
superficie y a cambios derivados de la interaccion entre moléculas quimisorbidas y
especies presentes en el entorno quimico. Con fines comparativos y complementarios se
empled una técnica acustica: microbalanza de cristal de cuarzo con disipacién, QCM-D
(cap. 5).

Se evaluo el cubrimiento superficial para tres estrategias de anclaje de oligonucleotidos
tiolados a superficies de oro. Se emplearon superficies de oro reutilizables y
descartables obtenidas por serigrafia y posterior electrodeposicion galvanostatica (cap. 3
y 4). La respuesta obtenida por voltametria ciclica y espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) mostré buena reproducibilidad en la obtencién del deposito
metdlico y la quimisorcion del aptdmero tiolado. El sistema permitié detectar el evento
de reconocimiento aptamero-analito (AMP) empleando una sonda redox en solucion
(estrategia label frge(cap. 4).

En el capitulo 6 se presentan los resultados obtenidos con un arreglo de nanoparticulas
de oro electrogeneradas confinadas en una matriz de alimina nanoporosa. Las
dimensiones del sistema resultan del mismo orden que el cambio conformacional
promovido cuando el aptamero reconoce al analito. EI cambio en la resistencia a la
transferencia de carga de una sonda redox en solucion, antes y después del evento de
reconocimiento permitié cuantificar de manera selectiva al analito en concentraciéon
submicromolar.

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

hacia genosensores.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1 Moléculas pequefias

Muchos de los principios activos de los medicamentos son moléculas pequefias. Un
ejemplo bien conocido es el acido acetilsalicilico (masa molar 180 Da) componente
activo de la aspirina. Sus propiedades medicinales datan de la época de los antiguos
egipcios quienes lo extraian de la corteza del sauce bl&akw élba). Hipocrates (460

- 370 a. C.), padre de la medicina griega, describié su uso para aliviar dolores y fiebre.
La primera sintesis en el laboratorio se atribuye a Charles Gerhardt en 1853 y unos afios
mas tarde en 1897, Félix Hoffmann un investigador de los laboratorios Bayer logré

obtener el compuesto con alto grado de pureza.

Mas recientemente, desde hace dos décadas aproriertga la quimica farmacéutica
comenz6 a seleccionar compuestos de interés farmacolégico empleando el disefio
asistido por computadora, conocido como métodsilico. Esta estrategia hace uso de

tres bases de datos en constante actualizacion y expansion, una de ellas comprende a las
moléculas pequefiasniall moleculgs otra almacena informacion estructural 3D y una
tercera base contiene informacién sobre fragmentos moleculares. En este contexto, las
moléculas pequefias tienen como blanco terapéutico a proteinas que cumplen funciones
biologicas especificas tales como receptores nucleares, enzimas, transportadores de

membrana. También se dirige el interés hacia los acidos nucleicos, ADN y ARN.

Una pregunta a formular seria entonces, ¢ qué compuestos se ingresan a la base de datos
de las moléculas pequefias? o ¢ cuales son los criterios que se adoptan para decidir si un
compuesto puede ser catalogado como tal? La definicion de molécula pequeia es
operacional, comprende sustancias de baja masa molar (500 - 1000 Da), de dimensiones
nanométricas (1.10m), permeables a la barrera celular debido a su funcién como

farmaco.

Contrariamente as moléculas pequefas cuando son liberadas al @mbdiemanera no
controlada, pueden tener efectos perjudiciales, dada su capacidad para actuar como
disruptores del sistema endocrino, pudiendo estar asociadas a enfermedades o

alteraciones en los organismos vivos (Fetchner et al, 2014)

En el ambito de investigacion y desarrollo, resultdevante determinar aspectos
cinéticos, termodinamicos y estructurales con respecto a la interaccion entre una
molécula pequefia y su blanco terapéutico (proteinas, acidos nucleicos). Para ello se

dispone de robustos métodos instrumentales, por ejemplo, espectrometria de masa

2



Capitulo 1. Introduccién

(MS), difraccion de rayos X (XRD) o resonancia magnética nuclear (NMR). Ademas, el
uso y la propagacion de las moléculas pequefias conlleva la necesidad de su deteccién y
cuantificacion en bajas concentraciones (del orden submicromolar), de manera
selectiva, empleando pequefias cantidades de muestra (microlitros), en diferentes tipos

de matrices, y en algunos casos en tiempo real.

Estos desafios pueden ser abordados desde el campo de los biosensores. La interaccion
antes mencionada entre una molécula pequefia y una proteina o acido nucleico, es la
base para el desarrollo de un biosensor. Este se define como un dispositivo capaz de
proporcionar informacion analitica especifica, cuantitativa o semicuantitativa, utilizando

un receptor o elemento de reconocimiento biolégico el cual esta en contacto directo con
el elemento transductor (IUPAC, 1992). Si bien puede inmovilizarse la molécula
pequefia, en general se fija a la superficie una proteina o un acido nucleico. El
procedimiento de inmovilizacion debe preservar la interaccion entre ambos

componentes. La Figura 1.1 presenta un esquema general de un biosensor:

Reconocimiento - <—— molécula blanco (target)
molecular

E 2 i <— capa de reconocimiento molecular

Sefial eléctrica liansdceon \ sustrato: soporte + superficie

l amplificacion
adquisicion y

procesamiento de datos

Adquisicién de
datos

Figura 1.1 Esquema de un biosensor

El elementotransductorpermite transformar el evento fisicoquimico producido (luz,
calor, intercambio de electrones) en una sefial analitica y, como tal, no presenta
selectividad (Hulanucki et al, 1991). Los sensores quimicos se clasifican de acuerdo al
principio de funcionamiento del transductor en: dispositivos Opticos, electroquimicos,

eléctricos, magnéticos, termomeétricos, dispositivos sensibles a cambios de masa, etc.
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En este trabajo de tesis se han empleado como elemento de reconocimiento molecular
secuencias de ADN simple cadena conocidas como aptameros, modificadas con tioles
para permitir su quimisorcion sobre superficies de oro. A continuacion se introducen

algunos aspectos generales sobre la estructura quimica de los acidos nucleicos (una
descripcion mas detallada se encuentra en la obra de Egli y Saenger (1984)). Para
transformar el evento de reconocimiento en una sefial analitica se ha recurrido a los

métodos electroquimicos, los cuales se describen brevemente en el capitulo 2.

1.2 Acidos nucleicos

En el interior de una célula, el 4cido desoxirribonucleico (ADN o DNA) contiene la
informacion genética hereditaria, necesaria para la sintesis de proteinas. Quimicamente
el ADN es un polimero lineal cuyos monémeros se denominan nucleotidos. Cada
nucledtido esta formado a su vez, por una base nitrogenada, una unidad de desoxirribosa
(un azucar) y un grupo fosfato. Las bases son cuatro: adenina (A), guanosina (G), timina
(T) y citosina (C) y cada una esta unida al azucar mediante un grggicesidico. Los
nucleodtidos estan conectados entre si por uniones fosfodiéster a través de los atomos de
oxigeno O3’y O5". En el caso del ARN la unidad de azucar es la ribosa y la base uracilo

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

Dado el pequefio conjunto de elementos de la Tabla Periddica (C, H, O, N, P) que estan
presentes en los &cidos nucleicos, la diversidad y especificidad de los mismos se
sustenta en la posibilidad de construir estructuras quimicas muy organizadas y
complejas capaces de llevar adelante funciones extraordinariamente especificas (Lipsitz
y Montserrat, 2016).
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Figura 1.2 Estructura quimica de bases, azlcares, nucledsidos y nucleotidos de ADN y ARN
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Las bases nitrogenadas tienen un papel relevante en el reconocimiento molecular, es por
eso que se detallan a continuacion algunas de sus propiedades fisicoquimicas. La

numeracion de los atomos endo y exociclicos se muestra en la Figura 1.3.

~

Bases
o}
e ; N 2
5 Ll
T I f 6k SN EP
3
’;|H4 N//2 NH4 ’;I NH2 6 NH)ZEO 6 NH)\O
3 1
1 2
Guanina Timina Citosina

Uramlcy

Figura 1.3 Numeracion de las bases de ADN y ARN

denina
KA

Las bases presentan caracter aromatico y en general una desviacién muy leve respecto
del plano (inferior a 0,01 nm). Los grupos amino (zNElxociclicos participan de la
resonancia del sistema aromatico, razon por la cual la longitud del enlace C-N es menor
que en el caso alifatico. La distribucion de densidad de carga determina la formacion de
interacciones por puente de hidrogeno (puente H). En adenina y guanina, los atomos de
H de los grupos -NH pueden actuar como donores pues tienen alta densidad
electronica. En la guanina los atomos O6, N3 y N7 se comportan como aceptores de
puente H, mientras que en la adenina el caracter aceptor lo poseen N1, N3 y N7. La
Figura 1.4 muestra la distribucion de densidad de carga calculada por el método

semiempirico MNDO para los nucledsidos guanosina y adenosina.
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Figura 1.4 Representacion espacial y densidad electronica: guanosina (izq.), adenosina (der.)

En un nucledtido individual el grupo fosfato ocupa la posiciéon 5° del azlcar. A su vez
puede estar integrado por una, dos o tres unidades fosfato, como se muestra en la Figura
1.5 para la adenina.

NH, m
4 4
< 29 s LA
0

O
] A [ [
0—P—0 > o N NJ O—P—0—P
- | . I
O o) O
3’ 3
OH OH
adenosinmonofosfato (AMP) NH adenosindifosfato (ADP)
2
N
~
CI1
o o o : /J
- I} Il 5 N
0-P-0-P-0-P-0 o N
O O o

37
OH
adenosintrifosfato (ATP)

Figura 1.5 Estructura quimica de los desoxirribonucleétidos AMP, ADT, ATP
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La propagacion de la cadena en los acidos nucleicos se realiza mediante enlaces
fosfodiéster a través de las posiciones 5" y 3" del azucar. Por tratarse de polimeros
lineales quedan determinados 2 extremos, cuando se describe una secuencia de
nucleodtidos los mismos se designan empleando las siglas de las bases, respetando el

sentido de propagacion (Figura 1.6).

......

(extremo 57
ey ase
0-P~07 o
o
o]
] Base
O0=P~07 o
o
L Base
0=P-0— 4
o
propagacion de la
cadena lineal ? Base
0=P-0
| o]
o
-
O-P-Oy\ ..
O Yextremo 3}

\\\\\\

Figura 1.6 Estructura quimica de una hebra de ADN simple cadena

La estructura tridimensional de una secuencia de ADN o ARN depende de las
propiedades y la conformacion de los nucleétidos que la integran. La rotacion respecto a
cada uno de los enlaces confiere flexibilidad a la cadena nucleotidica y determina las
propiedades macromoleculares. Debido a la elevada densidad de carga negativa, dicha
flexibilidad es necesaria para minimizar las repulsiones electrostaticas y estabilizar
energéticamente la estructura.

Las interacciones mas importantes que presentan los acidos nucleicos son las que
involucran a las bases nitrogenadas y las relacionadas con el solvente e iones del medio.

Las basesitrogenadas que se encuentran en el mismo plano horizontal, forman puentes
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H (Figura 1.7). A su vez en el plano perpendicular se dan interacciones por apilamiento

o stacking (Figura 1.8). El reconocimiento entre las bases tiene lugar a través de
interacciones puente H. En los acidos nucleicos naturales, el modo mas comun de
interaccion es el propuesto por Watson y Crick (Figura 1.7 a) (Watson y Crick, 1953).
Las caracteristicas de este apareamiento son la preferencia por la coplanaridad de las
dos bases con la formaciéon de tres interacciones puente H para el apareamiento C-G y
de dos enlaces puente H para el apareamiento T/U-A.

También han sido descriptas interacciones no convencionales entre dos purinas o
pirimidinas. Por ejemplo, los apareamientos de Hoogsteen y Hoogsteen reverso,
involucran la participacion de otros atomos de nitrogeno (Figura 1.7 b y c¢) (Hoosgteen,
1963). Las propiedades de simetria de los pares de bases determinan las caracteristicas
estructurales de los ordenamientos superiores como es el caso de la estructura de doble
cadena. Los apareamiento tipo Hoogsteen, por ejemplo, son responsables de estructuras

del tipo triples hélices.

Figura 1.7 Interacciones puente H entre bases de ADN: (a) Watson y Crick; (b) Hoogsteen, (c)

Hoogsteen reverse
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Ademas de estar involucrados en el reconocimiento horizontal entre bases, los enlaces
puente H participan de las interacciones de los acidos nucleicos con proteinas o ligandos
pequenos.

El apilamiento astacking entre las bases se debe a interacciones de tipo dipolo-dipolo y
dipolo-dipolo inducido. Las mismas dependen de las bases involucradas, es decir de la
secuencia de la cadena oligonucleotidica y son relevantes en la determinacion y
estabilizacion de las estructuras secundaria y terciaria del ADN y ARN (Egli y Saenger,
1984). Las interacciones puente Hstacking dan origen a la formacion de una doble
hélice entre dos cadenas complementarias de ADN o ARN. El esqueleto hidrofilico,
formado por los grupos fosfato y los azucares, esta expuesto al entorno mientras que las
bases se orientan hacia el interior de la hélice, con sus planos perpendiculares al eje de
propagacion de la misma. Esta disposicion espacial determina dos dominios en la
superficie de la hélice conocidos como gruta mayoeajg¢r groove y gruta menor

(minor groové. La proporcién de pares C-G modula la estabilidad de la doble hélice.
En la Figura 1.8 se indican valores medios para el ancho de las grutas mayor y menor.

Cada nucleotido tiene una altura que oscila entre 0,256 y 0,338 nm en la direccion del

eje z.
Diametro (2,37 nm) Z
I
Rise: distancia sobre el Gruta menor
eje z entre 2 nucledtidos » (0,34 nm)
Pitch: distancia sobre el eje z
q eotid Gruta mayor
entre dos nucleétidos que >
. L q (3,6 nm)
estan en la posicion inicial y
final de una vuelta de hélice
Esqueleto

(gr. fosfato y

azUcares)

Bases
nitrogendas

(interaccion

Figura 1.8 Estructura de la doble hélice
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Empleando técnicas de difraccion de RX, RMN de alta resoluciéon y calculo
computacional, se pueden determinar las dimensiones y tipo de hélice que forman los
acidos nucleicos. La doble hélice de la familia A resulta en una estructura mas compacta
y ancha. Las bases estan desplazadas del eje de la hélice y por eso la gruta mayor es
considerablemente mas profunda. En cambio para la familia tipo B la doble hélice
resulta mas alargada y angosta. Ambas grutas tienen aproximadamente la misma

profundidad pero la gruta mayor es mas ancha. (Figura 1.9).

doble hélice tipo A doble hélice tipo B

Figura 1.9 Doble hélice tipo Ay B

La solvatacion tiene un papel relevante en los cambios conformacionales de los acidos
nucleicos, y pueden distinguirse diversos grados de hidratacion e interaccidon con los
componentes del medio acuoso. La primera esfera de hidratacion corresponde a las

moléculas de agua que interaccionan directamente con los grupos fosfato y los azucares.

11
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Debido a su caracter polianidonico en condiciones fisiologicas, los acidos nucleicos
interaccionan con iones o0 moléculas que apantallan las repulsiones de carga entre los
grupos fosfato. La concentracion intracelular de cationes es del oktlesiendo los

més frecuentes Mg, C&*, Na' y K*. Los cationes monovalentes interacttian de manera
poco especifica, en cambio los divalentes se unen a los atomos de oxigeno del fosfato,
aunque también pueden interactuar con los atomos de las bases y los azlcares o bien
coordinarse a moléculas de agua para favorecer zonas especificas de interaccion con el
acido nucleico. Los iones contribuyen a la estabilizacion de los acidos nucleicos, pero

en concentraciones muy elevadas pueden producir el efecto contrario.

Como resultado de las numerosas interacciones entre los componentes de los acidos
nucleicos y el entorno, se generan estructuras tridimensionales secundarias y terciarias
complejas y variadas. La Figura l.frfuestra algunos de los patrones de estructura
secundaria descriptos en acidos nucleicos naturales o sintéticos. Los oligonucleétidos
simple cadena (single strand, ss) pueden adoptar diferentes formas tridimensionales
(motif, en inglés) en las cuales es posible reconocer zonas doble cadena (double strand,
ds) helicoidales, formacion deops junctions etc. (Tian et al, 2004A diferencia de

las estructuras simple cadena, la interaccion de dos hebras complementarias conlleva a la
formacion de una hélice cuyas caracteristicas pueden ser definidas con bastante precision.
Como se menciond previamente, las interacciones puestaditjng, y las que tienen lugar

con los iones y el solventontribuyen a estabilizar dichas estructuras (Yakovchuk et al,
2006).

doble cadena

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

junction junturas o
uniones, 3 hebras

Figura 1.10. Motivos o estructuras secundarias de acidos nucleicos
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1.2.1 Aptameros

Un aptamero es una secuencia de ADN o ARN simple cadena que es capaz de
reconocer moléculas especificas. Se obtiene a partir de bibliotecas combinatorias de
acidos nucleicos sintéticos mediante un proceso iterativo de adsorcion, recuperacion y
amplificacion. Dichas secuencias poseen potenciales aplicaciones para el desarrollo de

dispositivos analiticos, biosensores y agentes terapéuticos (James, 2000).

El método de obtencion de estos oligonucleétidos funcionales se desarrolld de manera
simultdnea en tres laboratorios independientes de Estados Unidos en 1990 y se
denomind SELEX $ystematicEvolution of Ligands byExponential Enrichmen} o
evolucion moleculain vitro (Ellington y Szostak, Tuerk y Gold, Robertson y Joyce).

La Figura 1.11 muestra un esquema muy resumido de las etapas del proceso.

1. biblioteca combinatoria
de oligonuclétidos

2. incubacion de la
nuevo ciclo con la

V\biblioteca con el target
. biblioteca enriquecida —

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

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

oligonucledtidos afines
al target

Figura 1.11 Esquema de las etapas del proceso de SELEX

Como punto de partida se disefia una biblioteca combinatoria de secuencias de ADN o
ARN sintética. La misma posee una region aleatoniandlomformada por 40 a 60
nucledtidos, flanqueada por dos zonas de secuencia fija llamoies (Figura 1.12).

La posicion de cada nucledtido en la region aleatoria se sintetiza a partir de una mezcla

de fosforoamiditas que contiene las cuatro bases nitrogenadas (A, G, Cy T).
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secuencia fija secuencia random secuencia fija
5 (i ) 37
primer primer

Figura 1.12 Esquema de una secuencia de una biblioteca combinatoria para SELEX

La diversidad estructural de la biblioteca combinatoria radica en la diversidad de formas
tridimensionales y este aspecto es clave para el reconocimiento a nivel molecular del
target Asi por ejemplo, para una zona random integrada por 40 nucleétidos, el nimero
de combinaciones matematicamente posibles resulta £2(41)! Sin embargo, en la
practica, la diversidad de una biblioteca combinatoria oligonucleotidica tipica obtenida
por sintesis en fase solida resulta del orden d&-1a0" secuencias individuales,
consecuencia de las limitaciones en la cantidad de masa de biblioteca de la cual se parte.
La molécula blanco targetdebe inmovilizarse a un soporte solido para llevar a cabo la
etapa de incubacién con la bliblioteca combinatoria (ver Figura 1.11). Hay diferentes
opciones de soportes, entre los mas usados se encuentran las columnas de agarosa,
sefarosa 0 resinas sintéticas, membranas de nitrocelulosa y esferitas magnéticas
(magnetic beadqGopinath, 2007).

La etapa de amplificacién de las secuencias que muestran afinidad tpogetise
realiza mediante la técnica de PCR (polymerase chain reaction) para el caso del ADN
(Kinzler y Vogelstein, 1989). Para este propdsito son necesarias las secuencias fijas o

primers (ver Figura 1.12).

La sintesis quimica de oligonucleétidos esta inspirada en el desarrollo de péptidos en
fase sdlida realizado por Robert Merrifield a comienzos de la década del "60. La idea
basica es que en la sintesis de un polimero hay una serie de pasos quimicos que se
repiten por cada ciclar{en hecho que hace posible la automatizacion del proceso. El
primer sintetizador comercial de oligonucleétidos se desarrollo en Canada en 1981
(Ogilvie et al, 1981). En la préactica el término oligonucleétido se aplica a secuencias
que tiene un maximo de 150 nucledtidos, valor limite para la sintesis quimica en la
actualidad. Algunas de las ventajas que presenta el método quimico es que admite

nucleodtidos quimicamente modificados en cualquiera de las subunidades (base, furanosa

14
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o fosfato); estas modificaciones pueden introducir nueva funcionalidad o ampliar las
existentes. Como desventaja debe mencionarse que el rendimiento es menor que para la
sintesis enzimatica, los costos de produccién y purificacién son elevados, y la cantidad

de nucleétidos es limitada, como se menciono.

La incorporacion de modificaciones quimicas en la estructura de los acidos nucleicos,
permite ademas, aumentar la estabilidad de estas moléculas frente de la degradacion
mediada por nucleasas. Las posiciones susceptibles de modificar se muestran en la
Figura 1.13, ejemplificadas para el nucledtido que tiene U (uracilo) como base
nitrogenada. En particular la sustitucion del puente fosfodiéster por un puente
fosforotioato resulta de interés en este trabajo de tesis, pues ademas de su resistencia a
la degradacion, ofrece un atomo de S a través del cual puede unirse a la superficie de un

metal noble como el oro.

Posicién 5 de pirimidinas

- 5-pentinil- Q
- 5-(3-aminopropil)-
NH
OH ‘ /K
| J— N

(0}
| e}

o]
Posicién 4' del nucleétido

- 4'-tio

0 R

o:P—o—\Posicién 2' del nucleétido
(|3_ - 2'-O-metil
Puente fosfodiéster - 2'-amino

- 5'-a-borano - 2'-fluoro

- 5'-fosforotioato:

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

En un sensor, el conjunto que integran la superficie y el soporte que la sustenta se
denomina sustrato (ver Figura 1.1). A continuacion se describen brevemente algunas de
las técnicas que permiten obtener estos dispositivos y modificarlos luego para su

aplicacion especifica.

1.3.1 Serigrafia

La serigrafia es un sistema de impresiéon milenario usado para reproducir documentos e
imagenes sobre diferentes materiales. La técnica consiste en transferir una tinta a través
de una malla tensada sobre un bastidor. El paso de la tinta se bloquea selectivamente,
mediante una emulsién o barniz delimitando las areas donde no habré imagen.

Para la construccion de sensores se utiliza una tinta conductora de grafito en la cual se
suspenden los componentes del ensayo. La principal ventaja de este sistema es que, una
vez realizado el primer prototipo, la impresion puede repetirse sin perder definicion y a
un costo relativamente bajo, permitiendo la produccién en serie. Ademas, dadas las
propiedades conductoras del grafito es posible realizar la electrodeposicion de un metal,
como oro sobre la superficie en una etapa posterior tal como se ha realizado en este
trabajo (ver 2.2.3.3). Una de las desventajas es que la tinta conductora contiene
solventes organicos, ademas del polvo de grafito, los cuales imponen condiciones poco
compatibles con los componentes que deben suspenderse en la misma (sustancias
biologicas, como enzimas por ejemplo). Otra limitaciéon de los sensores obtenidos por
serigrafia es que tales componentes no estan firmemente unidos a la superficie y con el
tiempo pueden ir disolviéndose en la muestra, por lo tanto no resultan adecuados para
sistemas en flujo. Un ejemplo de aplicaciéon es el electrodo de glucosa, basado en el
trabajo pionero de H. Allen O. Hill y colaboradores (Cass et al, 1984).

1.3.2 Fotolitografia: “impresion con luz”

Este proceso se basa en la transferencia de un patrén a un polimero fotosensible
(fotoresis} mediante la exposicion a una fuente de luz a través de una méascara Optica.
Dicha mascara por lo general consta de patrones opacos (por ejemplo, 6xido de cromo

o de hierro) sustentados sobre un soporte transparente (cuarzo) el cual se utiliza para
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definir las caracteristicas del disefio sobre la oblea. El patrén del polimero fotosensible
es transferido al sustrato subyacente por disolucétchifg) o depdsito. La
combinacion de una alineacién precisa de una serie sucesiva de fotomascaras con
distintos patrones, conduce a complejas estructuras multicapa.

La industria de los semiconductores aplico la fotolitografia, a comienzos de los afios
70, para el desarrollo de diversos sensores quimicos con sistemas de transduccion
amperomeétrico, potenciométrico, térmico o acusticos (ver por ejemplo, Zemel, 1990).

La construccion de un sensor, por ejemplo un electrodo, se realiza en varios pasos. La
primera etapa consiste en calentar la oblea de silicio con una corriente de oxigeno, para
producir una pelicula aislante de dioxido de silicio. A continuacion, se depositan
secuencialmente capas de titanio y un metal noble. Posteriormente se agrega el polimero
fotosensible mediante la técnica de revestimiento por rotasiim-¢oating) y se
expone a la radiacion UV a través de una mascara que define el area activa del sensor.
Las partes expuestas a la luz producen una capa resistente, que corresponde al area que
tendra el sensor. La oblea se pone en contacto con una solucién que disuelve los metales
en las areas desprotegidas y luego de un paso de lavado, el polimero fotosensible es
removido con un solvente quimico exponiendo los patrones de los electrodos disefiados.
El proceso se repite usando una mascara que define las lineas de conduccion y los
contactos eléctricos. Finalmente, se modifica la superficie con los materiales necesarios
(moléculas biolégicas por ejemplo) para darle especificidad al sistema.

Esta técnica también se emplea para el desarrollo de dispositivos que integran funciones
propias de un laboratorio en un chip, conocidos ctabmn chip (Ehrfeld, 2003). Los
mismos evolucionaron gracias al desarrollo de la microfluidica (Whitesides, 2006).
Debido a su relevancia en la construccion de circuitos integrados, la fotolitografia ha
avanzado vertiginosamente en los ultimos cinco afios, muestra de ello es la micro-

impresion de patrones 3D (ver por ejemplo, Hohmann et al, 2015).

1.3.3 Estructuras nanoporosos

Los sistemas nanoporosos estructurados sintetizados mediante anodizado
electroquimico han cobrado gran interés por sus potenciales aplicaciones en el
desarrollo de sensores. Este proceso aplicado sobre aluminio o titanio genera nanoporos
ordenados, alineados verticalmente, de geometria definida (ver Figura 1.14). Una
adecuada combinacion de tamafio y propiedades quimicas de la superficie ofrece la
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posibilidad de un transporte selectivo y una interaccion con dicha superficie, integrando
los procesos de separacion (por tamafio) con las funciones de deteccidon en un mismo
dispositivo (Santos et al, 2013). Los nanoporos de aluminio anodizado (AAO) son
eléctricamente aislantes pero pueden modificarse con un material conductor (por ej. Au,
Pt, SnQ, polimeros conductores, nanotubos de carbono) que funcione como transductor
de una respuesta electroquimica. A su vez, la superficie interna de los nanoporos puede
funcionalizarse con moléculas especificas que permitan la deteccion selectiva de un
analito de interés. Los trabajos de Smirnov y colaboradores (Vlassiouk et al, 2005),
pioneros con este sistema en el campo de los genosensores, mostraron que la
hibridizacion de una hebra de ADN con su secuencia complementaria previamente
inmovilizada sobre nanoporos de AAO, podia ser detectada por un aumento en la
impedancia debido al bloqueo de los nanoporos al formarse la estructura doble cadena.
También se ha demostrado por mediciones electroquimicas (EIS, CV, conductancia) la
importancia del tamafio de los nanoporos en la deteccion (Vlassiouk et al, 2005,
Takmakov et al, 2006).

Figura 1.14. Oxido de aluminio anodizado: a) estructura de los nanoporos, b) Imagen SEM del

AAO (vista superior y lateral) (Santos et al, 2013)

1.3.4 Modificacion de superficies

La superficie es una delgada region del espacio, cuyo espesor es de dimensiones
submicrométricas en general, en la cual las propiedades de un material (composicién
quimica, indice de refraccion, fuerza mecéanica, conductividad, carga, etc.) son

significativamente diferentes respecto de las que exhibe el seno del mismo.
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La modificacion de una superficie consiste en su transformacion fisicoquimica, con el

fin de introducir cambios en sus propiedades los cuales inciden sobre su funcionalidad.
Para ello existen diversas metodologias basadas en procesos fisicos y quimicos.

Cuando se depositan monocapas o peliculas moleculares sobre sustratos conductores se
obtienenelectrodos modificadosEste campo fue desarrollado por Hubbard (Lane y
Hubbard, 1970), Murray (Moses et al, 1975) y Millar (Millar et al, 1975). Tal como se
muestra en la Figura 1.14, los electrodos modificados pueden obtenerse por diferentes
técnicas que incluyen la adsorcion irreversible, la unién covalente de una monocapa
molecular y el recubrimiento del electrodo con peliculas de polimeros u otros

materiales.

Figura 1.15 Estrategias para modificar superficies: a) autoensamblado de polielectrolitos, b)
formacion de capas delgadas, c) autoensamblado de compuestos érganosulfurados, d) reduccion

electroquimica de sales de diazonio (Ricci, 2010)

En el autoensamblado capa por capa (Figura 1.15 a), la superficie se modifica mediante
el recubrimiento con un polielectrolito y luego se introduce la especie electroactiva por
intercambio i6nico (Oyama y Anson, 1980). El recubrimiento con el polielectrolito

puede realizarse por diversos métodos, el mas simple consiste en dejar secar una
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alicuota de la solucion (recubrimiento por secadastingo drop coating). Una técnica

para obtener peliculas de espesor controlado y homogéneo consiste en sumergir el
sustrato en la solucién del polimero, retirarlo lentamente y dejarlo secar (recubrimiento
por inmersion adip coating). Otra posibilidad es agregar la solucion del polimero en
exceso y remover parte de la misma por centrifugacion (revestimiento por rotacién o
spin coating). Los polielectrolitos catidbnicos como la poli(4-vinilpiridina) (4-PVP) se
emplean para inmovilizar cuplas redox anidnicas, por ejemplo [FE@N)Los
polianiones como el poliestirensulfonato (PSS) o Nafion, resultan aptos para incorporar
cationes tales como por ejemplo [Ru(kp¥f* o [Os(bpy}]?*. Una limitacién de las
superficies modificadas por esta estrategia es que al no existir una unién covalente entre

la especie redox y el electrodo, la primera puede ser liberada gradualmente al entorno.

Las peliculas obtenidas por el método de Langmuir-Blodgett (Figura 1.15 b) contienen
moléculas anfifilicas (compuestas por un extremo hidrofilico y otro hidrofobico)
depositadas sobre la superficie. En una primera etapa, dichas moléculas forman una
monocapa en la interfaz liquido-aire y luego son transferidas por inmersion (o emersion)
del mismo en (o desde) el liquido. Esta técnica permite generar peliculas que contienen
una o mas monocapas de espesor controlado.

La electrorreducciéon de sales de diazonio (Figura 1.15 d) genera un radical arilo que

reacciona con el electrodo, formando una unién covalente con el mismo.

Las monocapas autoensambladszedf (@ssembled monolaye®&AMs) (Figura 1.15 c) se
pueden preparar usando diferentes tipos de moléculas y sustratos. Las moléculas que
forman el autoensamblado poseen un atomo o grupo de atomos con buena afinidad por
la superficie, hecho que favorece el desplazamiento de moléculas adsorbidas de manera
inespecifica. Las SAMs son materiales dinamicos que pueden adoptar distintas formas y
estructuras especialmente cuando estan inmersos en un fluido. En consecuencia, el
grado de cubrimiento o densidad superficial, las interacciones laterales entre especies
adsorbidas y los cambios conformacionales de dichas especies, son algunas de las
propiedades que interesa caracterizar en estos sistemas. El estudio de las monocapas
autoensambladas formadas por compuestos tiolados sobre superficies metélicas ha
impulsado las aplicaciones en nanotecnologia, una detallada descripcién sobre el tema
puede consultarse en el trabajo de Whitesides y colaboradores (Love et al, 2005).
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La Figura 1.16 muestra algunos compuestos con atomos de S que se emplean para la

formacion de SAMs de alcanotioles sobre Au(111).

A

alcanotiol  alcanodisulfuro dialquilsulfuro alquilxantato  dialquiltiocarbamato

SH

Figura 1.16 Compuestos tiolados que forman monocapas con Au

Para la adsorcion de alcanotioles desde soluciones diluidas (concentracion del orden
mM) sobre Au(111) la cinética del proceso comprende dos etapas. La primera es rapida
(minutos), al final de la misma el espesor de la capa es aproximadamente un 80-90% del
maximo. La segunda etapa es lenta, pudiendo requerir algunas horas para alcanzar el
espesor final (Bain et al, 1989). La cinética de la primera etapa esta gobernada por la
interaccion entre la superficie y el grupo funcional involucrado (tiol), la energia de
activacion depende de la densidad electronica sobre el atomo de S. La segunda etapa se
ve afectada por el grado de desorden de la cadena alquilica, el tipo de interacciones
entre dichas cadenas carbonadas y la movilidad de las mismas en la superficie. En el
caso de alcanotioles de cadena larga, se observa que la cinética es rapida probablemente
debido a las interacciones de tipo van der Waals entre cadenas laterales. La
quimisorcion de alcanotioles y dialquildisulfuros sobre superficies limpias de Au
produce monocapas indistinguibles y se postula la formacién de la especie Au(l) y RS

En el caso del disulfuro (-S-S-) se propone una adicion oxidativa (Ullman, 1996):

RS-SR + Au°y, — RS-Au'Au°ng) + RSH

La adsorciéon de un disulfuro asimétrico (distintas cadenas carbonadas), conduce a la
formacion de una SAM que contiene igual proporcion de ambas cadenas (Biebuyck y

Whitesides, 1993). Esta observacion es consistente con el mecanismo oxidativo
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propuesto para el disulfuro. Ademas, experimentos de reemplazo de);390EH
adsorbido por S(ChhoCN, sugieren que la estabilidad de una SAM formada por tioles

sobre Au depende de la densidad electronica sobre el atomo de S.

En el caso de alcanotioles, la reaccion puede considerarse como una adicién oxidativa

del enlace S-H a la superficie de Au, seguida de una reduccion y eliminacien de H

R-S-H + Aw®, —— R-S'Au"AW, . +1/2 H,

(n-1)

La unién de grupos tiolados al Au es muy estable (alrededor de 167 KJ.mol
Empleando datos de energia de enlace y segun la ecuacién anterior, para el caso de un
alcanotiol se estima un valor de -23 kJ.Phatientras que para el disulfuro el valor
calculado es -100 kJ.myles decir aproximadamente -50 kJ.thpbr cada grupo RS

Con respecto a la estabilidad térmica de las monocapas de alcanotioles, para

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

1.4 Aptasensores

Los aptasensores constituyen la familia de dispositivos en los cuales un aptamero
funciona como elemento de reconocimiento molecular (Walter et al, 2012).

La interaccion de un aptamero con su molécula blan@rget forma un complejo o
conjugado aptamero-target con una estructura tridimensional definida, cuya constante
de disociacién puede estar en el rango nM e incluso pM. El reconocimiento a nivel
molecular se basa en interacciones puente H, hidrofébicas y electrostéticas. La
aproximacion del analito al aptamero, promueve cambios conformacionales los cuales
maximizan la interaccion entre ambos componentes. Dichos cambios pueden ser
aprovechados para detectar el evento de reconocimiento. De acuerdo a la posicién
espacial relativa detarget y el aptdmero en el complejo formado, l@sgets se
clasifican en dos categorias: grupo integradmkiedded group) y grupo de union
externa @utside-binding group). Los ligandos que pertenecen a la primera categoria se
localizan en un “bolsillo molecular” formado por una secuencia determinada de

oligonucleotidos del aptdmero (gruta, segun se indica en la Figura 1.9). Las moléculas
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pequefias, tales como adenosintrifosfato (ATP) (Lin y Patel, 1997), cocaina (Stojanovic,
et al, 2001) o teofilina (Zimmermann et al, 1997) son ejemplos que pertenecen a este
grupo. Las biomacromoléculas, tipicamente Ilasgets proteicos, que poseen
estructuras espaciales complejas y voluminosas, pertenecen al grupo de unidn externa.
Algunas proteinas, como la trombina, tienen mas de un sitio de union al aptamero

(Tasset et al, 1997), lo cual ofrece diversos disefios en las estrategias de sensado.

El desarrollo de sistemas de deteccidbn que emplean proteinas, mas especificamente
anticuerpos, como elementos de reconocimiento molecular ha sido ampliamente
empleado con fines diagndésticos. En el caso de los aptasensores los acidos nucleicos
(aptameros) cumplen la funcién de elemento de reconocimiento frente a un analito de
interés. En tal sentido resulta interesante hacer una comparacién entre ambos, desde la

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

; . ) Consecuencias en el
Aptamero (acido nucleico)
Anticuerpo (proteina) desarrollo de aptasensores

Se identifican por seleccion in
Su desarrollo depende de _ ,
_ _ vitro. Aplicables a practicamenteLos aptdmeros pueden usarse
animales. No son aplicable

7]

cualquier blanco, incluidos como elementos de
a todos los blancos, en el o o
aquellos de alta toxicidad o de¢ reconocimiento frente a
caso de moléculas pequefias _ ] o
_ o baja respuesta inmune dado queualquier blanco, tdéxico o np
se requiere la asociacion i

&

) no esté en juego este procesp toxico.
una macromolécula. y
para su seleccion.

El proceso de seleccidm La sintesis quimica permite | Es posible reducir el costo
Vivo es costoso y puede tener  optimizar los costos de Se obtiene un producto dg
variaciones de un batch @ produccion. La reproducibilidad alta calidad mediante sintesis

otro. es muy buena. guimica.

La modificacion quimica
Las modificaciones Se pueden introducir permite controlar la
guimicas (linkers, modificaciones en posiciones  inmovilizacion. Pueden

colorantes, etc.) se producen definidas durante la sintesis| introducirse colorantes o

en posiciones al azar. quimica del aptamero. marcadores electroactivog

para desarrollar biosensores.
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Los aptasensores pueden ser
Pueden adaptarse las

Para el reconocimiento de o disefiados con elementos de
_ condiciones durante el proceso o _
blanco se requieren _ reconocimiento funcionales
o o _ de seleccion del aptamero para _ ]
condiciones fisiologicas o _ _ bajo determinadas
o gue resulte activo en dicho o
leves variaciones de las condiciones de ensayo. No
, entorno, aungque no sean _ _
mismas. se requiere preparacion de|la

condiciones fisioldgicas.
muestra.

Son biomoléculas altamente Presentan mayor variabilidad| Las condiciones de armadg y
conservadas por lo tanto, estructural (DNA, RNA, funcionamiento de un
diferentes anticuerpos | cantidad de oligonucledéticos 25-  aptasensor deben ser
pueden tener 125, formas de plegado) y adaptadas para cada

comportamiento similar. | también en su comportamientd.  aptamero individual.

Son sensibles a la
Los aptasensores pueden ser

je3)

temperatura, la Son estables térmicamente, |

O

usados en un amplio rang

1Y%

desnaturalizacion resulta| desnaturalizacion es reversibl o
de condiciones.

irreversible.

La vida media es limitada, ¢ Los aptasensores son

La vida media es prolongada

proceso de regeneracion | estables por largos periodgs
o pueden ser regenerados sin ,
puede resultar en pérdida de e o de tiempo y pueden ser
o pérdida de actividad.
la actividad. regenerados.

=

Los aptameros pueden se
Son macromoléculas de alta Son moléculas de masa molar inmovilizados en mayor

masa molar (~ 100 kDa). intermedia (13 — 26 kDa). densidad, pudiendo asi
ampliar el rango dindmico.

Tabla 1.1 Comparacién entre proteinas y acidos nucleicos como elementos de reconocimiento

molecular par el disefio de sensores (adaptado de Walter et al, 2012)

Un factor a tener en cuenta, es que la estabilidad de los aptdmeros puede verse
amenazada en presencia de nucleasas, enzimas que estan presentes en los fluidos
bioldgicos. Este problema puede resolverse por tres estrategias diferentes. Una de ellas
consiste en modificar quimicamente el aptamero en las posiciones labiles en una etapa
posterior al proceso de SELEX (modificacion post-seleccion). La otra consiste en llevar
adelante el proceso SELEX con nucledtidos modificados que sean sustrato de la
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maquinaria enzimatica aumentando su resistencia a la degradacion (ver 1.2.1)
(Hollenstein, 2012; Kong y Bym, 2013). Otra opcién consiste en disefiar un dispositivo

que permita la seleccion por tamafo, por ejemplo si el aptamero se encuentra en el
fondo de un nanoporo suficientemente pequefio, una molécula voluminosa como una

nucleasa tendria un acceso muy restringido o impedido (ver 1.3.3).

1.4.1 Tipos de aptasensores

Ademas de los aspectos mencionados en la Tabla 1.1, dos factores propios de la
estructura de los acidos nucleicos introducen diversidad en las posibles arquitecturas de

la capa de reconocimiento y la estrategia de deteccion para un aptasensor:
- La mayoria de los aptdmeros experimentan cambios conformacionales cuando
reconocen a su analito.

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

competencia en los cuales el analito desplace a dicha hebra.

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

aptasensores segun el modo de deteccion del siguiente modo:

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

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

A continuacién se describen brevemente los principios de funcionamiento de cada una

de estas categorias y se dan ejemplos reportados en bibiografia.

a) Cambio estructural inducido por el analitarfjet-induced structure switching,
TISS)
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La interaccion del analito con el aptamero induce un cambio conformacional en la
secuencia oligonucleotidica, el cual se aprovecha para generar una sefial cuantificable.
Esta estrategia ha sido ampliamente empleada en aptsensores de base electroquimica en
los cuales se une covalentemente uno de los extremos del aptamero a la superficie de un
electrodo, mientras que en el extremo opuesto se introduce un marcador electroactivo
como ferroceno (Fc) o azul de metileno (MB, methylene blue) por ejemplo. Otra
posibilidad es emplear un marcador y un atenuador de fluorescencia. A temperatura
ambiente, el aptamero se encuentra en equilibrio conformacional entre una estructura
extendida o desplegada (random coil) y una forma plegada (stem-loop). En ausencia del
analito es posible favorecer la forma extendida de modo tal que el marcador redox esté
alejado de la superficie y no se detecte la sefial (White et al, 2010). Cuando se produce
la interaccion con el analito, el plegamiento del aptamero acerca el marcador redox a la
superficie del electrodo produciendo una sefal cuantificable. En esta estrategia de
deteccion la sefial electroquimica aumenta con la concentracion del analito (signal-on)
(Figura 1.17 a). En la variante conocida como signal-off, la interaccion del aptamero
con el analito conduce a una disminucion de la sefial. Un ejemplo es el sensor para
cocaina propuesto por Stojanovic y colaboradores ya mencionado (Figura 1.17 b). En
presencia del analito se produce un cambio conformacional en el aptamero que

aproxima el fluorésforo (F) y el atenuador de fluorescencia (D) y la sefial disminuye.

c-D
aptamero S18nm ¢ D
\ G a-a-T-G-p-p e oA
472 nm a N A g6
WFVG‘ T \A' \G-G' -.,A
AL X St A
C, O cas
1 AT
v R
70
A--T A=-T
A A A
a) b) g ~

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

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

En este caso el aptamero se inmoviliza sobre la superficie del sensor y se incuba con la
hebra complementaria para formar la doble hebra. A continuacion se agrega el analito
que compite con la secuencia complementaria por el aptamero. Al producirse la
disociacion del sistema doble cadena, el complejo aptamero-analito adopta una
estructura compleja producto del reconocimiento. Para favorecer la competencia a favor
del analito, se puede emplear una hebra complementaria de menor cantidad de
nucleodtidos (“hebra corta”) o introducir alguna mutacion puntual en la misma. La
disociacion puede ser detectada opticamente si el aptamero fue previamente modificado
con un fluoréforo y la hebra complementaria con un quencher (ver por ejemplo Nutiu y
Li, 2003 y 2005, Chen et al, 2012). El sensor se regenera incubando nuevamente con la
hebra complementaria. La misma estrategia fue utilizada por Zuo y colaboradores
(2007) para la deteccion electroquimica de ATP, inmovilizando sobre la superficie de
un sensor de Au el aptamero modificado con Fc y formando la doble hebra con la
secuencia complementaria. Debido a la rigidez del hibrido, el Fc no puede dar la
transferencia de carga por estar alejado de la superficie (aprox. 10 nm) @Al

incubar con ATP se produce la deshibridizacion, el aptdmero adopta una forma
compleja, que permite aproximar el marcador electroactivo a la superficie dando una

sefal (forma 6n”). La Figura 1.18 muestra ejemplos de esta estrategia.

a)

eTon(

® Fc =— ATP

Figura 1. 18 Aptasensores basados en la disociacion inducida por el analito (TID), sighal on

deteccidn fluorescente (Nutiu et al, 2003), b) deteccion electroquimica (Zuo et al, 2007)
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c) Reemplazo competitivo

Dado que los aptdmeros comparten algunas caracteristicas con los anticuerpos (ver Tabla
1.1) fue posible adaptar estrategias de los inmunoensayos al caso de los aptdmeros. Un
ejemplo son los ensayos competitivos basados en el desplazamiento de analitos previamente
marcados. Hansen y colaboradores (2006) propusieron un sensor para la deteccion conjunta
de trombina y lisozima en el cual emplean quantum-dots para marcar ambos analitos
(Figura 1.19). Se inmovilizaron conjuntamente los aptameros para trombina y lisozima
sobre Au, y luego se los incuba con trombina y lisozima marcadas con particulas de CdS y
PbS respectivamente. Al incubar el sistema con la muestra, si ésta contiene los analitos, se
produce un intercambio entre las formas marcadas (previamente inmovilizadas) y no
marcadas (provenientes de la muestra), liberandose al medio los analitos marcados.

Finalmente se detectan electroquimicamente.

lavado

Au Au
trombina lisozima

Figura 1. 19 Aptasensor basado en el reemplazo por competencia (Hansen et al, 2006)

Otra opcidn consiste en inmovilizar la molécula blanctarget a la superficie del

sensor. Un ejemplo para moléculas pequefias es el sensor desarrollado para neomicina
B. Al incubar con la muestra conteniendo el analito, el aptamero se une al mismo
generando un cambio en la superficie que puede ser detectado por impedancia faradaica
0 SPR gurface plasmon resonand&antos-Alvarez et al, 2007 y 2009).

d) Sandwich

Esta estrategia se usa habitualmente para la deteccién de proteinas o moléculas de gran
tamafio porque el analito debe tener dos sitios de reconocimiento diferentes. Se

inmoviliza sobre la superficie del sensor un aptamero y se incuba con el analito. La
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deteccidon se hace con un segundo aptamero que se une a un sitio de reconocimiento
distinto del primero. En el caso de analitos pequefios la estrategia es limitada puesto que

el primer aptamero “envuelve” practicamente al target

Sin embargo, mediante una ingeniosa y no menos laboriosa construccion que involucra
al aptamero y su hebra complementaria es posible aplicar la estrategia para cuantificar
moléculas pequefias. La Figura 1.20 muestra el ejemplo de un aptasensor para adenosina
desarrollado por Zhang y colaboradores (2008). Sobre un electrodo de Au se
inmovilizan nanoparticulas (AuNPs) del mismo metal y una hebra de ADN simple
cadena (“sonda de captura”) mediante formacion de enlaces S-Au. Por otro lado, se
arma una construccion que contiene el aptamero de adenosina y AuNPs. La misma se
hibridiza con la sonda inmovilizada al electrodo y a continuacion se agrega
[Ru(NHs)¢]®* el cual se une al ADN por interacciones electrostaticas permitiendo
realizar la deteccion electroquimica. Cuando el electrodo finalmente se incuba con
adenosina se libera la construccion que tenia las AuNPs y tambjBo(KH3)s]*,

produciendo una disminucion de la sefial electroquimica.

hibridizacion
hebra hibridizacién
electrodeposicion complementaria
electrodo de Au electrodo de Au electrodo de Au electrodo de Au
hebra
complementaria
adenosina .
electrodo de Au electrodo de Au adenosina

Figura 1. 20 Aptasensor basado en el reemplazo por competencia (Zhang et al, 2008)
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Ademas de las cuatro estrategias descriptas por Han y colaboradores, Walter y
colaboradores (2012) identifican otro principio de construccion basado en una
propiedad estructural que poseen los aptameros que consiste en la reorganizacién de
fragmentos inducida por la molécula blanco (TIR target-induced reassembly). El
aptamero se divide en dos partes que no interactian entre si en ausencia del blanco. En
presencia del mismo se forma un conjugado con los tres componentes. Este método fue

aplicado por Zhou et al (2011) para la deteccién de cocaina (Figura 1.21).

— ler fragmento de aptamero & AUNPS

- 2do fragmento de aptamero

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

1.4.2 Deteccion “label free”

Muchos disefios de biosensores requieren la presencia de un marcador para la etapa de
transduccion (ver Figura 1.1). Dependiendo del modo de deteccion, dicho marcador
sera un fluoréforo, una enzima, particulas magnéticaadhetic bead¥ una especie
electroactiva, etc. Sin embargo, la introduccion del marcador puede afectar la
interaccion con el analito, particularmente cuando se emplean proteinas como elementos
de reconocimiento molecular (Haabs, 2003). Ademas este procedimiento suma una
etapa mas en la construccion del biosensor.

La estrategia de deteccion tipo sandwich discutida previamente (ver 1.4.1) resuelve de
manera indirecta el primer inconveniente. Una vez realizado el reconocimiento entre la
molécula inmovilizada y el analito, se lava el sistema y se introduce una segunda
molécula marcada la cual se une al conjugado haciendo posible la deteccién con buena

sensibilidad.

30



Capitulo 1. Introduccion

En cambio cuando se disefia una estratabel free, la deteccion directa del evento de
reconocimiento evita los inconvenientes mencionados. Otra ventaja adicional, es que
ademés de cuantificar, algunas técnicas experimentales como Q@ivtz(crystal
microbalancg o SPR permiten determinar constantes de afinidad y parametros cinéticos
a partir del andlisis del sensorgrama o curva de respuesta en funcion del tiempo (Daniels
y Pourmand, 2007). La técnica conocida como espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) también permite la deteccion a través de una sonda redox en
solucion, y por eso se ha aplicado para el desarrollo de sensores, basados en la estrategia
label free. La funcionalizacion de una superficie conductora con un biomaterial se ha
empleado para la etapa de transduccién, permitiendo el desarrollo de inmunosensores,
sensores basados en ADN o en enzimas. El trabajo de Katz y Willner (2003) ofrece una

amplia descripcion sobre los principios y aplicaciones empleando impedancia.

1.5 Motivacién y objetivos

Esta tesis, junto a la de M. Belén Ponce, inici6 el camino en un nuevo proyecto de
investigacidon enmarcado en el Area Quimica de la UNGS, cuyo interés ha sido desde su
creacion en 1996, el estudio de temas ambientales sustentados en una soélida base
disciplinar desde la quimica. Mas concretamente, el objetivo general se orienta hacia la
deteccion y cuantificacion de analitos de interés ambiental, en particular plaguicidas de
uso frecuente (deltametrina, imazetapir, entre otros) a través del disefio de biosensores

de base aptamérica con deteccion electroquimica.

La idea de iniciar una linea de trabajo experimental en un nuevo contexto, conlleva en si
misma un gran desafio desde la perspectiva de poner en marcha técnicas diferentes,
procurar los insumos, disefiar o adaptar dispositivos para medir con el instrumental
disponible, etc. Por otro lado, la necesidad de ensamblar conocimientos provenientes de
al menos dos campos disciplanares bien establecidos y con largas trayectorias
consolidadas como son la electroquimica y la quimica de los acidos nucleicos,

constituye un desafio intelectual interesante.

En este marco de referencia, el objetivo especifico del presente trabajo de tesis consistio

en estudiar de un modo sistematico la modificacion de superficies de oro con secuencias
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de oligonucledtidos y la aplicacion de las mismas a la deteccion de moléculas pequerias.
Se us6 como sistema modelo el aptamero desarrollado por Huizenga y Szostak (1995)
para adenosina/AMP/ADP/ATP con el fin de explorar estrategias de desarrollo de sefial

por técnicas electroquimicas.

Mas puntualmente todavia, si quisiera reflejarse en una pregunta el objetivo de este
trabajo de investigacion, la misma podria formularse del siguiente medoposible

para el caso de moléculas pequefias, transformar el cambio conformacional promovido
por el evento de reconocimiento entre un aptamero inmovilizado a una superficie de
oro y su analito, en una sefial electroquimica cuantificable en términos analitioes?

capitulos siguientes intentan responderla.
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2.1 Métodos instrumentales

En esta tesis se han empleado distintas técnicas experimentales, la mayoria de ellas
electroquimicas, que permitieron caracterizar los sistemas de deteccion objeto de
estudio. A continuacion se presenta una breve descripcion del fundamento tedrico de las
mismas, la informacion que brindan, sus ventajas y limitaciones como asi también el
instrumental necesario para su implementacion, haciendo especial énfasis en las

aplicaciones.

2.1.1 Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas de potencial controlado, requieren del uso de un
potenciostato para mantener constante dicho potencial y medir la corriente,
empleandose una celda electroquimica de tres electrodos en la mayoria de los casos.
Dichas técnicas son seguramente las mas antiguas, conocidas, estudiadas y verséatiles.
En general son de facil implementacién y el instrumental asociado es relativamente
econdmico en comparacion con otras técnicas instrumentales. Hay disponibles
relevantes textos de referencia sobre los fundamentos y las técnicas electroquimicas
entre los cuales se encuentran los trabajos de Bard y Faulkner (2000), Kissinger y
Heineman (1996) y Sawyer (1995).

2.1.1.1 Conceptos generales

Una reaccion de electrodo es un proceso interfacial que necesariamente involucra un
paso de transferencia de carga desde o hacia una superficie conductora. La reaccion de
electrodo comprende a todos los procesos (reaccidon quimica, reorganizacion estructural,
adsorcion) que acompafan el paso de transferencia de carga. Se trata de un proceso
anodico si las especies son oxidadas perdiendo electrones, o bien es un proceso catodico
si las especies son reducidas en la interfaz, ganando electrones. Las especies
electroactivas pueden estar en solucion o formando una pelicula sobre la superficie del
electrodo o el material del electrodo en si mismo.

La siguiente ecuacion representa una reaccion de electrodo general:

o —

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

La mayoria de las técnicas electroquimicas utilizan una celda de tres electrodos. El
electrodo de trabajqWE) es aquél donde ocurren los procesos electroquimicos de
interés. En este tipo de celdas la corriente circula desde el electrodo de trabajo por un
circuito externo y luego hacia electrodo auxiliaro contraelectrodo(CE); el circuito

se cierra por el transporte de iones en la solucién. El contraelectrodo debe tener un area
suficientemente grande (en la practica, mayor que la del electrodo de trabajo) para no
limitar el flujo de carga eléctrica. El tercer electrodo esledttrodo de referenciéRE)

por el cual no circula corriente debido a su alta impedancia; su funcion es controlar el
potencial del electrodo de trabajo.

Las medidas electroquimicas se han realizado empleando electrodos de trabajo (WE) de
dimensiones milimétricas (comerciales, laminas de oro macizo y electrodos
descartables). Los procesos electroquimicos que tienen lugar en los mismos, pueden ser
descriptos mediante los modelos de electrodo plano infinito y difusién semi-infinita.
También se han empleado arreglos de electrodos de dimensiones nanométricas. De
acuerdo a la definicion operacional dada en el libro de Bard y Faulkner antes citado,
alguna de las dimensiones del sistema debe ser menor que el espesor de la capa
difusional. Para una discusion mas detallada se sugiere consultar las obras antes
mencionadas.

Para hacer mediciones con los electrodos de oro y carbono vitreo comerciales se disefid
una celda de vidrio con una cubierta y tapa de teflon (Figura 2.1 (izq.)). Para las laminas
de oro macizo, fue necesario cambiar el disefio experimental de la celda, la misma se
muestra en la Figura 2.1 (der.). Dicha celda de teflon, consta de un orificio circular de
1,6 mm de diametro para delimitar el area de las laminas de oro a emplearse como
electrodos de trabajo. La misma consta de 2 piezas de teflon que se mantienen unidas
por 4 tornillos pasantes (ver Figura 2.1 (der.)). El electrodo de trabajo se inserta entre

ambas piezas formando un sandwich. El volumen maximo de solucién es de 5 mL.
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Como electrodo de referencia se us6 en todos los casos Ag/AgCl (KCI 3 M), el
contraelectrodo es de Pt. Ambos se sujetan desde orificios realizados en la tapa de teflén

de la celda.

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

El potenciostato es el instrumento que controla el potencial entre el electrodo de trabajo

y el electrolito. El electrodo de trabajo normalmente se conecta a tierra y el potencial se
mide respecto del electrodo de referencia. En la actualidad los potenciostatos permiten
aplicar distintas funciones de potencial al electrodo de trabajo, generando diferentes
tipos de respuesta de corriente.

Los procesos electroquimicos generalmente no son sencillos, y pueden involucrar varias
etapas que incluyen: procesos heterogéneos de transferencia de electrones, transporte de
masa, reacciones quimicas en fase homogénea que pueden estar acopladas, procesos
superficiales tales como adsorcion, etc. Un analisis completo de cualquiera de estos
procesos electroquimicos requiere conocer cada paso individual. Como minimo es
necesario conocer la constante de velocidad estandar, los coeficientes de los procesos
que involucran transferencia de electrones, el nUmero de electrones involucrados vy, si
hay especies en solucion, los correspondientes coeficientes de difusion.

Existe una amplia variedad de técnicas electroquimicas desarrolladas para determinar
los pardmetros cinéticos y termodinamicos de las reacciones de electrodo. La técnica a
utilizar dependera del sistema quimico y de la informacion que se desee obtener.

En este trabajo de tesis se utilizaron principalmente cuatro técnicas electroquimicas:

voltametria ciclica, voltametria diferencial de pulso, voltametria de onda cuadrada y
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espectroscopia de impedancia electroquimica. A continuacion se describe brevemente el
fundamento de cada una de ellas. Para mayores detalles puede consultarse la

bibliografia citada previamente.

2.1.1.2 Voltametria ciclica

En la voltametria ciclica (CV) se aplica sobre el sistema una variacion lineal del
potencial, a partir de un potencial iniclal En cada momento, el potencial aplicafp,
responde a la ecuacion:

E=E°+wt (2.1)

El potencial se varia linealmente con el tiempo, a una dada velocidad de barrido,
desde un valoE; a un valorkE,, luego se puede regresar al mismo valor ink€jal otro
valor Ez y asi sucesivamente (Figura 2.2). La velocidad de barrido usada generalmente

se encuentra entre unos pocos ri\hasta 100 V'§

Figura 2.2 Perfil de potencial en funcién del tiempo para voltametria ciclica

Se grafica la corriente en funcion del potencial aplicado (el eje de potencial es también
un eje de tiempo), obteniéndose la curva intensidad de corriente —pofemsiak) o

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

la que se estudia el proceso electroquimico.
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En la préactica, las mediciones electroquimicas generalmente se inician con una
voltametria ciclica. La forma de la curvars. E., aporta informacion acerca de la
reversibilidad del proceso de electrodo. El analisis de las mismas también permite
detectar procesos acoplados a los de oxidacion y reduccion, por ejemplo adsorcion o
desorcion de una especie electroquimicamente activa, o reacciones quimicas acopladas
al proceso de transferencia de carga.

A continuacién se describe la técnica para especies electroquimicas en solucion y
también para especies inmovilizadas a la superficie del electrodo, ambas modalidades

fueron empleadas en este trabajo de tesis.

2.1.1.2.1 Especie electroguimica en solucion

Nuevamente, para el proceso:

O+ne =—— R

dondeO y R son las especies oxidada y reducida solubles, en el marco del analisis de la
curvai vs. E la corriente depende del control cinético y difusional, observandose un
crecimiento de la misma a medida que el sobrepotencial aplicado aumenta, llegando a
un valor de corriente maximo o corriente de pigp uando el control de la reaccion

pasa de cinético a difusional. Dicha corriente de pico es un parametro caracteristico de
la voltametria. La Figura 2.3 presenta el voltagrama obtenido paraeanaidon
reversibledonde se transfiere 1L &i el potencial se barre a través del intervalo donde

se produce la reaccion de oxidaci@n— O, inicialmente, y como consecuencia del
cambio en el potencial aplicado, la oxidacionRlen la superficie se ve favorecida y

por lo tanto la corriente anddica aumenta. La misma continla aumentando hasta que la
concentraciéon superficial se hace cero y por lo tanto la reaccidén pasa a estar controlada
por difusién. Como la concentracion superficial se mantiene en cero, y con el tiempo el
flujo hacia la superficie disminuye, la densidad de corriente también decae, y por
consiguiente la respuesta presenta un pigp Para el barrido de retorno, la reaccion de
transferencia electronica en el electrodo es la inv@sa: R, por lo tanto la corriente
cambiara de signo. La corriente catodica pasara de nuevo a traves de i) peoun

proceso similar al descrito anteriormente.
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i/ pA
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Figura 2.3Voltametria ciclica tipica para un proceso reversifglaina especie en solucion “Ep

ip©, EQY, ip™: potenciales y corrientes de pico catddico y anddico respectivamente

La respuesta de la voltametria ciclica para una reaccion de transferencia electronica de
una especie en solucion puede modelarse teniendo en cuenta la velocidad de reaccion de
la especie electroactiva en la superficie del electrodo, su difusion y las posibles
reacciones acopladas en el seno de la solucion (Nicholson y Shain, 1964). EI modelo
predice que la forma de la curva es independiente de la velocidad de barrido de
potencial para una cupla reversible. El analisis de la voltametria ciclica puede conducir
a obtener parametros termodinamicos y el coeficiente de difusion.

Para el caso de una especie que reacciona muy rapido con la superficie de un electrodo

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

dondeE, representa el potencial de la corriente pico y los suprain@ice#\ a los
procesos catddicos y anddicos respectivamente.

El coeficiente de difusion puede determinarse graficando la corriente deippien,
funcion de la raiz cuadrada de la velocidad de barsidotilizando la ecuacion de

Randles-Sevcik, para una temperatura de 298 K:

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

la concentracién de la especie electroactiva en el seno de la solligiiane unidades

de mol cm?®, el coeficiente de difusi6rDg se expresa enn? s* y la velocidad de
barrido de potencial; en V s*. La ecuacién 2.3 muestra claramente, que si el control es
difusional, la corriente de picg Varia linealmente con'%.

A partir de la forma del voltagrama experimental se puede comprobar la reversibilidad

del sistema. Para una cupla reversible, se cumple que:

> AEp = Epa—E,c=0,059 V/n
> -ip” =i

> i’ proporcional a2

> Ep independiente de

En losprocesos irreversibleda velocidad de transferencia de electrones es insuficiente
para mantener las especies en equilibrio en la interfaz electrodo - solucion, en
consecuencia la forma de la voltametria ciclica cambia. A baja velocidad de barrido el
sistema se comporta reversiblemente ya que el cambio de potencial es lento y el sistema
tiene tiempo para que el material adyacente a la superficie del electrodo se equilibre
segun el potencial aplicado. A medida que la velocidad de barrido se incrementa, la
velocidad de transferencia electronica no se equipara y las concentraciones superficiales
del sistema redox no alcanzan a equilibrarse. Se evidencia entonces, un retraso en la
aparicion de la corriente de pico. En consecuencia se produce una separacién de los
picos de potencial anddico y catodico, por lo tanto el potencial deEpicdepende de

la velocidad de barrido. Si el proceso es completamente irreversible se observa la

ausencia de pico cuando se invierte el barrido de potencial.

2.1.1.2.2 Especie electroquimica adsorbida

Las propiedades del voltagrama de especies adsorbidas estan determinadas por el
namero de sitios sobre la superficie electrénica donde se produce la adsorcion.

Consideremos el caso méas simple en el cual sélo las faddmasRR se encuentran
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adsorbidas sobre el electrodo y son electroquimicamente activas en el intervalo de
potencial de trabajo. En estas condiciones es posible despreciar los efectos de transporte
de materia ya que las especies estan confinadas en la interfaz.

La Figura 2.4 muestra la forma de la curva corriente-potencial para un proceso
reversible. La principal diferencia entre el voltagrama de una especie adsorbida y una
especie en solucién es que los picos son simétricos y mas agudos puesto que las cargas

asociadas con los procesos anodicos y catédicos son iguales.

AE =90 mV
p %

Figura 2.4 Voltametria ciclica tedrica para una especie adsorbida sobre el electrodo,

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

La simetria de los picos ocurre porque soélo puede ser reducida la cantidad de @activo
presente sobre la superficie del electrodo. La corriente aumenta desde cero hasta la
corriente de pico y cae nuevamente a cero cuando el reactivo se consume totalmente. La
corriente de pico es proporcional a la velocidad de barrido del potencial. La carga
requerida para oxidar la capa adsorbida, representada por el area bajo la curva, puesto
que el eje de potenciales es también de tiempo, es independiente de la velocidad de
barrido del potencial. Ademas la separacién entre los picos de oxidacion y reduccién es
0 mV para un par con transferencia electrénica rapida, ya que la difusién no interviene

en el proceso. Nuevamente, existen criterios de diagnostico para el voltagrama de una
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cupla reversible correspondiente a la transferencia deldedeO o0 R se encuentran
adsorbidos sobre la superficie del electrodo, ellos son:

> AEp= 0mV

> [ip” =it

s Ip proporcional &

> E, independiente de

> Ja = (c

Teniendo en cuenta que el rango de potencial donde se observa una corriente faradaica
corresponde a un determinado periodo de tiempo (como se menciond previamente, el
eje de potenciales se convierte en un eje de tiempo al considerarse la velocidad de
barrido), la carga total intercambiada puede obtenerse por integracion de la corriente en
funcién del tiempo. En virtud de la ley de Faraday, es posible determinar la cantidad
adsorbida de la especie electroactiva integrando el voltagrédmé& & moles de
sustancia electroactiva depositada).

En el caso de usistema irreversibleel pico de ida no es simétrico y no se observa pico
para el proceso inverso. Si el sistema fuera cuasirreversibles, existe un pico de vuelta,
pero los picos no son simétricos y no coinciden los potenciales de pico.

Cuando una especie electroquimica se encuentra unida quimicamente al electrodo, éste
recibe el nombre delectrodo quimicamente modificado. Este tipo de electrodos ha sido
extensamente estudiado por su aplicacion en catélisis. Su comportamiento es similar al
mencionado anteriormente y la voltametria ciclica puede ser analizada de la misma
manera.

Los procesos superficiales debidos a especies adsorbidas pueden estar combinados con

procesos asociados a especies que difunden desde la solucion.

2.1.1.3 Cronoamperometria

La cronoamperometria es una técnica en la cual el potencial del electrodo de trabajo se
cambia instantaneamente y se mide la corriente en funcion del tiempo. En la Figura 2.5

se muestra esquematicamente la perturbacion de potencial aplicada al electrodo de
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trabajo en funcién del tiempo. Al valor de potenckl no ocurre la reaccion

electroquimica.

—

E/V/

Ez"

Ei

0 t/s

Figura 2.5 Potencial en funcién del tiempo para un experimento de cronoamperometria

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

e —

O+ne —~=<—— R

y E; es tal que la reduccion d&transcurre a una velocidad controlada por difusion, el
proceso queda caracterizado por las leyes de Fick. Imponiendo las siguientes

condiciones de contorno:

parat=0, G (x,0) = G
para t > 0x—o lim Co (X,1) = Co’
Co(0)=0

dondeCo es la concentracién d@ en el seno de la solucién. Inicialmente (t =0) la
concentracién deD es uniforme Co = Co), luego de aplicar la perturbacion, la
concentracién de la espec@ sobre la superficie del electrodo se agota. En todo
momentoCo = Co lejos del electrodo (difusion lineal seminfinita). Las ecuaciones
pueden ser resueltas aplicando la transformada de Laplace a la expresion

correspondiente a la segunda ley de Fick, permitiendo obtener las expresiones para el
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perfil de concentracion de la espe€een funcion del tiempo y de la distancia. La
dependencia de la corriente con el tiempo viene dada por:

i =nFAD, {ag(o} (2.4)
x=0

que lleva a la respuesta cronoamperomeétrica conocida como la ecuacion de Cotrell:

= nFAD,"?C.’

o 25)

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

relaciona la corrienté cont Y2 A partir del gréficoi vs.t *?

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

La forma del transitorio de corriente depende del tipo de proceso que esté controlando la
velocidad de la reaccion de electrodo. En la Figura 2.6 se muestran distintos tipos de
transitorios posibles. Cuando la reaccion estd controlada por difusién, la respuesta
corriente - tiempo tiene la forma de la curva dada en la Figura 2.6 a). Cuando la
reaccion esta controlada cinéticamente la respuesta de corriente es del tipo representado
en la curva h)Cuando la constante de la velocidad de la reaccidén en pequefia (o cuando
el valor deE, impone un sobrepotencial muy bajo para la reaccién), la concentracion de

la especi€D no cambia de manera significativa ya que el potencial aplicado no es muy
grande y por lo tanto la difusion no es relevante para determinar la velocidad de la
reaccion. En una situacion intermedia entre ambos los casos se tiene el transitorio
correspondiente a la curva @n la cual la velocidad de transferencia de carga y la
velocidad de difusion son comparables y la corriente cae en el tiempo, pero de una

manera mas suave. En este caso el sistema se encuentra bajo control mixto.
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t/

Figura 2.6 Corriente vs. tiempo para experimentos de salto de potencial. a) control

difusional, b) control cinético, ¢) control mixto

2.1.1.4 Voltametria diferencial de pulso

En la voltametria diferencial de pulso (DPV) el barrido de potencial no se realiza de
forma lineal como en la voltametria ciclica, sino que se aplica un perfil caracterizado
por pulsos de potencial de baja amplitud (Figura 2.7).

En esta técnica se toman dos medidas de corriente por cada pulso de potencial aplicado,
la primera de ellas a tiempt inmediatamente antes del pulso, y la segunderagor,

justo antes de la finalizacion del pulso. En esta ultima medicién, la corriente capacitiva,
correspondiente a la carga de la doble capa, ya habra caido a cero (Figura 2.8), haciendo
que la corriente medida sea netamente faradaica. De esta forma, la técnica gana
sensibilidad respecto de las técnicas no pulsadas. El registro del experimento
corresponde a un grafico de la diferencia de corriginte,i(t) —i(t") en funcién del

potencial base, E

P dE/dt
=" velocidad
— de barrido

\_r\(,_

/"

(
p)

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

7= R:Cy t t

Figura 2.8 Decaimiento de la corriente de carga de la doble capa luego de la aplicacién de un

pulso de potencial

La forma de la funcidn respuesta y la altura del pico pueden tratarse cuantitativamente.
Desdet = 0 hasta la aplicacion del pulso de potenciaka’, el potencial corresponde

a potencial base EA mayores tiempos, el potencial es EE; donde £ corresponde a

la altura del pulso. El periodo de preelectrolisigpicamente es entre 20 y 100 veces
mayor que la duracion del pulso-1’. De esta forma, la preelectrélisis establece una
capa difusional gruesa, y el pulso sé6lo es capaz de modificar una pequefia parte de ésta.
De hecho, el experimento puede aproximarse asumiendo que el pulso no distingue el
perfil de concentracion al inicio de aquel correspondiente a la concentracion del seno de
la solucion. En consecuencia, la funcién de la preelectrolisis es establecer la condicion
de “concentracién aparente del seno de la solucion” en la cercania del electrodo. De este
modo la técnica gana en sensibilidad respecto de la voltametria ciclica.

2.1.1.5 Voltametria de onda cuadrada

La voltametria de onda cuadradsgiare wave voltammetrySWV) combina los
mejores atributos de los métodos voltamétricos de pulso, una buena linea de base, la
sensibilidad de la voltametria diferencial de pulso, la capacidad diagnostica de la
voltametria normal de pulso y la habilidad para caracterizar productos de manera
directa. También permite medir en un amplio rango de escala temporal como en el caso
de las técnicas polarograficas de pulso. La forma del pulso puede ser interpretada como
un caso particular de la voltametria diferencial de pulso (DPV, Figura 2.8) en el cual el
periodo de preelectrdlisis y el pulso son de igual duracién, y éste tiene la direccion
opuesta al barrido aplicado. La interpretacion de los resultados se facilita considerando
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la forma de la onda como un barrido en estado estacionario, al cual se sobreimpone un
doble pulso simétrico, uno en la direccion directa y otra en la inversa, tal com se

muestra en la Figura 2.9:

potencial i i | i
I . | . I . 1
E k=— ciclol ->= ciclo2 —=+= ciclo3 —=
I I ] 1
I I 1 i
N =
i sentido : ———y
directo : J_.
R
AFE A e fa— I
E, =t o 1 =
0 i (-
— i_sentido
inverso
tiempo

Figura 2.9 Esquema de la forma del pulso y medicién en SWV

La onda cuadrada se caracteriza por una altura de pE}sp un ancho de pulsg, el

cual puede ser expresado en términos de la frecuencia de onda ciliaelfgdy. El

estado estacionario tiene un valorlg al comienzo de cada ciclo, siendo la velocidad

de barridov = 4E42 t,= f 4Es. La corrientei se mide 2 veces por ciclo, al final de cada
pulso. La corriente directase mide al comienzo del primer pulso de cada ciclo en la
direccién del barrido. La corriente invergase mide al final del segundo pulso en la
direccion opuesta. La diferencia entre ambas corrienteises Ai,.

Dado que la capa difusional no se renueva al inicio de cada ciclo, la condicién inicial de
la misma es el resultado de su evolucién en los pulsos previos. Dicha capa es funcion,
no solo de la forma de la onda aplicada, sino de la cinética y los procesos quimicos
asociados al electrodo.

Sea nuevamente una reaccion de electrodo con una cinética reversible:

R

donde la solucién contiene solo la especie O. El potencial ificsed selecciona a un

O+ ne

valor méas positivo qu&® de modo que el perfil de concentraciones sea uniforme al
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inicio del barrido. El experimento es suficientemente rapido para considerar un
comportamiento de difusién lineal seminfinita de modo que vale la segunda ley de Fick
para ambas especies O y R. La forma de la onda de potencial aplicado se relaciona con
la concentracion a través de la ecuacion de Nernst. Se considera dicha onda como una
serie de ciclos sucesivos desde m=1 en adelante.

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

1.0 —

A

0.5

\J

0.0

v,

05 | I |
0.2 0.0 -0.2 -0.4

n (E=Eyp), V

Figura 2.10 SWV para una cupla O/R reversible, inicialmente R =¢0zafyiente directa, 4w

corriente inversa, Agiferenciavs. eje de potencial “reversible’}E= E°+ RT/nF In(Qy/Do)"?

La expresion paraigles:

/2 x
A _NFADg"”Co AV (2.6)

p n]Jthl/Z p

Para analizar la corriente de base, se emplea el mismo tratamiento aplicado para DPV.
Sit, es cinco veces mayor que la constante de la celda, no se observa contribucion de la
corriente de carga a las corrientes individuales. Los procesos faradaicos controlan el
limite de deteccion en SWV. En electrodos sélidos puede ser medible el efecto de la
corriente directa e inversa pero se suprime de manera efectiva al hacer la diferencia

entre ambas.
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Con respecto a las aplicaciones, al igual que la voltametria ciclica, SWV posee una gran
capacidad diagnéstica especialmente cuando se analizan las corrientes directa e inversa.
La técnica permite obtener informacidn sobre los procesos de electrodos para un amplio
rango de potencial en un tiempo acotado. La ventaja con respecto a CV es la supresion
de la corriente de base, por lo tanto, es posible medir a concentraciones menores que las
requeridas para una voltametria ciclica. En un sentido amplio SWV es mejor que CV
para evaluar parametros cuantitativos para sistemas en los cuales se conocen los
mecanismos. Una de las debilidades de SWV con respecto a CV, es que resulta
intuitivamente mas dificil de interpretar en términos quimicos que CV. Ademas en CV

el barrido inverso cubre un amplio rango de potencial, hecho que permite detectar
procesos que estan separados por una brecha de potencial mas grande. Finalmente, CV
cubre una mayor escala de tiempo que SWV.

Para hacer andlisis cuantitativo, SWV es generalmente la mejor opcién en cuanto a
métodos de pulso. Las respuestas mas reproducibles y con mejor limite de deteccion se

obtienen en general con el electrodo gotero de mercurio.

2.1.1.6 Impedancia

En voltametria ciclica y en cronoamperometria el sistema es alejado del equilibrio
mediante barridos y saltos de potencial respectivamente y, frente a dichas
perturbaciones, se mide su respuesta. Cuando se emplean técnicas basadas en el
concepto de impedancia el enfoque es diferente: se introduce una perturbacion mediante
una sefal alterna de pequefia magnitud y se observa la forma en que el sistema sigue la
perturbacion en estado estacionario.

En la espectroscopia de impedancia electroquirfid®, Electrochemical Impedance
Spectroscopy se mide la impedancia de la celda en funcién de la frecuencia de la
fuente AC f). Las medidas se interpretan en términos de un circuito eléctrico
equivalente, conformado por resistencias y capacitores, que busca describir el
comportamiento del sistema.

La técnica emplea una sefial de excitacion de baja amplitud y se basa en el hecho de que
a bajos sobrepotenciales, la relacion corrienpgtencial es practicamente lineal. En

esas condiciones, una excitacion de frecuencia2nf genera una corriente también de
frecuenciaw. Por otro lado, un sistema que no posee una relacig lineal, presentara

una respuesta distorsionada no sinusoidal, que es una superposicion de sefiales a

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

corriente resultante se pueden expresar como:

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

donde Ey e Ip son las amplitudes del potencial aplicado y la corriente resultante
respectivamente, mientras quespla constante de fase entre la corriente y el potencial.
Puesto que la respuesta que se obtiene se analiza sobre la base del circuito eléctrico
modelo que mejor describe el sistema electroquimico en estudio, es necesario conocer
como se comportan los elementos de un circuito frente a perturbaciones alternas como

las descriptas.

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

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

- Capacitor: para un capacitor puro se cumple que q = C (di/aby lo tanto:

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

La corriente esti desfasadaz#d respecto del potencial. En este caso para simplificar
el tratamiento matematico se utiliza notacibn compleja. De esta manera, se puede
expresar | como:
E =-/(wC)l (2.10)
donde j=V-1.

- Resistencia en serie con un capacitor (circuito RC en saleplicar un potencial

alterno, éste debe ser igual a la suma de las caidas en cada uno de los elementos:

E=Eg+ Ec
E=I(R-jwC)=1Z (2.11)
donde Z es el vector impedancia que relaciona el potencial con la corriente. EI mismo se

puede representar como:

Z(w) = Zre— jZm (2.12)
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donde Zre ¥ Zim son las componentes real e imaginaria de la impedancia
respectivamente. En este casga ZRYy Zim = 1/ oC.

La impedancia es un tipo de resistencia generalizada, la ecuacione@uria version
generalizada de la ley de Ohm. El angulo de fasexpresa el desfasaje entre los
componentes resistivos y capacitivos del circuito en serie. Para una resistenga=pura,

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

La variacion de la impedancia con la frecuencia se puede visualizar de dos formas. En
un gréfico de Bodese presenta la variacion t®y (|Z|) y de ¢ en funcion de logw).

Una forma alternativa es emplear grafico de Nyquisten el que se muestra la
variacion deZ, en funcion deZg. para diferentes valores de En la Figura 2.11 se
presentan ejemplos de cada uno de estos graficos para un circuito RC en serie y en

paralelo.

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

A veces es mas Util analizar los circuitos en términcsdddtancia, Y que es la inversa

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

Una celda electroquimica puede ser considerada como un circuito equivalente de
resistencias y capacitores por los que circula la misma corriente, con la misma amplitud

y angulo de fase que en la celda real, bajo una dada excitacion. Un circuito
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frecuentemente empleado e<ietuito de Randlesque se muestra en la Figura 2.12 a).

En él, la capacidad de la doble capa se representa como un capacitdCqpUeb,
proceso faradaico no puede ser descripto por elementos de un circuito tales como
resistencias y capacitares, cuyos valores son independientes de la frecuencia, por lo que
se representa mediante una impedancia geZeale est&n paralelo con la capacidad

de la doble capa. La impedancia faradaica puede representarse como una rdistencia
en serie con una pseudocapacitai@jaOtra manera de representarla es separandola en
un término de resistencia a la transferencia de d&rgg un segundo término conocido
como impedancia de Warbugg, el cual puede ser interpretado como una resistencia a
la transferencia de masa (Figura 2.12 b)). Ambos términos dependen de la frecuencia.
La impedancia de Warburg se introduce como un elemento del circuito equivalente si el
sistema cumple la condicion de difusion lineal seminfinita, en la practica corresponde al
caso de un electrodo plano infinito. Finalmente, la resistencia de la solBgiésta en

serie con el conjunto mencionado, ya que toda la corrirrtés( debe pasar la misma.

——
|1
I
Ry Cy
—
—
(@)
R, Cy R,

2

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

una pequefia perturbacion sinusoidal; b) representacion de la impedancia faradaica

Cuando una corriente sinusoidal pasa a traves de la impedancia, el voltaje es:

E=iRs+q/Cs (2.13)
dE/dt = Rydi/dt +i/Cs  (2.14)
si la corriente es:
I=1sen @t) (2.15)
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se llega a:
dE/dt = Rslw cos (t) + (I/Cs)sen t)  (2.16)

Para el sistem@ + ne — R donde O y R son especies solubles, el potencial E depende
de:E=E[i, G(0,); Cr(0,1)].

Reemplazando en (2.16):

dE _ (andl[ dE :|dCo(0’t)+|: oE }d%(o't) (2.17)

dt dt |9G,(0,t)| dt 0G0, 9| dt
di _ dC, (0,t), . dC.(0,1)
E - Rct ,Bo dt + IBR dt (2-18)

oE
Rct = (_tj (2-19)
Co(0.1).Cr(0t)

[ eE
Fo _[OCO(O,'[)lCR(Ot) (220

[ eE
e _[GCR(O,t)l’%(Ot) 221

Los parametroRct, fo Y [r dependen de la cinética de la reaccion en el electrodo.

Aplicando condiciones de contorno y transformada de Laplace se llega a:

C,(0,t)=C, + + (senwt-coswt) (2.22)

I
nFAJ2D,w

Ca(0,t)=C+

+(serwt-coswt) (2.23)

I
nFA/2D,w

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

(serwt+ coswt) (2.24)
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dG:(0,t) __ | w (serwt+coswt) (2.25)
dt nFA\ 2Dy

De donde reemplazando en la ecuacion (2.18) se obtiene:

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

dt Jow
siendo
_ 1 B _ B
"‘nm(m ﬁ] @20

Comparando con la ecuacién (2.16) se obtiene:
Rs= Rer + dlw™? (2.28)
Cs= low'? (2.29)
La evaluacion de &/ Cs depende de la relacion entrerRGo Y k.
Es posible también obtener parametros cinéticos a partir de medidas de impedancia.

Cuando se aplica una pequefia perturbacién sinusoidal en torno al potencial de

equilibrio, la relacién entre la corriente y el sobrepotencial:

i :nFAkO[QD(O,t)e—anf(E—EO\) _ g(o’ Dé(]_—a)nf(E—EO\):| (230)

se puede linealizar:

_RTIG,00) GO, i (2.31)
F Co Ce iy '
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derivando la ecuacion (2.31) con respecto al tiempo se obtienen los siguientes
parametros:

Rer = RT/(Fio) (2.32)
Lo =RTI(FCs*) (2.33)
5= RTIFG) (2.34)

R =—t :F{t:g (2.35)

lo

De modo que la corriente y k° pueden ser evaluadas cuando se copgdesn R

Las ecuaciones (2.28) y (2.29) predicen qye/R/ (©Cs) son lineales con respecto a

»*? siendoo la pendiente de ambas rectas:

so RT 1,1 (2.36)
F2AV2| C\/D, C./D:)

Ry
Z , -
R B Bs
1
wCy
R, pendiente o

—1/2

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

impedancia de Warburg
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El términoo = 1 / (/2 Yo) donde Y% es la admitancia, como se mencion6
anteriormente. Este parametro es calculado habitualmente por los programas que hacen

el ajuste de datos con un circuito equivalente.

La impedancia total de la celda, de acuerdo con el circuito equivalente que muestra la

Figura 2.12., posee una componente real y una componente imaginaria:

Rut =
Zge =Ryt Jo 7 (2.37)
2 2 ag
(Coow+1) +arC, (Rt+@j

B e e

(cuoon) vaey R+ L)

v4 (2.38)

m

A partir del grafico d&, vs. 4 para las diferentes frecuenciaggrafico de Nyquist),

se obtiene informacion quimica sobre el sistema en estudio. En particular, hay dos casos
limite que resultan de interés: las mediciones a bajas frecuencias, donde predomina el
control por transferencia de masa (control difusional) y la region de altas frecuencias,
controlada por la transferencia de carga:

> Bajas frecuencias

A partir de las ecuaciones anteriores, las expresioneZpgra, resultan:

Zeo= Ry + R+—=  (2.39)

Jow
Z = % +20°C,  (2.40)

combinando ambas expresiones se tiene:

Zm=Zr-Ro-Rer+20°Cq (2.41)
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Acorde con la ecuacién (2.39), el grafige ¥s. &debe ser una recta de pendiente igual
a 1, cuya extrapolacién con el eje xRs+ Rer - 20° Cy tal como se muestra en la
Figura 2.14:

Figura 2.14 Grafico Nyquist para bajas frecuencias

» Altas frecuencias

Para altas frecuencias la impedancia de Warburg se torna despreciable frente a la
resistencia a la transferencia de carga. La impedancia Z viene dada por la ecuacion
(2.42):

o [ R
£7R J(R:tcdw— ,—] (2:42)

donde
_ R
Z. =R +—3—— (2.43
Re R'Z 1+ ZCdZRtZ ( )

«CyR/’

Z =—F7F = 2.44
Im 1+ a)zchth ( )

Combinando ambas expresiones se llega a:

(Zr— Ro- Rer/2 ¥ + Zin? = (Ret/2)? (2.45)
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De acuerdo con la ecuacion (2.45) al grafiGarvs. 4 se obtiene un circulo centrado
en Zr = Ry + Rei/2y Ziy = 0, cuyo radio eRc1/2. La Figura 2.15 muestra el grafico y

el circuito equivalente para altas frecuencias.

Zlm Cy
. i
——AM—] I
w=1/R C!.C d
® w
o0 0
RQ RQ + Rm‘ ZRe

Figura 2.15 Grafico Nyquist y circuito equivalente (inserto) para altas frecuencias

En general, los sistemas que se estudian en la practica, presentan graficos de impedancia
donde se combinan los dos casos limite analizados (Figura 2.16). Incluso, ambas
regiones pueden no estar bien definidas. El factor determinante es la resistencia a la
transferencia de cargdcry su relacion con la impedancia de Warburg, la cual es

controlada poo.
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control control por
cinético transferencia
de masa

frecuencias mayores

Figura 2.16 Grafico de impedancia para un sistema electroquimico

Elemento de fase constante (CPE)

En algunos sistemas reales el arco del circulo del grafico Nyquist presenta una
desviacion hacia abajo respecto del eje x (Figura 2.17). La misma se atribuye a
diferentes fendmenos relacionados con inhomogeneidades del sistema en estudio. Se
introduce entonces el elemento de fase consi@rte (Constant Phase Element) al
circuito, el cual no posee una explicacion fisica intuitiva. Mateméticamente CPE se

expresa comao:
1/Z=Y=Q° (jo)" (2.46)

donde Q° es numéricamente igual a la admitancia (1/|Z]) paral rad.s. En
consecuencia el angulo de fase de CPE es independiente de la frecuencia, lo que da
origen a su nombre, y su valor es — (903in = 1 el elemento de fase constante se
asemeja a un capacitor ideal, en la practica corresponderia al caso de una superficie
plana perfecta, como por ejemplo Hg (lig.). Para0,5 se tiene un electrodo poroso y

si 0,5 <n< 1 la superficie es rugosa. En general el valar de encuentra entre 0,8 y 1.

La rugosidad de la superficie es una de las formas de inhomogeneidad del sistema que
explica el elemento de fase constante. Otro factor de inhomogeneidad puede ser
atribuido a la velocidad de reaccion sobre el electrodo. Las distintas caras de un metal

policristalino o la superficie del carbono vitreo ofrecen sitios activos con energias de

59



Capitulo 2. Materiales y métodos

activacion diferentes. El estado de oxidacion de los atomos de carbono superficiales
también puede afectar la velocidad de reaccion.

Figura 2.17 Grafico Nyquist mostrando el elemento de fase constante (CPE)

2.1.1.7 Instrumentacion

Las mediciones electroquimicas se realizaron con el siguiente instrumental:
- Lab. Electroanalisis — UNGS:

PGSTAT 10 EcoChemie. Las mediciones de CV, SWV y DPV se hacen empleando el
sotfware GPES.

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

PGSTAT pAUTOLAB type Il EcoChemie, ademéas del software GPp&ra las
mediciones y analisis de datos de impedancia se emplea el programa FRA.
Potenciostato TEQ 02

Bi-Potenciostat PINE Instrumental Company Model AFRDES

2.1.2 Balanza de cristal de cuarzo con disipacion

Los experimentos fueron realizados con un equipo Q-Sense Instrument (QCM-D, Q-
Sense E1, Suecia), provisto de un médulo para operar en flujo (Q-Sense Flow Module,
QFM 401). El volumen minimo de muestra que requiere la celda de medicion es de 300

uL, el rango de temperatura de trabajo es 15 a G®h@olado por el software, con una
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estabilidad de * 0,02 °C. La celda de medicion se ubica sobre una mesada
antivibratoria. Para trabajar en flujo se emple6é una bomba peristaltica ISMATEC, ISM
596D Glattbrugg, Switzerland. La adquisicion y analisis de datos se realizé empleando
el software con que es provisto el instrumento.

Se usaron sensores comerciales que consisten en un cristal de cuarzo (5MHz, AT-cut)
de geometria circular (14 mm de diametro) con recubrimiento de Au de 0,3 mm pulido
hasta lograr una rugosidad inferior a 3 nm (QSX 301). Inmediatamente antes de usar el
sensor se limpia cony@ luz UV durante 15 min. Se midio6 la respuesta del sensor en el

3* sobretono debido a la mayor sensibilidad del equipo.

La limpieza del sensor para su reutilizacion se hizo sumergiendo el mismo en una
solucién de HO:NH; 25%:H0, 100 v (5:1:1) a 75°C, 20 minutos, luego se enjuaga con

H.O MilliQ, y se seca con NQ). jTrabajar en campana, solucion muy corrosiva!
En el capitulo 5, se presenta una descripcion de la técnica y sus alcances.

Las medidas fueron realizadas en el laboratorio que dirige el Dr. Fernando Battaglini
(Depto. de Quimica Inorganica, Analitica y Quimica Fisica, INQUIMAE, FCEyN-
UBA).

2.2 Materiales y procedimientos experimentales

2.2.1 Secuencias oligonucleotidicas

Todas las secuencias de ADN empleadas en este trabajo fueron sintetizadas y
purificadas por desalado o HPLC por Sigma-Genosys, USA.
La secuencia del aptamero que reconoce ATP/AMP/adenosina reportada por Huizenga

y Szostak (1995) posee 27 nucledtidos (Mr 8076,1 Da) y es la siguiente:
5-ACC TGG GGG AGT ATT GCG GAG GAA GGT-3

Se emplearon las siguientes modificaciones (extremos 50 3°) de dicha secuencia

también disponibles comercialmente:
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5Ts-Apt: La secuencia tiene 5 fosforotioatos en el extremo 5" seguidos de 5 timidinas
(T) adicionales como linkers:

5'-TsTsTs TsTsT TTT TAC CTG GGG GAG TAT TGC GGA GGA AGG T-3’
(M, 11607,1 Da)

T-Apt: La secuencia tiene 5 timidinas adicionales como linkersl extremo 5’

5-TTT T TA CCT GGG GGA GTA TTG CGG AGG AAG GT-3'
(M 10006,2 Da)

Cs-S-S-G-Apt: La secuencia tiene un puente disulfuro (-S-S-) unido al extremo 5’ del
aptadmero a través de una cadena de 6 atomos de carbono y 5 timidinas adicionales como

linkers:

5'-CHg-(CH2)s-S-S-(CH)s-TTT T TA CCT GGG GGA GTA TTG CGG AGG AAG
GT-3’
(M., 10334,4 Da)

Secuencias complementarias del aptamero que reconoce ATP
Se utilizaron 2 secuencias complementarias a la secuencip@AlTP de diferente
longitud:

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

C27:5-ACC TTC CTC CGA AAT ACT CCC CCA GGT-3' (mM8076,1 Da)

Secuencia scramble
Esta secuencia posee los 27 nucleétidos del aptamero desarrollado por Huizenga y
Szostak pero ordenados al azar, en el extremo 5°posee la modificacion disulfuro para

permitir el anclaje al Au:

5'-CH3-(CH,)5-S-S-(Ch)s-ACG AAG GGC GGG GGT AGG GTATTT ACG-3°

(M., 8815 Da)
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Secuencia poliT
Para explorar el anclaje a la superficie de Au minimizandos las interacciones
inespecificas se emple6 una secuencia corta de 7 timidinas (poliT) con distintas

modificaciones para unirse al Au:
poliT (inespecifico): TTT TTT T (M 2067,3 Da)
poliT fosforotioato: TSTT TTT T (M 2083,3 Da)

poliT disulfuro: CH-(CHp)s-S-S-(CH)e-TTT TTT T (M, 2395,5 Da)

2.2.1.1 Reduccidn del enlace disulfuro (-S-S-) en secuencias oligonucleotidicas

Se hace reaccionar la secuencia oligonucleotidica que posee el grupo -S-S-
(concentracion final 1M) con TCEP, tris-(2-carboxietil)fosfina (concenti@cfinal 1,5

mM) a temperatura ambiente y oscuridad durante 2 hs, agitando ocasionalmente (Baker
et al, 2006). Para otra concentracion de ADN mantener una relacion de concentracion
oligonucle6tido: TCEP de 1:1000. El producto de la reaccion (Figura 2.18) se uso sin
purificar (Getz et al, 1999).

Q o)
HO /_>—OH HO OH
2
N\
o =

CH,(CH,);-S-S-oligo + O P\ —— CH,(CH,).-SH + HS-oligo +

& L.

HO

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

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

Para explorar la sefial electroquimica del grupo ferroceno (Fc), se sintetizé el compuesto
de N-{2-[(3-mercaptopropanoil)amino]etil}ferrocen-1-carboxamida (3MPAFc), a partir

de acido 3-mercaptopropionico (3-MPA), etilendiamina y carboxiferroceno segun se
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muestra en la Figura 2.19. Se purificd por cromatografia en columna de silica gel y se
verifico su estructura por RMNH.

oA o
N

I
<< =" <\
Fe o F o ; Fe o
L= DCC / NHS @e Dioxano P NH,
—_— —_—
Dioxano NH
H,N 2
(1) 2 /\/ )
(exceso)

)

HS OH
DCC / NHS HS O—N
Et,N / Dioxano
_\_\< Dioxano _\—<
: J

(0] (0]

Y
<\
Fe © HNH
N
o SH

3)

Figura 2.19. Esquema de sintesis de N-{2-[(3-mercaptopropanoil)amino]etil}ferrocen-1-
carboxamida (SMPAFc)

a) Activacion del carboxiferroceno (1):

Reactivo Origen Moles (10) | Cantidad
carboxiferroceno Aldrich 2,2 0,50¢g
DCC (1,3-diciclohexilcarbodiimida) Aldrich 24 0,50¢g
Dioxano Aberkon 25 mL
NHS (N-hidroxisuccinimida) Aldrich 2,7 0,31 g

Se disolvieron 5,0 mL de DCC en dioxano. Se agreg6 gota a gota bajo atmésfera de N

y durante aproximadamente 30 minutos, una solucion de carboxiferroceno y NHS en 25

mL de dioxano. Se agito la mezcla a temperatura ambiente por 20 horas, bajo atmosfera

de N.. Se observé la formaciéon de un sélido blanco, se filtré y se descarté dicho solido.

Se evaporO el solvente a presion reducida, obteniéndose un solido naranja (1). Se
64



Capitulo 2. Materiales y métodos

purificd por columna de silica gel sembrando el residuo disuelto en;GACIH 99:1.
Como solvente de elucion se utiliz6 CH®eOH 99:1. Rendimiento: 96%.

Rf. 0,40 en CHGICH3OH, 99:1

b) Obtencién del compuesto 2:

Reactivo Origen, pureza cantidad Moles (30
FCNHS sintesis 0,699 2,12
etilendiamina Aldrich 99% 1,279 21,2

En un baldn se agregé el compuesto FCNHS disuelto en dioxano, y la etilendiamina. Se
tapo el balon y dejo agitando bajo campana 1 hora aproximadamente. El avance de la
reaccion se siguié por cromatografia en capa delgada, solvente:CH{CIH:E;N

4:1:0,1.

c) Obtencion del compuesto 3:

Reactivo Origen, purezg cantidad Moles (30

3-MPA (&cido 3-mercaptopropiénico Aldrich 99% 0,37 mL 4,24
DCC (diciclhexilcarbodiimida) Aldrich 99% 0,87¢g 4,24
NHS (N-hidroxisuccinimida) Aldrich 98% 0,49 ¢ 4,24
1 Sintesis 0,159 2,12

En un bal6n se resuspendioé el compuesto 2 en 20 mL de dioxano. Se agregd NHS y
DCC disueltos en 5 ml de dioxano y se agregé 3-MPA disuelto en 10 mL de dioxano.
Se tapo el balon y se dejo agitando bajo campana, 2 hs a temperatura ambiente. Se
siguié el avance de la reaccion por cromatografia igual que en el paso anterior. Se
evaporo el solvente. Se purifico por cromatografia en columna de silica gel.

Rf: 0,6 en CHCI»:CH;0H, 5:1
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'H-RMN (CDCL / TMS) (& ppm): 3,69 (m, 1H, §; 2,80 (m, 2H, H); 2,38 (m, 2H,
Hc); 3,50 (m, 2H, B); 3,69 (m, 2H, B); 4,57 (t, 2H, H, Hy); 4,34 (s, H); 4,35 (s, 5H,
H|, Hm, Hn, Ho, Hp), 4,94 (t, 2H, lTI H])

2.2.3 Electrodos

En todas las mediciones electroquimicas realizadas los potenciales fueron medidos
respecto del electrodo de Ag/AgCI (KCI 3 M), empleado como referencia.

2.2.3.1 Electrodos de trabajo comerciales

Electrodos comerciales Metrohm, de carbono vitreo (diametro 1,6 mm, area geométrica

0,0314 cm) y de Au policristalino (Figura 2.20) (didmetro 1,6 mm, &rea geométrica 2,0
mn).

Figura 2.20 Imagen de los electrodos de Au comerciales
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Evaluacién del area electroquimica del electrodo de Au comercial

Se midi6é por voltametria ciclica la respuesta del electrodo de trabajo en solucion de

K4[Fe(CN)] 0,02M, para diferentes velocidades de barrido (0,01 a 0% ¥glicando

la ecuacién de Randles-Sevcik (2.3), se grafjes.v'?

(Figura 2.21) y de la pendiente
de la recta se obtuvo el valor del area electroquimica (A), sabiendo que el coeficiente de
difusién (D) del anién [Fe(CN)* es 7,60 18 cn? s* y n (moles de @ntercambiados)

=1

1.2E-04

1.0E-04 | Y =0.0003x + 2E-06
R? =0.9975

8.0E-05 -

Ip (A)

6.0E-05 -

4.0E-05 -

2.0E-05 -

0.0E+00

0 0.1 0.2 0.3 0.4

Raiz (vel bar)

Figura 2.21 Intensidad de corriente en funcion de la velocidad de barrido medida en
K4 Fe(CN)] 20 mM, electrodo de trabajo de Au (Metrohm)

El &rea electroquimica obtenida fue (2,0,%) mnd.

2.2.3.2 LAminas de Au macizo

A partir de una lamina de oro de joyeria (pureza del metal > 99,9%), se cortaron
superficies rectangulares de 1 cm x 0,5 cm (Figura 2.22). El area de trabajo queda
delimitada por el orificio de la celda empleada para modificar los electrodos o hacer las

mediciones electroquimicas (ver Figura 2.1 (der.)).
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Figura 2.22 Laminas de Au macizo empleadas como electrodos de trabajo

2.2.3.3 Electrodos descartables

Se llevo a cabo la electrodeposicién galvanostatica de Au sobre una placa de mylar de
350 um de espesor donde previamente se hizo el diseflasdeistas que funcionan

como electrodos. El desarrollo fue realizado por el Dr. Fernando Battaglini (Priano et al,
2008) empleando la técnica de serigrafia presentada en 1.3.1. Brevemente, se deposito
una primera capa de pintura de plata conductora y luego se cubri6é con tinta de grafito
guedando asi delimitadas las areas de los electrodos (8 o 12 dependiendo del disefio, ver
Figura 2.23). Finalmente se empled una tinta aislante resistente a alto voltaje (color
verde). Para obtener el depdsito de Au se parti6 de una solucidon comercial de
K[AUu(CN)2] (15 mg/mL) libre de niquel (VM 357, espesor Rosé, Vilmet, Bs. As.
Argentina). Se hizo pasar una corriente de 5 mA.c8e dispuso la celda sobre un
agitador orbital para permitir una velocidad de agitacion controlada y suave (80 rpm)
que permitié la homogeinizacion, esta operacion duré 20 minutos. Luego se enjuago la
lamina con abundante agua destilada, se sumergié 5 minutos en agua a ebullicion y
finalmente se dejo 12 hs en estufa a 140 °C, procedimiento que mejoroé la calidad de la
superficie de Au. Antes de usar, los electrodos deben limpiarse segun se indica en 2.2.3.
Las placas pueden almacenarse por un cierto tiempo, verificando siempre la calidad

electroquimica del depdsito de Au antes de usarlas.
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Figura 2.23 Placa con electrodos de Au: disefio de 8 electfh@@sje area geom. (izq.) ,

disefio de 12 electrodos, 0,0 de area geom. (der.)

2.2.3.4 Nanoelectrodos

Preparaciéon de nanoporos y clusters de oro

1.

a)

b)

d)

Pulido mecanico y electropulido

Se pulieron con lija fina los extremos de un baston de aluminio (dimensiones:
2x3x10 mm, ver Figura 2. 24).

Se aplicaron 18 V durante 15 s empleando una fuente de corriente continua. El
baston de Al se us6 como anodo, como catodo se emple6 una barra de plomo,
previamente pulida. Ambos electrodos se sumergieron en una solucién de etanol y
HCIO, (5:1).

Se enjuag6 con agua MilliQ el bastén de Al.

Se recubrieron con barniz (esmalte de ufas) los laterales del bastén pulidos

previamente.
Anodizado

El baston de Al se sumergié en30, 15% V/V se aplicaron 15V durante 1 minuto
con agitacion. Como contraelectrodo se us6 un segundo electrodo de Pb también
pulido.

Se dejo el sistema con agitacion durante 5 min. sin aplicar voltaje.
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g) Se enjuag6 con agua MilliQ el baston de Al.
3. Electrodeposiciéon de Au

h) El baston de Al (electrodo de trabajo) se sumergid en una solucién comercial de
K[Au(CN),;] (15g/L) (VM 357, espesor Roseé, Vilmet, Argentina), como
contraelectrodo se empled una lamina de Au, el electrodo de referencia usado fue
Ag/AgCI (KCI 3M). El depdsito de Au en los nanoporos se realizé en las siguientes
condiciones: 1) -3 mA/cth durante 8 ms (deposicién del metal); 2) 3 mAfcm
durante 2 ms (al invertir la polaridad se descarga la superficie); 3) 0 MA/cm
durante 500 ms (se recupera la concentracién de iones por difusion). Se aplicaron
3000 ciclos.

i) Se enjuago con agua MilliQ el bastén de Al.

Figura 2.24 Bastones de aluminio para obtener el arreglo de nanoporos.

4. Respuesta electroquimica

Para verificar la respuesta de los nanoporos con el depésito de nanoparticulas de Au, se
realizaron las siguientes mediciones electroquimicas, empleando una solucion de
K4[(Fe(CN)] 50 mM en buffer Hepes 50 mM, pH 7,2:

j) Voltametria ciclica (CV): ventana de potencial -0,1V a 0,4 BOWnVs™.

k) Voltametria de onda cuadrada (SWV): ventana de potencial -0,1V a 0,5 V.
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[) Impedancia (EIS): se registra el espectro para un rango de frecuencias entre 1 Hz y
10 kHz (cada 100 Hz), se mide al potencial (E°) de la cupla redox 0,2 V.

Pueden consultarse para mas detalles los trabajos de Peinetti et al, 2013 y 2015.

2.2.4. Limpieza de los electrodos de trabajo

2.2.4.1 Electrodos de Au comerciales

a) Se prepar0 sobre tela esmeril una suspension de aliminan(0gh BO MilliQ
b) Se pulieron los electrodos haciendo “8”.

c) Se enjuagaron los electrodos co©OHMIlliQ

d) Se secaron empelando papel tissue

e) Se medio la respuesta electroquimica (CV) en medio acig®QHL,8 M o HCIQ
0,2 M).

La Figura 2.25 muestra una voltametria ciclica tipica de un electrodo comercial limpio.

25 Electrodo de Au comercial

i/ uA

-25 4

-50 e . S
00 02 04 06 08 10 12 14 16
E/V

Figura 2.25 Voltametria ciclica de un electrodo de Au comercial medida en, HCIO
0,2M; v 0,05 Vs'
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2.2.4.2 LAminas de Au macizo

Las laminas de Au macizo fueron sumergidas en solucion piraf&O(98%: HO,

30%, 3:1) durante 30 minutos aproximadamem®Fecaucion la reaccidon es muy
exotérmica, trabajar en campanal.

Se enjuagaron con agua MilliQ por inmersion y se secaron al aire.

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

procedimiento de limpieza.

La solucidon remanente se neutralizé antes de desechar.

2.2.4.3 Electrodos descartables

La superficie de Au fue pulida sucesivamente con una suspension de alimina de 0,3 y
0,05 um, empleando un hisopo. Se enjuagd con agua Mill®limpieza se realizé
inmediatamente antes de usar el electrodo. Se verificd electroquimicamente el estado de

la superficie.

2.2.5 Modificacién de los electrodos de trabajo

2.2.5.1 LAminas de Au macizo

Se disefid una celda de teflon con el mismo principio de construccién que la celda de

medicion presentada en Figura 2.1 (der.) con 4 cavidades independientes para introducir
las laminas de Au. El area de la lamina de Au a modificar, queda determinada por un

orificio con capacidad para introducir hastai®0de solucion. Para evitar pérdidas de

la solucién en cada compartimento se emplea un O-ring de 16 mm de diametro.

Las laminas metdlicas se ubicaron en la celda tal como se muestra en la Figura 2.26. Se
preparé una solucion del compuesto con que se desea modificar los electrodos y se
agregé un volumen de 25-3L de modo que toda la superficie metélica quede
sumergida. Se cubrié la celda con una pelicula plasteaatim®) para evitar la
evaporacion de la solucién. Se dej6é durante 12 hs a temperatura ambiente. Se retir0 la
solucion remanente con una micropipeta, tomando la precaucion de no tocar la

superficie del metal modificada. Finalmente se enjuago con buffer o agua MilliQ.
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Figura 2.26 Celda de teflon para modificar ldminas de Au macizo

2.2.5.2 Electrodos descartables

Se empleo6 una celda circular de acrilico con el mismo principio de construccion de la
celda para modificar las laminas de Au macizo previamente descripta. Se trabajé con un
conjunto de cuatro electrodos (ver Figura 3.17) simultineamente donde cada
compartimento es independiente del resto. El volumen maximo de solucién que puede
alojarse en cada cavidad es 100 el volumen minimo requerido para lograr cubrir
toda la superficie del electrodo es de 25 La celda se dispuso sobre un agitador

orbital y se trabajoé a 80 rpm aproximadamente.

La celda para realizar las mediciones electroquimicas posee un disefio similar pero
posee una tapa superior con orificios para el electrodo de referencia y el

contraelectrodo.

Para el trabajo con los electrodos descartables se empleo el instrumental y dispositivos

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

Los ensayos para evaluar la respuesta frente al buffer y al analito (AMP) se realizaron
segun el siguiente protocolo:

a) Se armo la celda con los electrodos modificados y se agregaphndgObuffer Tris-

HCI 25 mM pH 8,2 se dej6 agitando durante 30 a temperatura ambiente.

b) Se retird la solucidon remanente con una micropipeta.
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c) Se transfirid la placa con los cuatro electrodos a la celda de medicion. Se agrego la
solucion de K[Fe(CN)] 0,025 M/Hepes 0,1 M/KN@0,2 M, pH 7,2 y se hacieron

las medidas electroquimicas (CV, EIS).
d) Se enjuagaron el electrodo con buffer Tris-HCI 25 mM, pH 8,2.

e) Se armo la celda con los electrodos modificados y se agregardandeDAMP de la
concentracion deseada en buffer Tris-HCI 25 mM, pH 8,2. Se dejo agitando durante

30 min a temperatura ambiente.

f) Se retird la solucion remanente con una micropipeta. Se enjuagaron los electrodos
con buffer Tris-HCI 25 mM, pH 8,2.

g) Se transfirid la placa con los 4 electrodos a la celda de medicién. Se agregé la
solucion de K[Fe(CN)] 0,025 M/Hepes 0,1 M/KN@0,2 M, pH 7,2 y se hacieron

las medidas electroquimicas (CV, EIS).
h) Se repitieron los pasos a), b) y ¢)

2.2.5.3 Nanoelectrodos

Modificacion de nanoelectrodos con secuencias oligonucleotidicas y mediciones

electroquimicas:

a) En un tubo Eppendorf de 5@ se colocaron 3QL de solucién de oligonucleétido
1uM preparada en agua calidad MilliQ. Se introdujdaétén de Al de modo que
guede sumergida la base del mismo donde se encuentra el arreglo de nanoelectrodos.

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

c) Se hicieron las medidas electroquimicas (CV, SWV, EIS) en las mismas condiciones

que se describieron previamente (ver 2.2.2.4)

d) Se enjuago el electrodo con agua calidad MilliQ.

La densidad de poros en cada bastén de Al de 0,66lerarea es 6,5.10poros.cnf,

resultando asi 3,9.1poros por bastén. Teniendo en cuenta el volumen de solucién de

oligonucledtido, y suponiendo que la reaccion de reduccion tiene 100% de rendimiento,
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hay 1,8.1&%° moléculas de oligonucleétido. La proporcién entre moléculas de
oligonucleodtido y cantidad de poros es 4600:1. Cabe sefialar que la misma relacion se da

entre moléculas de tiol corto y cantidad de poros.

Los ensayos para evaluar la respuesta frente al buffer y al analito (AMP) se realizaron

segun el siguiente protocolo:

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

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

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

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

e) Se sumergio la barra de aluminio durante 15 min. a temperatura ambientgyLlen 30
de solucion conteniendo el analito disuelto en buffer Tris-HCI 25 mM pH 8,2, en la
concentracion seleccionada (0,05-100)

Ensayos de hibridizacién en nanoporos:

a) Se midié la respuesta por SWV y EIS de los nanoelectrodos modificados con el
aptamero segun se indica en 2.2.2.4.

b) Se incubaron los electrodos durante 15 minutos, a temperatura ambiente en buffer

Tris 50 mM, pH 7,2. Se enjuagaron con agua MilliQ.

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

remover los restos de soluciéon de ferricianuro.

d) Se incubaron los electrodos durante 30 minutos, a temperatura ambiente con una
solucion de la hebra complementaria en distintas concentraciones, las diluciones se

prepararon en buffer Tris 50 mM, pH 7,2.
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e) Se repitieron las mediciones electroquimicas. Se enjuagé con agua MilliQ para

remover los restos de solucién de ferricianuro.

2.3 Protocolos de preparacion de las soluciones empleadas

En todos los casos el agua empleada fue provista por un equipo Millip@eViHiQ

18 MQ.cm). Todos los reactivos usados son grado analitico.
-Acido clorhidrico 1M

Para 50 mL de solucion se vertieron 4,2 mL de HCI 37% m/m en un matraz aforado
(My 36,5 Da,6 1,19 g/mL, Merck) y se llevo a volumen coaHMIlliQ. Se trabajé en

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

Para 100 mL de solucion, en un matraz aforado se vertie©nVHlIiQ, se agregaron
gota a gota 1,3 mL de HC}®5% (Carlo Erba), se llevo a volumen cosOHMIlliQ. Se

trabajé en campana debido a la reaccion es exotérmica.
- Acido sulfarico 5% m/V

Para 100 mL de solucion, en un matraz aforado se vertie©nVHlliQ, se agregaron
gota a gota 2,6 mL de,BO, 98% (Carlo Erba), se llevé a volumen cogOrMIlliQ. Se

trabajé en campana debido a que la reaccién es fuertemente exotérmica.
- Buffer Hepes 100 mM, KNQOO mM, pH 7,2

Para 100 mL de solucion, se pesaron 2,383 g de Hepe238/31 Da,). T. Bakeyy se
disolvieron en KN@ 200 mM. Se ajusté el pH con NaOH 0,5 M o 1M.

- Buffer Tris (tris(hidroxietillaminometano) 50 mM, pH 7,2

Para 250 mL de solucién, se pesaron 1,5142 g de Tk {003, Mr 121,14 DaCarlo
Erba; pKa= 8,06, rango aplicacion pH 7,0- 9,2) se disolvieron ¢@ MilliQ y se

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

- Clorohidrato de tris-(2-carboxietil)fosfina (TCEP) 1,5 mM (agente reductor para el

grupo disulfuro)

76



Capitulo 2. Materiales y métodos

Para preparar 5 mL de solucion madre 15 mM: se pesaron 0,0213 g de TCEP
(CoH1506P.HCI, M, 286,65 Da, Sigma-Aldrich) y se llevaron a volumen ca®H
calidad MilliQ. La solucion se fraccioné y se conservo a -18° C. El reactivo soélido y sus
soluciones son fotosensibles, deben conservarse y utilizarse en oscuridad. Se realizé una

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

Para 50 mL de solucién, se pesan 0,2033 g de M&GO (M,, 203,30 Da, Merck), se
lleva a volumen con ¥ MilliQ. El reactivo es muy higroscépico, guardar en
desecador bien tapado.

- Cloruro de sodio 0,5M

Para preparar 50 mL de solucién, se pesaron 1,4611 g de Na@8(M43 Da, Carlo

Erba), y se llevd a volumen con®l calidad MilliQ.
- Hidréxido de sodio 1M

Para preparar 100 mL de solucién, se pesaron 4,0 g de Na@#O(MDa, Carlo Erba),

se llevd a volumen conJ@ calidad MilliQ.
- Ferrocenometanol 0,52 mM en buffer Hepes 100 mM, 00 mM, pH 7,2

Para preparar 50 mL de solucion, se pesaron 0,0056 g de ferrocenometghoFED,

My 216,07 Da, Sigma-Aldrich, 97%), se llevo a volumen con el buffer indicado.
- K4[Fe(CN))].3H20 25 mM en buffer Hepes 100 mM, KNZDO mM, pH 7,2

Para preparar 5 mL de solucién se pesaron 0,0528 g[He(EN))].3H.O (M, 422,41
Da, Carlo Erba) y se llevd a volumen en el buffer indicado. La solucion deber ser

preparada en el dia.
- K4[Fe(CN))].3H20 50 mM en buffer Hepes 50 mM, pH 7,2

Para preparar 10 mL de solucién se pesaron 0,212 g[Be(EN))].3H.O (M, 422,41
Da, Carlo Erba) se llevd a volumen en el buffer indicado. La solucion deber ser

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

Para preparar 50 mL de solucién se pesaron 1,5166 g dg @W{O101,11 Da, Carlo
Erba), se llevo a volumen conp® calidad MilliQ.

Medidas de proteccion ambiental

Los descartes de las soluciones que contienen metales fueron dispuestos en bidones para
tal fin, identificados de acuerdo a la normativa vigente.
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Capitulo 3. Madificacién de superficies de oro con oligonucleétidos

3.1. Introduccidén

La modificacion de superficies de oro con oligonucleétidos simple cadena encuentra
diversas aplicaciones en biotecnologia y nanotecnologia. En particular el desarrollo de
aptasensores de base electroquimica hace uso de dichas superficies aprovechando las
propiedades del metal (ver 1.3.4 y 1.4). El oro ocupa el tercer lugar entre los metales por
sus propiedades conductoras a temperatura ambiente y su inercia quimica que previene
la formacion de oxidos que actian como aislantes. La ventana de potencial del metal en
medio acuoso (0,1 V — 0,65w Ag/AgClI (KCI 3M)) lo hace apto para funcionar como
electrodo de trabajo en las técnicas de deteccion electroquimica.

El desarrollo de sensores electroquimicos es una de las areas de mayor crecimiento en
quimica analitica, hecho que motiva la basqueda de dispositivos con mejores atributos
analiticos (reproducibilidad, sensibilidad, estabilidad, entre otros) (Lowinsohn et al,
2006). A pesar de la gran versatilidad y las interesantes perspectivas exhibidas por los
sensores electroquimicos, la utilidad de los electrodos se ve limitada por el desgaste de
la superficie. Este problema puede resolverse con el empleo de electrodos descartables.
Entre los atributos que debe poseer un electrodo para ser considerado descartable se
encuentran: bajo costo de construccion, reproducibilidad y posibilidad de produccién en
gran escala. Aunque los requerimientos para las diferentes aplicaciones pueden variar,
el deposito de Au debe mostrar alta pureza, rugosidad controlada y buena adherencia al
sustrato.

El objetivo de este capitulo es presentar los resultados experimentales obtenidos en la
modificacion de superficies de Au policristalino con secuencias de oligonucledtidos y la
exploracién de posibles estrategias de desarrollo de sefial electroquimica para detectar

AMP como sistema modelo de moléculas pequefas.
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3.2 Disefio de un aptasensor y estrategia de detecciéon

electroquimica

3.2.1. Respuesta electroquimica del marcador redox en solucién

Tal como se mencion6 en el Capitulo 1, una de las estrategias de deteccién para los
aptasensores se basa en la disociacién del hibrido formado por el aptdmero y su hebra
complementaria, inducida por el analito (target-induce dissociation mode, TID, Han et
al, 2010). Un posible disefio experimental para esta estrategia se muestra en la Figura
3.1. El aptdmero modificado con biotina en uno de sus extremos, se fija a una resina de
sefarosa que contiene estreptavidina mediante la formacion del complejo estreptavidina-
biotina (Ky~ 10'%. La incubacién con una hebra complementaria modificada a su vez
con un marcador electroactivo, conduce a la formacién del hibrido doble cadena (Figura
3.1, Etapa 1).

Etapa 1: formacién de la doble cadena

aptamero

—_— =

.—W ._@ [N \ Sp: Sefarosa.
Sv. Estreptavidina

4, ﬁCentnfugatlo

-

B: Biotina
determinacién electroquimica

Tg: Molécula blanco
Er: marcador electroacti

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

Figura 3.1 Esquema de la estrategia de desarrollo de un aptasensor basado en la disociacion de

un hibrido por el target

A continuacion (Figura 3.1, Etapa 2), la incubacién con el analito promueve la
disociacion del hibrido, liberando el fragmento que contiene el marcador electroactivo.
Dicho fragmento se separa por centrifugacion y se detecta electroquimicamente en
solucion, para ello se requiere una técnica de cuantificacion con un limite de deteccién
suficientemente bajo (rango inferior Bl

El trabajo comenz6 entonces, explorando este aspecto analitico con el instrumental
disponible en el laboratorio de electroquimica de la UNGS. Se seleccion6 el compuesto
N-hidroxisuccinimidilcarboxiferroceno (Fc-NHS) (Figura 3.2) como marcador
electroactivo, dado que el grupo ferroceno da una respuesta reversible en la ventana de

potencial del carbono vitreo y del oro (Laforge et al, 2004).
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Figura 3.2. Estructura quimica del compuestoidtoxisuccinimidilcarboxiferroceno (Fc-NHS)

Se comparo la respuesta por voltametria ciclica de una solucion de Fc-NHS 2 mM en
buffer HAcO / NaAc0O0,5 M (pH 5,2), empleando electrodos comerciales de carbono
vitreo (C vitreo) y oro (Au) (ver celda de medicion Figura 2.1 (izq.) y electrodo de Au
Figura 2.20). Sobre carbono vitreo se obtuvieron valorés e 0,449 V,E,. = 0,388

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

V. Es buena la concordancia con los parametros tipicos para esta cupla redox, teniendo
en cuenta que se trata de un derivado de ferroceno en este caso (Batterjee et al, 2003).
Se observé mayor reversibilidad sobre carbono vitreo que sobre oro (Figura 3.3), hecho

que se evidencia por el mendgABard y Faulkner, 2000).

15 - —a— C vitreo
—o—Au

104

-10 4

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 06
E/V

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

En funcion de estos resultados se concluydé que para hacer la deteccién de la sonda
redox en solucion, el limite de deteccion de las técnicas electroquimicas disponibles en
el laboratorio no resultaba suficientemente bajo (SWV, ASV, CV, cronoamperometria).

Se decidio entonces, explorar otra estrategia de deteccion.

35+ ;
@ Cyvitreo

1 o
30 4 Au y=8.48244x+1.55007

R’=0.99745

25+

20 4

Ip /InA

15

10

y=3.9396x+0.96713
R’=0.916

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

Figura3.4 Curva de respuesitaus. concentracion de Fc-NHS) medida por voltametria de onda

cuadrada.

3.2.2. Sistema modelo para evaluar la respuesta electroquimica del marcador redox
inmovilizado.

Como alternativa a la deteccion en solucion, se propuso evaluar la sefal del grupo

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

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

mercaptopropanoil)amino]etil}ferrocen-1-carboxamida (3MPAFc, Figura 3.5), segun se
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describié en 2.2.2. El mismo fue disefiado con un grupo tiol terminal como punto de
anclaje y un grupo Fc electroactivo en el extremo opuesto. El objetivo de trabajar con
este compuesto sencillo, fue adquirir experiencia en la inmovilizacion a una superficie
de Au y la posterior deteccion electroquimica del marcador redox inmovilizado

empleando un compuesto de bajo costo.

Fe o

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

Como electrodo de trabajo se emplearon laminas de oro macizo (ver 2.2.3.2), las cuales
se trataron con una solucion 20 mM de 3MPAFc disuelto en EtObD- 3l para
permitir la quimisorcion del compuesto al Au (ver 2.2.5.1). Empleando voltametria
ciclica se cuantifico la sefial del marcador redox en buffer Tris 50 mM / NeJ2M,

pH 7,4, obteniéndose un valor de (1,0,2).16* moléc.cnt.

Con fines comparativos en el grupo de trabajo, se realizé la modificacion de laminas de
oro macizo con acido 3-mercaptopropionico y a continuacion se llevd a cabo el
acoplamiento del grupo Fc siguiendo el esquema de sintesis presentado en la Figura
2.19. En este caso fue posible detectar la sefial del grupo Fc por voltametria diferencial
de pulso (DPV), pero resulté muy poco intensa para emplearla en la cuantificacion por
voltametria ciclica (ver Ponce, M. B., 2015, tesis DCyT-UNGS).

Para estimar el cubrimiento por una via alternativa y también el grado de introduccion
del marcador Fc, se explord la deteccion de la sefial de desorcion de tioles. Los
compuestos tiolados en medio alcalino, se desorben cuando se aplica un potencial
negativo al electrodo de trabajo. El proceso ha sido ampliamente estudiado para el caso
de monocapas autoensambladas de alcanotioles sobre superficies de Au(111) tal como

se discutio en 1.3.4. La reaccion asociada es la siguiente:
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Au-SR + € AU’ + SR’

El compuesto tiolado y la superficie metalica se solvatan y el tiol difunde hacia el seno
de la solucién. El proceso es reversible, si se detiene la aplicaciéon del potencial
negativo, o se revierte el barrido de potencial, puede ocurrir una re-adsorcion oxidativa.
La forma, magnitud y potencial del picBg{sorcisy asociado a la desorcién de un tiol
dependen de un numero de factores que incluyen el tipo de molécula adsorbida, el largo
de la cadena carbonada, el grado de ordenamiento y cubrimiento superficial, el tipo e
intensidad de interacciones intermoleculares entre moléculas adsorbidas y la estructura
cristalina del sustrato (Kawaguchi et al, 2000). Cuando se emplea voltametria ciclica, se
puede estimar el cubrimiento superficial, a partir del area de la sefial de desorcién del
tiol empleando para ello la carga electroquimica asociada a dicho proceso (Walczak,
1991).

Los voltagramas obtenidos en KOH 0,5 M permitieron observar cambios en los
sucesivos barridos de potencial (0,2 V a -1,35 V) para un valor de potencial
caracteristico de -1 V aproximadamente, lo cual sugiere la desorcién del tiol. Sin
embargo no fue posible estimar un valor de cubrimiento superficial debido a la

dificultad de integrar el pico.

Suponiendo una eficiencia de 100% en la introduccion del Fc, seria esperable que la
relacion entre las sefiales de Fc y tiol fuera 1:1 puesto que cada molécula de compuesto
adsorbida tiene un grupo tiol y un grupo Fc. Las respuestas obtenidas no permiten su

estimacion.

3.2.3 Quimisorcion de secuencias oligonucleotidicas

Otra de las categorias de aptasensores descripta por Han et al (ver 1.4.1), se basa en el
cambio estructural inducido por el analitar§et-induced structure switching, TISS)

para generar una sefial cuantificable. Esta opcion ha sido ampliamente explorada para
moléculas pequefias, usando deteccion electroquimica (Walter et al, 2012). El disefio
que se propone para un aptasensor que reconozca AMP/adenosina basado en dicha

estrategia se esquematiza a continuacion (Figura 3.6):
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Aptamero que reconoce AMP/ATP/adenosina:

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

1. anclaje a la superficie

5 5
Bn-1
o 06’/\ 0 Bn Bnl
/o 0./ o o
HO 3. H o Hoé/o\/iog/\oﬁ
3"
Au | > | Au

2. introduccion del grupo Fc

o @@
Ad
d
éf"\f@ 9 >
5 el e
| Au |

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

La secuencia de etapas para el desarrollo de un aptsasensor electroquimico serian las
siguientes: 1) inmovilizacion del aptamero a la superficie del electrodo, 2) reaccion
guimica para introducir el marcador electroactivo al extremo libre del aptamero, 3)
deteccion de la sefal electroquimica producto del reconocimiento aptamero-analito.

Una alternativa al esquema propuesto en la Figura 3.6 consiste en introducir el grupo Fc
por modificacion quimica y luego inmovilizar el aptamero a la superficie del electrodo.
Se comenz6 a trabajar en la puesta a punto de dicha modificacion y la posterior
purificacién del aptdmero por HPLC (ver Ponce, M. B., 2015, tesis DCyT-UNGS).

Es interesante sefalar que el anclaje a superficies de Au de secuencias de ADN simple
cadena modificadas en el extremo 5° con un grupo tiol, y la presencia de un grupo Fc
como marcador electroactivo en el extremo 3" (etapas 1y 2 de la construccion propuesta

en la Figura 3.6), ha sido empleado como sistema modelo para estudiar el efecto de la
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flexibilidad de la hebra de ADN en la modulacién de la velocidad y eficiencia en la

transferencia de carga (Anne et al, 2003).

A partir de este punto se dejo de lado el carbono vitreo como superficie y se continué
trabajando con electrodos de oro dado que a través de la quimisorcion (formacion de
enlaces S-Au) empleando oligonucledtidos tiolados es posible lograr un mejor control

en el armado de la capa de reconocimiento molecular.

Un primer aspecto a estudiar fue la modificacion de la superficie metalica con
secuencias oligonucleotidicas que contienen atomos de S para formar el enlace S-Au.
De la bibliografia de SAM formadas por alcanotioles sobre superficies de Au,
mencionada previamente, se sabe que cuanto mayor es la densidad electrénica sobre el
atomo de S, mas favorable resulta la interaccion con los atomos del metal. En el caso de
secuencias oligonucleotidicas, el anclaje mas frecuentemente empleado es a través de un
grupo tiol (S-H) (Love et al, 2005), el cual puede encontrarse directamente como tal o
como disulfuro (-S-S-) en cuyo caso se introduce un paso previo de reduccion (se
emplea en general TCEP como agente reductor) (Anne et al, 2003; Baker et al, 2006), y
puede ser necesario purificar la secuencia oligonucleotidica para separarla del
fragmento de alcanotiol de cadena corta producto de la ruptura del disulfuro (ver
2.2.1.1).

Otra opcion, menos discutida en la bibliografia relacionada con aptsensores, es la
modificacion con grupos fosforotioato terminales que consisten, por ejemplo, en
timidinas (T) donde el 4tomo de O’gel grupo fosfato ha sido reemplazado por un
atomo de S (Ts) (Figura 3.7), siendo isoelectronico con su analogo fosforodiester de
origen natural. Esta modificacion se emplea en la sintesis en fase sélida de
oligonucledtidos mencionada en 1.2.1, también puede consultarse, por ejemplo, el
trabajo de lyer y colaboradores (1990).

La cantidad de nucle6tidos modificados terminales puede ser variable, permitiendo asi
tener diferentes puntos de anclaje a la superficie. Si bien el entorno quimico del atomo
de S hace que tenga menor densidad electrénica que un grupo tiol, esta variante presenta
la ventaja de ser mas resistente a la accion de nucleasas (Eckstein, 1991), tener menor

costo que la modificacion con un grupo tiol y no requerir un paso de reduccion y/o
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purificacion. Ademas la cantidad de grupos fosforotioato terminales puede ser variable,

teniendo asi mas puntos de anclaje a la superficie metalica.

0 0
o Lt o TN
HO-P-0— , N7TO HO-P-0 N/KO
| | (0]
OH OH

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

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

Se exploré la inmovilizacion del aptdmero sobre Au usando la opcidn de anclaje con
fosforotioato. Con fines comparativos se empled el aptamero con un grupo disulfuro, el
cual se redujo con TCEP previo a la adsorcion a la superficie.

La modificaciéon del electrodo de Au se evalud por voltametria ciclica en solucion de
K,[Fe(CN)] 0,02 M en buffer Hepes 25 mM, pH 7,2. Se observo una disminucion de

la corriente y un comportamiento menos reversible de la cupla redox. Este resultado es
consistente con presencia del aptamero, un polianién, sobre la superficie de Au, el cual

dificulta la transferencia de carga del [Fe(gl\al’)4 también aniénico. Luego de

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

Comparando con la sefial de Au no modificado, se observé una disminucién en la
corriente y la carga anddica y catddica luego del tratamiento con el aptamero (Figura
3.8 A). También se produjo un corrimiento del potencial de pigpoh@tia valores mas
negativos para el proceso de reduccion, mientras que, @oftespondiente a la
oxidacion experimentd un desplazamiento hacia valores mas positivos (Figura 3.8A).
Luego del tratamiento con MCH se observé una leve disminucion de la corriente. En
ambas situaciones, antes y después de dicho tratamiento, la sefial debida a la oxidacion

del [Fe(CNg]'4 experimentd un sobrepotencial y la cupla redox presenté un

comportamiento menos reversible producto de las interacciones electrostaticas

repulsivas con el ADN adsorbido (Ceretti et al, 2010).
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Area cubierta

oligonucleétido

Aptamero 1

Aptamero 2

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

Aptamero 1 (azul), Au/Aptamer 1/ MCH (verde). B) Fraccion del &rea cubierta por el aptamero

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

Con el fin de obtener informacion del cubrimiento superficial por una técnica de
superficies de naturaleza no electroquimica, se modificaron laminas de Au con el
aptamero fosforotioato y MCH, para hacer mediciones empleando espectroscopia
fotoelectronica de rayos X (XPS¢-ray photoelectron spectroscgpylLas mismas

fueron realizadas por el Dr. Federico Williams.

De acuerdo con la informacién publicada para el caso de ADN, las sefiales tipicas de los
elementos de interés, sobre superficies de Au corresponden a: P 2p, C 1s, N 1s, 0 1s, S
2p y Au 4f. Los espectros de alta resolucion descriptos en bibliografia que permiten
obtener informacién sobre el tipo de elemento y la cantidad de materia adsorbida, se
miden generalmente con una energia de 20 eV, las sefales se refieren a los picos de Au-
4f medidos a 84 eV (Chi-Ying Lee et al., 2006). Se evaluo la sefal correspondiente a los
electrones 4f del Au, que dan un doblete caracteristico. La intensidad de dicha sefial es
inversamente proporcional a la cantidad de material depositado sobre la superficie. Se
obtuvo buena correlacion entre las medidas realizadas por XPS y voltametria ciclica en

solucién de K[Fe(CN)] 0,02 M, tal como se muestra en la Figura 3.9.

No fue posible realizar una asignacion de las sefiales obtenidas, debido a limitaciones en

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

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

3.2.4 Desorcion reductiva de secuencias oligonucleotidicas tioladas

De manera analoga a lo realizado con el compuesto 3MPAFc (ver 3.2.2) se exploroé la
sefal debida a la reduccién desortiva de oligonucledtidos sobre laminas de Au macizo.

Se emplearon las siguientes secuencias:

TTTTTTT (poliT sin tiol)

TSTTTTTT (Ts-poliT)

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

El uso de dichas secuencias formadas por pocos nucleétidos del mismo tipo (7 timidinas
este caso), responde al interés de minimizar la adsorcidn inespecifica de los atomos de
N de las bases nucleotidicas a la superficie de Au. Un dato a tener en cuenta es que a
diferencia de los alcanotioles, los oligonucleétidos no son estables en medio alcalino,
por lo tanto el ensayo puede no ser rigurosamente extrapolable debido a posibles

reacciones secundarias.
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La Figura 3.10 muestra las voltametrias ciclicas medidas en NaOH 0,5 M. El
oligonucledtido sin atomos de S (poliT sin tiol) se usé como ejemplo de adsorcién
inespecifica, se detecté una sefal tenue a -0,89 V que podria atribuirse a interacciones
N-Au. Para el caso de la coadsorcion de la secuencia con el grupo tiol (HS-poliT) y el
alcanotiol de cadena corta producto de la reduccion con TCEP se observaron dos
seflales a potenciales -1.14 V y -0,93 V (Figura 3.10 a)). De acuerdo con datos
bibliograficos, la sefial a potencial -1,14V podria atribuirse a la desorcion del MCH
(Pensa et al, 2010), mientras que la sefial a potencial -0,93 V podria ser la
correspondiente al HS-poliT que en situacion de coadsorcion se adsorbe menos que el
alcanotiol. La secuencia con el grupo fosforotioato (Ts-poliT) (Figura 3.10 b)) presenta

una sefial a -1,08 V.

La intensidad de las sefales obtenidas por voltametria ciclica no es suficiente para hacer
una cuantificacion, debido a que se us6 una concentraciuvbge las secuencias de

poliT para modificar la superficie del electrodo de Au. La concentracion empleada en
este ensayo respondié al interés por correlacionar los datos medidos por CV con los
obtenidos por cronocoulombimetria y-32P-ATP empleando la enzima T4
polinucledtido quinasa la cual cataliza la transferencia de un grupo fosfato marcado con
3P al extremo 5 de la secuencia de ADN. También se evalud el reconocimiento
molecular aptamero-analito empleangd’P-ATP (Ceretti et al, 2010; Ponce, M. B.
2015, tesis DCyT-UNGS).

Los experimentos realizados sugieren que en las condiciones ensayadas se modificé la

superficie de Au con el oligonucleétido empleando ambos tipos de anclaje, tiol y

fosforotioato.
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a) o5 -1.14v -0.93v  -0.89v
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Figura 3.10 CV en NaOH 0,5 M de laminas de Au macizo modificadas con secuencias poliT
(5,5 iM): medidas por, vel. de barrido 0,1 ¥sa)poliT sin tiol (¢), Ts-poliT (@); b) poliT sin
tiol (e), HS-poliT/tiol corto 6)
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3.3 Electrodos de oro descartables

3.3.1 Electrodeposicién de oro sobre pistas de grafito serigrafiadas de 0,385 cm

Las laminas de oro macizo y los electrodos comerciales empleados en los experimentos
precedentes, pusieron de manifiesto un aspecto ampliamente discutido en la bibliografia
relacionado con la limpieza de la superficie. La diversidad de protocolos descriptos
sugiere que este aspecto no resulta trivial, mas aun cuando se trata de reutilizar una
superficie como sucede en este caso (ver por ejemplo, Carvalhal et al, 2005, Angnes et
al, 2000).

Ademas, pensando en futuras aplicaciones en el campo de los biosensores, resulta de
interés disponer de superficies descartables, de bajo costo, que puedan obtenerse en gran
cantidad y de manera sencilla, con buena reproducibilidad y en un lapso de tiempo corto
de ser posible, tal como se mencion6 en 3.1.

Con este objetivo, en una primera etapa, se emplearon pistas de carbono grafito de
0,385 cm de &rea geométrica sobre las cuales se llevé a cabo la electrodeposicion
galvanostética de Au a partir de una solucién de K[AugCNgr 2.2.3.3) (Priano et al,

2008).

Las caracteristicas del deposito metalico fueron evaluadas por voltametria ciclica en
medio acido (HCIQO0,2 M). A partir de la sefial correspondiente a la reduccion del
oxido de Au (E ~ 0,845 V) se estimo6 un valor de densidad de carga de (2363 + 334)
uC.cm? (n = 8) y un factor de rugosidad de 5,25 calculado a partir del cociente entre el
area electroquimica y el area geométrica. La Figura 3.11 (izg.) muestra un voltagrama
tipico para una superficie limpia de Au policristalino. Se obtuvo buena reproducibilidad
entre los ocho electrodos que integran una placa sobre la cual se realiza la
electrodeposicion conjuntamente. Con fines comparativos se muestra también el
voltagrama correspondiente a una lamina de Au macizo de area geométrica?),16 cm
cuya densidad de carga resultd (515 + 392)cm? (n = 16) y el factor de rugosidad:

1,14.

95



Capitulo 3. Madificacién de superficies de oro con oligonucleétidos

0.15-
/’““‘\ 0.500x10*
0.10] / | N
/
/ / 0.250x10* r’ \\/
0.05- / /
< 0.00 1/:’—’//’/ 0 f—/—y ///
£E \\\ / < ///ﬁ /
~ -0.051 Vo = / N\ [
\ / -0.250x10* \ |
| |
-0.10 | | “‘
\ / ||
\/ -0.500x10* |
-0.15 / |
v ||
I
-0.20+ -0.750x10* T T T T T T
0250 0500 0750 1.000 1250 1500 1750
T T T T T T T T T T 1
200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 BV
V (mV)

Figura 3.11 CV en HCI£0,2 M del electrodo de Au obtenido por electrodeposiciéon
galvanostatica (izq.) y laminas de Au macizo (der.); 0 ¥,5-V;V: 0,05Vs', electrodo de ref.
Ag/AgCl (KCI 3M)

Para evaluar la sefial del marcador redox (Fc), los electrodos se modificaron con
cistamina 20 mM, una concentracion suficientemente alta para asegurar la deteccién por
voltametria ciclica. A continuacién se introdujo el grupo ferroceno mediante reaccion
situ empleando carboxiferrocenaldehido para formar la base de Schiff o imina, en
presencia de NaiBCN como reductor (Jentoff y Dearborn, 1979) (Priano, G., tesis
doctoral, 2006, FCEyN-UBA) (Figura 3.12)

F; Fc
HN - HoN HN HN
<>
i s Fe
\/\S/ \/\NHZ 5 s @ (0] S| SI
~ >

NaH3BCN

Figura 3.12 Esquema de modificacion de superficies de Au descartables con cistamina y

carboxiferrocenaldehido

Se evalud la respuesta electroguimica correspondiente a la sefial del grupo ferroceno
empleando voltametria ciclica en buffer Tris. A continuacion se exploré la desorcion

reductiva del grupo tiol en medio alcalino (KOH 0,5 M) con el objeto de estimar el
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cubrimiento superficial. Con fines comparativos, la misma secuencia de modificacion y

medicion se aplicé a las laminas de Au macizo que se venian empleando en este trabajo.

— solo buffers
0067 | —— sin NaH,BCN

005 |~ cys/FcCOH/NaH_BCN
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0=
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T T T T T T
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Figura 3.13 CV de electrodos modificados con cistamina y carboxiferroceno: buffer Tris 50
mM, pH 7,4, KNQ 0,2 M, por CV (0 \\ 0,6 V),v: 0,05 vs! (Ag/AgCl, KCI 3 M), electrodos

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

Tal como se observa en la Figura 3.13, a partir de la sefal a potencial 0,300 V
correspondiente a la transferencia de carga del grupo Fc, se estim6 la densidad
superficial obteniéndose un valor de (8,8 + 2,0)** ¥@oléc.cn? (n = 5) para los
electrodos descartables. Para los electrodos de Au macizo el valor obtenido fue algo
menor (3,7 2,7). Td moléc.cnf (n = 6) (= 0,232 V — 0,282 V).

La densidad superficial estimada a partir de la sefial de desorcion en KOH 0,2 M,
result en el rango de (0,3 — 4,4) 1Moléc.cnf (valor promedio: 1,6 18, n = 5) para

los electrodos descartables (Figura 3.14, izg). En el caso de las laminas de Au macizo se
obtuvieron sefiales menos definidas que dificultaron la cuantificacion (Figura 3.14,
der.).

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

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

laminas de Au macizo (der.)

Con fines comparativos se modificaron los electrodos descartables, con el compuesto
sintetizado en fase homogénea 3MPAFc en concentracion 20 mM y se midieron las
sefales de Fc y desorcion por voltametria ciclica en las mismas condiciones que en el
caso anterior (Figura 3.15). El interés en este ensayo radica en la posibilidad de
modificar en un Unico paso la superficie con un compuesto que ya tiene incorporado el

marcador electroactivo, minimizando la manipulacién de la superficie.
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Figura 3.15 CV de electrodos descartables: sefial de ferroceno, buffer Tris 50 mM, pH 7,4,
KNO; 0,2 M, (0 V- 0,6 V),v: 0,05 Vs', (izq); sefial de desorcion de tiol, KOH 0,2 M, (-0,2 V
- -1,35 V), v: 0,05 Vs' (der.). Electrodo de referencia Ag/AgCl (KCI 3M)
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A modo de resumen, la Tabla 3.1 condensa la informacion de los experimentos de
desorcion de tiol y sefial de ferroceno obtenida para los electrodos descartables y las

[Aminas de Au macizo:

Fc (moléc.crif) Tiol (moléc.cn?)

Cys/Fc 3MPAFc Cys/Fc 3MPAFc

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

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

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

Tabla 3.1 Comparacion de las sefales de Fc y desorcion de tiol para electrodos descartables y

[aminas de Au macizas.

Ambas estrategias de modificacion de las superficies de Au (cys/Fc y 3MPAFc)
resultaron efectivas para detectar por voltametria ciclica la sefial de Fc y la desorcion de
tiol a valores de potenciales tipico$=E,300 V - 0,400 V aproximadamente para Fc
adsorbido y E=-0,875 V a -1,112 V para tiol. Los cubrimientos superficiales obtenidos
resultaron comparables para ambas superficies, sin embargo las laminas de Au macizo
mostraron una mayor dispersion hecho que puede afectar la reproducibilidad del

autoensamblado.

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

Debido al costo de las secuencias oligonucledtidicas, resulta util disponer de electrodos
de Au de menor area geométrica que requieran cantidades menores de ADN para ser
modificados. A partir de la experiencia adquirida con las superficies obtenidas por

electrodeposicion galvanostatica, se adaptd la técnica para aplicarla sobre pistas de C

grafito obtenidas también por serigrafia, de area geométrica menor que las anteriores,
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0,071 cm (ver 2.2.2.3) (Figura 3.16). Las placas serigrafiadas fueron disefiadas por el
Dr. Fernando Battaglini. Una ventaja adicional de este disefio es que permite obtener
conjuntamente 12 electrodos en lugar de 8 como en el caso anterior.

La Figura 3.16 muestra un voltagrama obtenido en HO|@ M para estos electrodos.

A partir de la sefial de reduccion del 6xido de oro se estimo la densidad de carga

resultando un valor de (1177 + 3213.gni® (n = 10) y un factor de rugosidad de 2,6.
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Figura 3.16 Electrodos de area geométrica 0,07% omagen de cuatro electrodos

independientes (izg.); voltametria ciclica en Hg@R2 M, 0V a 1,5 Vy: 0,05 V/s (electrodo

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

También se modificaron los electrodos con el compuestos 3MPAFc en concentracion 50
uM vy se detectd la sefial correspondiente al gruppdfcvoltamperometria de pulso

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

de referencia Ag/AgCIl (KCI 3 M)

El paso siguiente consistié en evaluar el cubrimiento superficial de los electrodos con el
aptamero que reconoce ATP/AMP/adenosina usando cronocoulombimetria en solucion
de [Ru(NH)e]** 50 uM (Steel et al, 1998). Los datos se presentan @atiéa 3.2, junto

con los valores obtenidos para las laminas de Au macizo y los electrodos de Au
comerciales. Se explord también el anclaje via tiol, previa reduccion con TCEP en
condiciones de coadsorcion, y a través de la interaccion con cinco grupos fosforotiato
(5Ts) terminales (ver 3.2.3). Para evaluar las interacciones inespecificas de los atomos
de N de los oligonucleétidos con la superficie, se realizd el ensayo en las mismas
condiciones empleando el aptamero sin atomos de S. En todos los casos se emple6 una
concentracién de aptamero igual a pM, puesto que no se observaron cubrimientos
significativamente mayores al aumentar la concentracion de ADN (ver Ponce, M. B.
tesis DCyT-UNGS, 2015).

Los electrodos descartables presentaron valores de cubrimiento superficial comparables
a los obtenidos con las restantes superficies de Au empleadas. La reproducibilidad
lograda en los ensayos de inmovilizacion también resultd aceptable para futuras

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

Electrodos descartables

3 5 )
(4rea 0,071 cfy (12#0,6).10° | (3,1#0,8).10° | (2,641,9).10

Laminas de Au macizo| (1,30,5).10° (1,940,1).103 (5,043,2).10°

Electrodos comerciales

(3,8840,02).13° | (3,44,6).10° (7 £ 3).10*
(Ponce, 2015)

V-2P-ATP (Ponce, 2015 (2,040,2).10%

Tabla.3.2 Evaluacién del cubrimiento superficial sobre distintos tipos de electrodos de Au del

aptamero (5,5M) medido por cronocoulombimetria.

3.4 Conclusiones

De la variedad de ensayos presentados en este capitulo pueden extraerse las siguientes

conclusiones:

- ElI empleo de una molécula sintética bifuncional (3-MPAFc) de bajo costo fue un
primer paso efectivo para explorar la metodologia de modificacién de superficies de Au
con tioles y a su vez avanzar sobre las técnicas de deteccion del marcador electroactivo
(grupo ferroceno).

- Con respecto a la superficie de oro, se trabajé con laminas de Au macizo y electrodos
comerciales, ambos tipos de superficies son reutilizables. Como alternativa para obtener
electrodos de oro descartables se recurrié a la electrodeposicion galvanostatica del metal
sobre pistas de carbono grafito obtenidas por serigrafia. El procedimiento de obtencion
de dichos electrodos es sencillo y reproducible, el costo de los mismos tampoco resulta
excesivo. La ventaja de trabajar con electrodos descartables radica en independizarse de
los procedimientos de limpieza de las superficies de Au que en general demandan
tiempo y en ocasiones no se logra regenerar los perfiles tipicos electroquimicos
esperados para una superficie de Au limpia. Estos electrodos resultaron adecuados para
las etapas siguientes del trabajo de investigacién como se describe en el capitulo 4.
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- El cubrimiento superficial para ambos tipos de superficies de Au, electrodos
reutilizables y electrodos descartables, resulta comparable ya sea que se emplee la
coadsorcidon de una mezcla equimolar de aptadmero y tiol corto producto de la reduccién
en fase homogénea del grupo disulfuro, o la variante de anclaje a través del grupo
fosforotioato.

- La quimisorcion a través del grupo fosforotioato también pudo ser explorada
lograndose cubrimientos superficiales comparables a los obtenidos con la modificacion

con tiol.

103



Capitulo 4. Aplicacion de
espectroscopia de impedancia
electroquimica al estudio de
superficies de oro modificadas con

aptameros
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4.1. Introduccioén

La técnica conocida como espectroscopia de impedancia electroquimica ha sido
ampliamente aplicada en biosensores de base electroquimica (Kats y Willner, 2003;
Daniels y Pourmand, 2007). Al disefiar un biosensor “label fleesado en la deteccion

por impedancia, un aspecto clave es preguntarse acerca del efecto responsable del
cambio en la respuesta a medir, por ejemplo: desplazamiento de agua, cambio en las
propiedades dieléctricas, aumento de la resistencia a la transferencia de carga debido a
repulsiones electrostaticas, etc. Dichos cambios son mas pronunciados cuando el analito
es voluminoso, como sucede en el caso de la trombina y de la lisozima, por ejemplo
(Willner y Zayats, 2007; Du et al, 2008). Sin embargo, para moléculas organicas
pequefias como por ejemplo, el insecticida sistémico acetamiprida (Fan et al, 2013), o el
nucledsido adenosina (Wang et al, 2014), la deteccion impedimétrica también ha sido
reportada.

La impedancia es particularmente sensible al estado de la superficie, de ahi su
aplicacion para caracterizar electrodos modificados con especies adsorbidas. Una
ventaja adicional que presenta la técnica desde una perspectiva analitica, es que puede
aplicarse a la deteccion de especies quimicas que no sean electroactivas (ver por
ejemplo, Rodriguez et al, 2005).

El objetivo de este capitulo es estudiar el armado de la capa de reconocimiento y la
deteccion de la sefal asociada a la interaccion aptamero-analito empleando

espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS).

4.2 Respuesta de electrodos descartables por CV y EIS

El acceso a equipamiento electroquimico para hacer mediciones de impedancia en el
laboratorio del Dr. Fernando Battaglini, abrié la posibilidad de explorar esta técnica
para estudiar de manera sistematica la modificacion de superficies de Au con
aptameros. Una ventaja de la misma radica en la posibilidad de cambiar la estrategia de
desarrollo de sefial evitando la introduccion de un marcador electroactivo en la

secuencia aptamérica como se habia propuesto inicialmente (ver Figura 3.7). Es decir,
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es posible explorar un disefio de aptasensor donde el marcador electroactivo se
encuentre en solucién (“label free impedance aptasensor”) (Daniels y Pourmand, 2007).

4.2.1 Evaluacion de las superficies de Au obtenidas por electrodeposicion

galvanostatica

Debido a que los electrodos obtenidos por electrodeposicion galvanostatica de Au sobre
pistas de carbono de 0,071 Tuke area geométrica resultaron efectivos frente a la
modificacion con aptameros (ver 3.3.2), el desarrollo experimental continué empleando
dichas superficies como electrodos de trabajo para las mediciones electroquimicas. La
evaluacion electroquimica de los electrodos se inicié haciendo una voltametria ciclica.
A modo de ejemplo, la Figura 4.1 muestra la curva corriente-potenesaldj obtenida

para uno de dichos electrodos en solucion ged{CN)] 0,025 M como sonda redox,

(Epa = 0,341 V,E,c = 0,178 V,4E, = 0,133 V). También se muestra el ajuste de los
datos experimentales que se obtuvo con el programa GPES para la cupla redox
[Fe(CN)] ™~ asumiendo un comportamiento cuasi reversiBfe<(0,244 Vx? = 83,7).

Todos los valores de potencial informados en este trabajo se refieren al electrodo de
Ag/AgCI (KCI 3M).

200
CV medida

1 — Ajuste
150

100

50

Ip IpA

-50 -

-100 +

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

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

v: 0,05 Vst
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Comparando los voltagramas de los doce electrodos de una misma placa medidos en las
mismas condiciones, se obtuvo un valor promedigde (0,249« 0,001) V, siendo la
diferencia entre el potencial de pico anddiEf,d) y catodico E%c), 4ES = (0,149+

0,009) V. A partir de estos valores se infiere que el comportamiento redox de la cupla
[Fe(CNX]™ es reproducible porque la respuesta no muestra un cambio significativo

entre los electrodos.

A continuacion se midio, en las mismas condiciones experimentales, el espectro de
impedancia electroquimica para un rango de frecuenciasldéz - 10 kHz La Figura

4.2 muestra, a modo de ejemplo, dicho espectro en la representacion conocida como
grafico Nyquist(Z vs. Z), el valor de frecuencia indicado en el grafico corresponde al
méximo del semicirculoZ). El pequefio dominio semicircular medido en la primera
porcién del espectro para altas frecuencias, es indicador de un rapido proceso de
transferencia de carga, limitado por la difusion de la especie electroactiva hacia la
superficie del electrodo (porcion lineal) (ver 2.1.1.6). La linea en el gréafico corresponde
al ajuste obtenido con el programa FRA empleando el circuito equivalente que se
muestra en el inserto. Los términos Rs y CPE fueron definidos en 2.1.1.6.

300+

@ experimental
ajuste

200+

Z1Q

100

Z./Q

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

mV). Inserto: circuito Randles modificado
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La Tabla 4.1 muestra los valores promedio y la desviacién estandar para el conjunto de
12 electrodos de una misma placa. Se indican los parametros obtenidos para el ajuste
con el circuito equivalente de Randles modifica®9 R, Zw, Yo Y N) que se muestra en

el inserto de la Figura 4.2, y los obtenidos a partir de la curva de impedangigy (a
frecuencia correspondiente al maximo del semicirculo). Los pardm¥tros n
corresponden en el circuito equivalente al elemento constante de fase (CPE). Con
respecto al valor de, si 0,5 <n < 1, la superficie se considera rugosa, tipicamente para
superficies metélicas el valor dese encuentra en 0,8 y 1 (ver 2.1.1.6). El paranYgtro

es la inversa de la impedancia y se denomina admitancia.

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

Tabla 4.1 Electrodos de Au no modificados. Pardmetros obtenidos por ajuste (programa FRA),
circuito equivalente: Resistencia de la soluciong Resistencia a la transferencia de carga, n

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

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

evaluar cambios en la superficie.
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4.2.2 Modificacion de los electrodos con secuencias oligonucleotidicas

4.2.2.1 Coadsorcién de una mezcla equimolar aptamero/tiol corto

Por su sensibilidad y el hecho de ser una técnica no destructiva, la espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS) es ampliamente empleada para caracterizar electrodos
funcionalizados. La inmovilizacion de biomateriales sobre un electrodo altera la
capacidad y la resistencia a la transferencia de ¢&sgpor lo tanto, EIS resulta una
herramienta eficaz para el estudio de las propiedades interfaciales en electrodos
modificados (Katz y Willner, 2003; Ding et al, 2005; Long et al, 2004; Priano et al,
2008).

Se procedid6 entonces a inmovilizar el aptdmero que reconoce
adenosina/AMP/ADP/ATP sobre la superficie de los electrodos previamente descriptos.
Se comenzo6 empleando la modificacion que contiene el grupo disulfuro en un extremo,
previa reducciéon con TCEP (ver 2.2.1.1). Puesto que no se purificd el producto de
reaccion, se trabajé en condiciones de coadsorcion de la mezcla equimaldf)(8¢3
aptamero tiolado (apt-SH) y el alcanotiol de cadena corta producto de la ruptura del
puente disulfuro (CkCH,)sCH,SH, mercaptohexano). Se cubrié la superficie del
electrodo con la mezcla aptamero/tiol corto y se dejé durante una noche a temperatura
ambiente, finalmente se retird la solucion remanente y se enjuago6 con buffer Hepes 0,1
M / KNO3 0,2 M, pH 7,2 para remover las moléculas no adsorbidas (ver 2.2.4.3). Este
protocolo de modificacién evita que el depésito se deshidrate sobre la superficie del
electrodo.

Una primera evidencia de la presencia de material quimisorbido, se obtuvo al comparar
las voltametrias ciclicas medidas en solucién de [Fe{CNE! electrodo de Au limpio

y luego de la modificacion (ver Figura 4.3). El material depositado dificulta la
transferencia de carga debido al blogueo parcial de la superficie metalica, ademas, por
ser un polianién al pH de trabajo, la cadena oligonucleotidica ejerce repulsion
electrostatica sobre la sonda redox también anidnica (ver Capitulo 3.2.3).

Con el fin de evaluar la reproducibilidad de la modificacion con el aptamero y el
alcanotiol corto, se repitio el experimento en las mismas condiciones anteriores con los
once electrodos restantes de una misma placa, obteniéndose un Egade (0,270
+0,007) V y4E, = (0,452 #0,071) V (n = 12).
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Figura 4.3 CV de un electrodo de Au antes y después de la modificacién con la mezcla
aptamerof/tiol corto (5,5M): solucion de K[Fe(CN)] 0,025 M / Hepes 0,1 M / KN{D,2 M,

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

La Figura 4.4 muestra el cambio drastico que tuvo lugar cuando se midi6 el espectro de
impedancia electroquimica en un electrodo de Au modificado con la mezcla equimolar
aptamerol/tiol corto. EI segmento correspondiente al semicirculo en el grafico Nyquist se
incrementd notablemente respecto de la porcion lineal correspondiente al proceso
difusional de la especie redox. Este aumento en la resistencia a la transferencia de carga
R, evidencia la presencia del oligonucle6tido quimisorbido. El valor de la frecuencia
correspondiente & maximo se desplazé hacia frecuencia menores indicando un

predominio del efecto capacitivo respecto del control difusional.
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Figura 4.4 EIS de un electrodo de Au ant@s)(y después de la modificacion con aptameroltiol
corto (5,5 M) (®); Kg[Fe(CN)g] 0,025 M/ Hepes 0,1 M /KN£D,2 M, pH 7,2, (E° = 0,250 V,

frecuencias: 0,1 Hz-10 kHz, amplitud de voltaje 10 mV)

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

doce electrodos modificados con la mezcla equimolar aptamerof/tiol cortdMp,5 n

Electrodos modificados con

aptamerottiol corto (5,5M)

(n=12)
Rs (Q) 184,2+ 21,7
Ajuste con el
Re (Q) 1620,8+ 544,4
circuito
. Zy (2,7£0,2).10°
equivalente =
(programa FRA) Yo (21x06)-1
n (rugosidad) 0,95 +0,02
Obtenidos del Frecuencia (kHz) 0,08 +0,04
grafico Z (Q) 794,8+ 293,1
Zvs Z Z (Q) 771,4+ 293,6

Tabla 4.2 Electrodos de Au modificados con aptamero/tiol corto ¥b)5Rarametros

obtenidos por ajuste (programa FRA) vy a partir del grafico Nyquist
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Con respecto a la reproducibilidad que se obtuvo al modificar los electrodos, se observo
una dispersion del orden del 34% en el valorRde 37% paraZ, y 38% paraZ
comparando los 12 electrodos de una misma placa. Sin embargo, desde el punto de vista
operativo, por las condiciones geométricas de la celda de medida y la disposicion del
disefio de los electrodos (ver Figura 3.16), los experimentos se realizaron en grupos de
cuatro electrodos, donde la dispersion de los parametros mencionados resulté inferior al
15%.

Cuando se compararon los valores de los electrodos con y sin modificacion (Tablas 4.1
y 4.2 respectivamente), la resistencia a la transferencia de EBa)gaud el parametro

gque presentdé mayor variacion:

A R = R¢ Au/apt -Ric Au

Por lo tanto se empled este valor como criterio para evaluar la modificacion de la
superficie. Se observl un incremento de aproximadamente un orden de magRitud (

~ 0,9 kQ como consecuencia de la presencia del aptamero y el tiol de cadena corta
quimisorbidos. La frecuencia correspondiente al maximo de la compagesate la

seccion semicircular del espectro de impedancia, se desplazé hacia valores mas bajos
indicando un incremento de la componente capacitiva debida a la presencia de material
adsorbido sobre la superficie del electrodo, la misma tendencia se observo en los valores
de 2y Z.

4.2.2.2 Quimisorcion del aptamero disulfuro

Una manera alternativa al anclaje del aptamero via enlace S-Au en condiciones de
coadsorcion, a partir de la mezcla aptamero/tiol corto resultante de la reduccion con
TCPE, consiste en exponer la superficie metalica al aptamero disulfuro (-S-S-)

directamente. Se ha reportado en bibliografia, que los disulfuros se adsorben sobre
superficies de Au, hecho que promueve el clivaje del enlace —S-S- (Nuzzo, 1987). Con
fines comparativos se explord la modificacion de los electrodos directamente con el

aptamero disulfuro sin hacer la reduccion con TCEP. A modo de ejemplo se presenta la
voltametria ciclica (Figura 4.5) medida en solucion de [Fe{Cf)del electrodo de Au

antes y después de la modificacion con el aptamero disulfuro. Se obtuvieron valores de
112



Capitulo 4. Aplicacion de EIS al estudio de superficies de oro modificadas con aptameros

E° = (0,252+ 0,005) V yAE® = (0,211+ 0,005) V (n=4). Al comparar con las medidas
de la modificacion aptamero/tiol corto presentadas en la Figura 4.3, se observo que la
cupla redox muestra una menor dificultad para alcanzar la superficie del electrodo

cuando se emplea el aptamero disulfuro.

250 -
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2004 ° AutAptamero -S-S-

150 H
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-150 41— ; . ; . ;
0.00 0.25 0.50
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Figura 4.5 CV de un electrodo de Au antes (Au) y después (Au+Apt) de la modificacién con el
aptamero —S-S- (5,9M): solucion de K[Fe(CN)] 0,025 M/Hepes 0,1 M /KN§0,2 M, pH 7,

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

Las medidas de impedancia (Figura 4.6) también sugirieron una menor dificultad de la
sonda redox para alcanzar la superficie del electrodo y producir la transferencia
electronica. Se emple6 el mismo circuito equivalente que en el caso anterior para el
ajuste de los datos. Al comparar con el espectro obtenido en condiciones de coadsorcion
(Figura 4.4), se observé que la porcion lineal correspondiente al control difusional, es
menor para la superficie modificada en condiciones de coadsorciéon que empleando el
aptdmero —S-S-. Asimismo, la diferencia en la resistencia a la transferencia de carga del
electrodo modificado respecto del mismo electrodo sin modifitBy)(fue 0,5 kQ
aproximadamente, mientras que para la coadsord®n= 1 kQ. Consistentemente el

valor de frecuencia a la cual se alca@zanaximo es mayor (0,3 kHz y 0,07 kHz
respectivamente) para la modificacion con aptamero disulfuro que con aptamero —SH.
Cuando se lleva a cabo la modificacion del electrodo con una mezcla equimolar del

aptdmero y el alcanotiol de cadena corta, se produce una competencia entre ambas
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especies por la superficie y es mas probable que el tiol corto se adsorba en mayor
proporcion que el aptamero puesto que se trata de una molécula pequefia y sin carga. En
estas condiciones se estaria produciendo un cubrimiento mas efectivo de la superficie.
En cambio cuando se emplea el aptamero disulfuro, la repulsion electrostatica entre las
moléculas del polianion podria dificultar la quimisorcion.

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

4.2.2.3 Sistema aptamero-hebra complementaria

Tal como se describié en el Capitulo 3, Figura 3.1, una de las estrategias propuestas
para el disefio de un aptasensor se basa en la disociacion de un hibrido formado por el
aptamero y su hebra complementaria, en presencia del analito (ver por ejemplo, Willner

y Zayat, 2007).

En este caso con el fin de favorecer la competencia del analito por el aptamero, se
emplea un sistema de ADN doble cadena cuya hebra complementaria posee sélo 11

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

Como se mencion6 en 2.2.1, las cinco timidinas (T) en el extremo 5° se agregan como

separadores entre la secuencia que reconoce AMP vy la superficie.

La hebra empleada para hacer la hibridizacion es complementaria de los 11 nucledtidos
que estan proximos al extremo 57, a continuacion del separador, el cual quedara mas
cerca de la superficie del Au pues tiene el grupo tiol (ver Figura 4.7):

5" CTCCCCCAGGT 3

El ensayo de hibridizacion y la verificacion por gel de poliacrimida (PAGE) de la
construccion obtenida en solucion previa a la modificacion del electrodo, fueron

realizados por la Lic. M. Belén Ponce (ver tesis doctoral de Ponce, M. B., 2015).

Igual que en los casos anteriores, se emple6 una concentracidv 8¢bla mezcla que
contiene la doble hebra y el tiol corto producto de la reduccion con TCEP (Figura 4.7).
Se cubrié la superficie del electrodo con la soluciobn y se dejé durante 12 hs a
temperatura ambiente. Estos experimentos se hicieron en un buffer de hibridizacion
(Tris 25 mM, pH 8,2, NaCl 300 mM).

Au — Au

Figura 4.7 Esquema de la modificacién del Au con ADN doble hebra

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

voltametria ciclica evidencié el cambio producido sobre la superficie, la cupla redox se
115



Capitulo 4. Aplicacion de EIS al estudio de superficies de oro modificadas con aptameros

comportdé menos reversiblemente que antes de la modificacidén. A su vez el espectro de
impedancia también reflej6 un aumento en la resistencia a la transferencia de carga
debido al polianion adsorbido. El valor B~ 1,8 kQfue sensiblemente mayor que el
obtenido para la simple hebra en las mismas condiciones (ver 4.2.2.1). Resulta
razonable este incremento en la resistencia a la transferencia de carga pues la carga del
polianiéon presente en la superficie es mayor para la doble hebra que para la simple
hebra.

e Au
@ Au+doble hebrattiol corto

-100

-150 41— ; . ; . ;
0.00 0.25 0.50
E/V

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

v: 0,05 Vs
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Figura 4.9 EIS de un electrodo de Au ant@s)(y después ® ) de su modificacién con la
mezcla doble hebra/tiol corto (5,8 K3[Fe(CN)] 0,025 M/ Hepes 0,1 M / KN£D,2 M, pH

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

En sintesis, en relacion con las secuencias oligonucleotidicas se exploraron tres
variantes de modificacion de electrodos. En las dos primeras se usé la misma hebra de
ADN simple cadena (aptamero que reconoce adenosina/AMP/ADP/ATP) variando el
grupo funcional que interacciona con la superficie de Au. En el primer caso se hizé la
reduccion en fase homogénea con TCEP y se aplicd la mezcla equimolar aptamero-
SH/tiol corto en condiciones de coadsorcion, en el segundo caso se uso directamente el
aptdmero con el grupo disulfuro produciéndose la reduccion en fase heterogénea sobre
la superficie del electrodo. La tercera modificacion explorada consistié en una etapa de
construccion de un sistema doble cadena en solucién en el cual el aptamero se hibridizo
con una secuencia complementaria de 11 nucleotidos. La inmovilizacion de la doble
hebra de ADN a la superficie del electrodo se hizo a través del grupo tiol que posee el
aptamero, previa reduccion en solucion con TCEP. Es decir se coadsorbié una mezcla
equimolar doble hebra-SH / tiol corto, como en el primer caso de simple hebra.

4.2.3 Efecto del tipo de sonda redox en solucion

Para minimizar la repulsion electrostatica entre el polianién (aptamero) quimisorbido
sobre la superficie del electrodo y el marcador redox en solucion, se exploréla respuesta
por CV y EIS del compuesto ferrocenometanol, una especie molecular sin carga (Figura
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4.10) que presenta una respuesta reversible en la ventana de potencial del Au en medio
acuoso.

=

Fe

=

Figura 4.10 Estructura del compuesto ferroceno metanol

Al igual que otros derivados del big3(ciclopentadienil)-hierro, como la amida del
carboxiferroceno discutida en el capitulo anterior (ver 3.2.1), la reaccion del par redox
ferrocenof/ferricinio involucra la transferencia de un electron, siendo el E° = 0,225V, la
cupla tiene un comportamiento reversible sobre Au. A modo de ejemplo, la Figura 4.11
muestra las voltametrias ciclicas obtenidas para un electrodo de Au antes y después de
modificarlo con la mezcla equimolar aptamero/tiol corto empleando una solucion de
ferrocenometanol 0,52 mM como sonda redox. Ambas curvas son practicamente
superponibles, siendo E° = 0,218 VAE® = 0,055 V, valores que indicaron un
comportamiento reversible independientemente de la presencia del aptamero y el
alcanotiol de cadena corta adsorbidos. La pequefia concentracion de la sonda redox en
este caso respecto de la concentracidkflee(CN)] respondid a su baja solubilidad en

medio acuoso.

= Au
*  Apt/MCH

Ip / pA

T T T T T 1
-0.15 0.00 0.15 0.30 0.45

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

(-0,1V-0,4V),v: 0,05Vs
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El espectro de impedancia electroquimica para el mismo electrodo antes y después de la
modificacion con la mezcla aptamero/tiol corto tampoco presentd diferencias

significativas (Figura 4.12).

Para verificar que efectivamente los electrodos habian sido modificados con la mezcla
aptameroftiol corto, se volvieron a medir empleando la cupla aniénica [RE(CN)
obteniéndose la respuesta irreversible que evidencia la presencia del polianion

quimisorbido.

Se puede concluir que el ferrocenometanol no resultdé adecuado para hacer visible este
tipo de modificaciones de la superficie. Generalizando, es posible decir que la carga de
la sonda redox seleccionada para caracterizar electroquimicamente la modificacion de

una superficie, es un factor importante a considerar.
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Figura 4.12 EIS de un electrodo de Au antes y después de modificarlo con la mezcla
aptamerof/tiol corto (5,5M) medido en ferrocenometanol 0,52 mM / Hepes 0,1 M / KBI@
M, pH 7,2 (E°=0,217 V, frecuencias: 0,1 Hz -10 kHz, amplitud de voltaje 10 mV)

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

En el campo de los biosensores amperométricos se ha empleado la estrategia de

inmovilizar una enzima mediante la interaccion con un hidrogel que contenga una sonda
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redox, siendo el sensor de glucosa el dispositivo comercial mas conocido (Heller, 1990).
El hidrogel provee un medio con alto contenido de agua en el cual las especies solubles,
como la glucosa por ejemplo, pueden difundir facilmente hasta el sitio activo de la
enzima. Tal como se describi6 en 1.3.4, los sistemas autoensamblados pueden
construirse a partir de un polielectrolito y un surfactante como contraion, sobre la base
de la fuerte interaccion electrostatica de las especies (ver tesis doctoral de Cortez, M. L,
2011).

Inspirado en este tipo de biosensores, en una primera etapa, se exploré una arquitectura
para el electrodo de trabajo en la cual la especie electroactiva se encuentra inmovilizada
o confinada en la superficie a través de las interacciones electrostaticas con el aptamero
(Figura 4.13 a)).

Como primer paso, se modificaron electrodos de Au con la mezcla aptamerof/tiol corto
igual que en el caso anterior (ver 4.2.2.1). A continuacion se cubrieron los electrodos
con una solucion del complejo de Os electroactivo unido a poli(alilamina), un
polieletrolito con carga positiva a pH ~ 7, debido al equilibrio acido-base de los grupos
—NH,. El compuesto fue sintetizado por la Dra. Lorena Cortez (ver tesis citada

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

b)
DA

NH NH
Os-PA hidrogel ——» 2
~ N
aptameroltiol corto ~ | |
| X N N~
) Au /N\| /
Os_,, 7/
RS
Cl N NS
~
\ W

Figura 4.13 a) Esquema de la capa construida sobre el electrodo.

b) Estructura quimica del polielectrolito redox Os-PA
La Figura 4.14 muestra la curva corriente-potencial para el sistema en funcién de la

velocidad de barrido, el centro metéalico de Os(ll) se oxida a Os(lll) al hacer el barrido

de potencial en sentido anédico y vuelve a reducirse al invertir el sentido del mismo:
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Figura 4.14 CV de un electrodo de Au modificado con el sistema aptamero / tiol corto / Os-PA

(0V- 0,5V), para diferentes velocidades de barrido, medida en buffer Hepes 0,1 M, pH 7,2.

Las voltametrias ciclicas obtenidas indican la presencia de una especie electroactiva
inmovilizada, hecho que confirma las interacciones electrostaticas entre el aptamero (un
polianién) y el Os-PA (cationico). Cabe sefialar que el complejo Os-PA no se adsorbe a
una superficie de Au limpia (Dra Lorena Cortez, comunicacion personal). La corriente
de pico {p) varia linealmente con la velocidad de barrido hecho consistente con la
respuesta de una especie electroactiva adsorbida. Cuando se trabaja a baja velocidad de
barrido (0,05 V2), todos los sitios redox en el polimero pueden oxidarse y reducirse, la
integracién del area bajo la curva en esa condicién indicé una carga de 0,03°mC.cm
para la reduccién, valor consistente con la presencia de ¥6rides.cnf o 2,1.16*
moléc.cn? de especie electroactiva. Este valor resulté menor que el reportado por
Danilovicz et al (1998) (0,1 — 1 mC.&n sin embargo, debe tenerse en cuenta que el
mismo depende de la concentracion de Os(ll) / Os(lll) en el hidrogel y de la capacidad
del mismo para interactuar con el aptamero y el tiol corto previamente quimisorbidos al
Au. A continuacion sobre el mismo electrodo modificado se midié el espectro de

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

Estos resultados exploratorios sugieren que las moléculas de aptamero quimisorbidas
estarian funcionando como “conductores” entre el polimero de Os-PA y la superficie
metalica, lo cual podria aprovecharse para disefiar otras arquitecturas de electrodo.

Una variante empleando el mismo polimero de osmio, consistié en armar el electrodo
con la construccidén que se muestra en la Figura 4.16 a. El primer paso de modificacion
fue la adsorcion de una monocapa de 3-mercapto-1-propansulfonato de sodio (MPS,
Figura 4.16 b) (pK~ 2). Esta molécula bifuncionalizada permitio la quimisorcion al Au
mediante el grupo tiol, mientras que las interacciones electrostaticas con el Os-PA
tienen lugar a través del grupo sulfonato cargado negativamente a.pH >

Los electrodos de Au limpios fueron sumergidos en una solucién 20 mM de MPS en
H.SO, 10 mM durante 30 minutos. La solucién de MPS se prepar6 en el momento de su
utilizacion, para evitar la oxidacion del tiol con e} @el aire. A continuacion los
electrodos fueron expuestos a una solucion de Os-PA (0,06 mM aproximadamente,
buffer Tris 50 mM (pH 7,2), durante 10 minutos).
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a)

aptamero
Os-PA hidrogel

MPS
Au

b)

3-mercapto-1-propansulfonato de sodio

Figura 4.16 a) Esquema de la capa construida sobre el electrodo, b) Estructura quimica del MPS

Las curvas corriente - potencial en funcién de la velocidad de barrido (Figura 4.17)

mostraron la respuesta de estos dos primeros pasos de modificacion.

I/ pA

0.01Vs™
0.025 vs™
0.05vs™
0.1vs"

0.25Vs™

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E/V

Figura 4.17 CV de un electrodo de Au modificado con el sistema MPS / Os-PA@®W),

para diferentes de velocidades de barrido, medida en buffer Hepes 0,1 M OKRN®D pH 7,2.

Nuevamente se obtuvo una correlacion lineal entre la velocidad de basyigiola

corriente pico i) lo que evidencio la presencia del polimero con el complejo redox

inmovilizado sobre el electrodo. Sin embargo al comparar con la construccion anterior,

se observo en este caso una menor intensidad de corriente. Otra diferencia entre ambos

tipos de construcciones fue la necesidad de incrementar la fuerza idnica del buffer

Hepes por agregado de un electrolito (K/N@ara mejorar la respuesta electroquimica.

Estos hechos podrian atribuirse a un mayor bloqueo de la superficie del electrodo

debido a que se us6 una mayor concentracion de MPS (20 mM) que en el caso del

aptamerol/tiol corto (5,BM).
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Finalmente los electrodos se expusieron a una solucion de aptamghd &iguelto en

buffer Hepes 0,1 M / KN©@0,2 M, pH 7,2, durante 1 h a temperatura ambiente. En este
caso se empled la secuencia aptamérica que reconoce adenosina/AMP/ADP/ATP sin el
grupo tiol terminal (ver 2.2.1), dado que la idea fue explorar si la misma puede quedar
contenida en la matriz del hidrogel por interacciones electrostaticas. La respuesta del
sistema MPS/Os-PA/aptamero por voltametria ciclica e impedancia electroquimica,
mostro solo leves cambios después de esta etapa de modificacion de los electrodos
(Figura 4.18).

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

*  MPS/Os-PA/aptamero P 1 @ MPS/Os-PA/aptamero °

1.0 160

05+ 120

HA

80

z,/ke
(]

1/

= 0.0

40

-0.5

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

Figura 4.18 a) CV de un electrodo de Au modificado con MPS/Os-PA y MPS/Os-PA/aptamero
(OV-0,5V; v: 0,05 V&). b) EIS para las mismas modificaciones. Buffer de medida: Hepes 0,1
M/ KNO3;0,2 M, pH 7,2

En las condiciones ensayadas mediante deteccidn electroquimica, no pudo confirmarse
la incorporacion del aptamero al hidrogel. Para ello, podria explorarse la técnica de
microbalanza de cristal de cuarzo con disipaciéon (QCM-D) cuya aplicacion se presenta

en el capitulo siguiente.

4.3. Deteccion del analito (AMP)

Habiendo adquirido experiencia en el armado de distintas arquitecturas de electrodo
empleando el aptamero que reconoce adenosina/AMP/ADP/ATP como sistema modelo,
como asi también en la técnica de impedancia electroquimica, se avanz0 hacia la

exploraciéon de la deteccion del analito de interés.
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Tal como se menciond en 4.1 se espera que la respuesta del espectro de impedancia
cambie al producirse el reconocimiento aptdmero-AMP. Como se discutié en el
Capitulo 3 en ausencia de AMP, el aptamero en un ambiente acuoso a pH ~ 7 aun
inmovilizado a la superficie de Au por quimisorcion, presenta un equilibrio
conformacional entre la forma desplegada (“random coil”) y la forma plegada (“stem-
loop”) que se esquematiza en la Figura 4.19:

forma desplegada forma plegada

~ > loop
- stem
S S
Au

Figura 4.19 Esquema del equilibrio conformacional del aptamero quimisorbido a la superficie

de Au en un ambiente acuoso

A temperatura ambiente y en ausencia del analito o de iones que estabilicen la forma
plegada, predomina la estructura desplegada. Las moléculas de aptdmero inmovilizadas
se comportarian como un “cepillo molecular aniénico” dificultando (“barriendo”) el
acceso del [Fe(CN)*3a la superficie. El analito es la fuerza impulsora que favorece el
predominio de la forma plegadas{em-loop”) sobre la formardndom coil. En la
metafora del “cepillo molecular” equivaldria a decir que las “fibras del cepillo” se
encuentran enrolladas e interfieren menos con la sonda redox anionica que se aproxima
a la superficie del electrodo. El espectro de impedancia deberia reflejar este mejor

acceso de la sonda redox a la superficie del electrodo.

Otro aspecto relevante en el armado de la capa de reconocimiento es el bajo cubrimiento
superficial (alrededor del 1%) obtenido al realizar el autoensamblado con el aptamero
(ver 5.2), hecho que puede disminuir la sensibilidad del aptasensor. Para mejorar la
cuantificacion cuando se emplea EIS como técnica analitica, se introduce un paso
adicional en el armado de la capa de reconocimiento, que consiste en el tratamiento con

un alcanotiol de cadena corta (MCH) (ver por ejemplo, Eissa et al, 2013). Ademas el
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mismo resulta eficaz para minimizar las interacciones inespecificas de la secuencia
oligonucleotidica al Au (ver 3.2.3).

La voltametria ciclica evidencié la modificacion del electrodo realizada, pero la
sensibilidad de esta técnica no resultd suficiente para detectar la interaccion del
aptdmero con AMP 500 nM (Figura 4.20).

200
+ Au

*  Apt/tiol corto/MCH
* AMP 500nM

100

-100

E/V

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

vel. de barrido 0,05 V/s Electrodo de Au @ ); Au/aptamerol/tiol corto (5,5M) / MCH (1,5
mM) ( @ ); Au/aptameroltiol corto (5,5M) / MCH (1,5 mM) / AMP 500 nM @)

En cambio el espectro de impedancia electroqguimica mostr6 un cambio que puede
explicarse teniendo en cuenta que al reconocer AMP la poblacién de moléculas de
aptamero quimisorbidas esta mayoritariamente en la forma plegstdan (foop”). Si

bien esta estructura es mas voluminosa que la forma desplegada, la misma posee menor
libertad de movimiento. Dado que la superficie del electrodo es de dimensiones
milimétricas, el cambio debido al plegamiento del aptdmero no impide el acercamiento
de la sonda redox para dar la transferencia de carga. Dicho plegamiento del aptamero se
traduciria en una disminuciéon de fFigura 4.21).

Un modo de cuantificar el cambio producido por el analito, consistié en calcular la
diferencia en la resistencia a la transferencia de carga antes y después de agregar el

AMP, de manera analoga a lo expuesto previamente (4.2.2.1):

A R = R apt./tiol corto/MCH Ry apt./tiol corto/MCH/AMR
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Se consider6 en ambos casos el valor géuBgo de hacer la incubacion con el buffer

como se indica en 2.2.4.2. Para una concentracion de AMP 500 Rl B00 Q

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

0.8
o LY ° °
=< 06
N~ Q ° °

04+ o ° °

° S °°
) )
024 o °W
"]
0.0 a
T T T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35
Z 1kQ

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

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

Si bien este resultado confirmd que es posible la deteccion de AMP por EIS con la
construccion de la capa de reconocimiento descripta, desde el punto de vista analitico
tiene el problema de una baja sensibilidad, el cambio medido esCdé 1M con
respecto a la concentraciéon de AMP. La deteccion de adenosina por espectroscopia de
impedancia electroquimica fue descripta por Wang y colaboradores (Wang et al, 2014)
empleando una construccion de electrodo que comprende 3 pasos de modificacion
sucesivos (aptamero, ditiotreitol y MCH) para lograr un mayor blogueo de la superficie

libre de Au mejorando asi la sensiblidad.

Cabe sefialar que la presencia de cationes divalentes coffiqadges un factor que
afecta el equilibrio conformacional entre la forma plegada y la estructura random coll
del oligonucleétido debido al efecto de compensacién de carga de los aniones fosfato.
Dado que el principio de deteccion de la adenosina estd basado en dicho cambio

conformacional, la composicion de los buffers de incubacion es un aspecto a evaluar En
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este trabajo de tesis se decididé estudiarlo mas sisteméticamente empleando como

técnica instrumental balanza de cuarzo con disipacion (ver 5.4.1).

4.4 Conclusiones

La espectroscopia de impedancia electroquimica permitié obtener informacion acerca
de la modificacion de superficies de Au con secuencias oligonucleoétidas, empleando
diferentes estrategias de quimisorcion. La resistencia a la transferencia de carga resulto
un parametro sensible a dichos cambios. Por tratarse de una técnica no destructiva,
luego de la verificacion del armado de la capa de reconocimiento, fue posible
monitorear el evento de reconocimiento molecular en presencia del analito empleando
el mismo electrodo.

En el contexto de la deteccion de moléculas pequefias como el AMP, una de las ventajas
que presenta la técnica de EIS consiste en la posibilidad de disefiar estrategias de
deteccion que no requieran la modificacion quimica de la secuencia aptamérica. Sin
embargo el tipo de sonda redox a emplear es un factor a considerar en un aptasensor de
tipo “label fre€ basado en mediciones de impedancia.

La modificacion del electrodo mediante autoensamblado con el sistema Os-PA permitid
obtener una sefial electroquimica que aprovecha las propiedades de la hebra de ADN
como polianion al interaccionar electrostaticamente con un polication. La construcciéon
obtenida permitié la conduccion eléctrica, funcionando como un “cable molecular”
entre la superficie metalica y el centro redox contenido en el hidrogel.

Finalmente, fue posible la deteccion de AMP como ejemplo de una molécula pequefia
empleando EIS. Sin embargo, la superficie de Au libre luego de la modificaciéon con el
aptamero, resulté un factor limitante de la sensibilidad.
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Capitulo 5. Estudio de superficies de oro modificadas con aptameros por microbalanza de cuarzo con disipacién

5.1. Introduccidén

La técnica acustica conocida comacrobalanza de cristal cuarzo con disipacién
(QCM-D) permite registrar los cambios en funcién del tiempo que tienen lugar sobre la
superficie del sensor cuando se adsorbe una especie, midiendo simultaneamente la
frecuencia ) y la energia disipadaj. Al colocar el cristal entre dos electrodos y
aplicar un voltaje determinado, oscila a su frecuencia de resonancia acustica (ver Figura
5.1.). Cuando se interrumpe el voltaje la oscilacion decae exponencialmente. Este
fendmeno se debe a las propiedades piezoeléctricas del material (del griego “presion-
electricidad”). Cuando se aplica presion sobre un material piezoeléctrico se genera carga
eléctrica superficial. Contrariamente, si se somete el material a un campo eléctrico
oscilante se produce una deformacion del mismo.

En 1959 Sauerbrey demostré que existe una relacion lineal entre la masa de un deposito
rigido adsorbido sobre la superficie y la frecuencia de resonancia del cristal en aire o
vacio:

_ 2fZAm

AJ1,p,

Af = (5.1)

donde Af es el cambio de frecuencia medidg, es la frecuencia de resonancia
fundamental del cristal de cuarzém es la masa de la pelicula adsorbideel area

activa piezoelétricayy es la densidad del cuarzo (2,648 gem pq €S el modulo de

corte del cuarzo (AT-cuanalog temperature controlled crystal oscillat@ 947.16" g

cm* s9). La ecuacién de Sauerbrey relaciona los cambios en la frecuencia restinante
con los cambios de masa adsorhitta, por unidad de areA, y vale si4f << f,, el

espesor de la pelicula depositada es menor que el del cristal y la capa esta acoplada
rigidamente al cristal, es decir si la onda acustica se propaga a igual velocidad en ambos
medios (Buttry y Ward, 1992). Si no se cumple la ultima condicion, es necesario

considerar el espesor y las propiedades viscoelécticas de la pelicula.

Las aplicaciones de la técnica a sistemas biologicos fueron posibles cuando se

desarrollaron circuitos capaces de oscilar en medio liquido (Nomura y Okuhara, 1982).
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Los equipos comerciales usan micro o macrofluidica para poner en contacto de manera
controlada la solucibn que contiene el analito con la superficie del cristal

convenientemente modificada (Cooper y Singleton, 2007).

El términoD se define como el cociente entre la energia disipada o peEdigapor

oscilaciéon y la energia total almacenada en el cristald:

D s (277Estore) (5.2)

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

obtenerse informacion cuantitativa, para lo cual debe considerarse el tipo de depdsito o
pelicula sobre el cristal. Para un depdésito rigido, delgado y homogéneamente distribuido
sobre la superficie, el cambio en la frecuencia correlaciona linealmente con la masa
adsorbida mediante la siguiente expresion derivada de la ecuaciéon de Sauerbrey

(ecuacion 5.1):

m#z(C/n)4& (5.3)

La constante especifica de masaale 17,7 ng ciAHz* cuando se mide a la frecuencia
fundamental (5 MHz), y son los sobretonos (n=1, 3, 5,...) (H66k et al, 2001).

Una pelicula viscoelastica no acompafia la oscilacién del cristal cuando se interrumpe el
voltaje aplicado. La Figura 5.1 muestra la diferencia en el decaimiento exponencial de
la sefial para ambos tipos de depdsitos.

Cuando el material depositado sobre el cristal es una pelicula homogénea viscoelastica,
el modelo de Voight permite caracterizarlo mediante el célculo de cuatro parametros
que dependen de la frecuencia: densjgadspesob;, modulo elasticq; y viscosidad

ns. Para estos céalculos se requiere medir la frecuencia y la energia disipada a diferentes
sobretonos AFs y 4D respectivamente). La masa que detecta el sensor durante la
oscilacion (“masa dinamica”), puede ser mayor o menor que la masa medida en reposo

(“masa estatica”) dependiendo de las propiedades de dicho deposito (H66K et al, 2001).
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A su vez, el cociente acusticol¥/4F), definido como la energia disipada por unidad de
masa acoplada a la superficie, puede usarse para obtener informacién estructural
(rigidez relativa, contenido de agua, etc.) (Ho0k et al, 2001; Tsortos et al, 2008;
Papadakis et al 2012). Para el caso de macrobiomoléculas, un cambio grande en la
energia disipada o en el cociente acustico se asocia a una alta flexibilidad
conformacional y un elevado contenido de agua. Contrariamente, cuando dichas
biomoléculas forman estructuras compactas o capas rigidas poco hidratadas los valores
de energia disipada son bajos (Peh et al, 2007).

| |

depésito rigido, acompafia la
oscilacion del cristal

depésito flexible, disipa energia
cuando oscila el cristal

_ rigido
Amplitud . .
viscoelastico

Tiempo

Figura 5.1 Esquema del sensor y diferencia en la sefial de disipacion para un depdésito rigido

(izg.) y viscoelastico (der.)

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

informacion sobre los cambios de masa y estructura que tienen lugar en la interfaz
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liquido - sélido (Xia et al, 2010 y referencias indicadas en dicho trabajo). A su vez, las
aplicaciones relacionadas con el campo de los biosensores se han incrementado en los
altimos quince afos (ver las recopilaciones de Cooper y Singleton, 2007; Becker y
Cooper, 2010).

El objetivo de este capitulo es estudiar por una técnica acustica, las etapas de
construccion de un sensor de base aptamérica y evaluar el efecto del entorno sobre la

capa de reconocimiento.

5.2. Quimisorcion de oligonucleotidos mediante interacciéon S-
Au

Cuando se utilizan aptameros como agentes de reconocimiento molecular en el
desarrollo de biosensores, es necesario desarrollar una estrategia de inmovilizacion de
los mismos que preserve sus propiedades biofisicas y su capacidad de interactuar con el
analito (Zhang y Yadavalli, 2011). Como se mencion0 en los capitulos 3 y 4, para el
caso de los oligonucledtidos estan disponibles comercialmente diferentes
modificaciones con atomos de S que permiten la quimisorcién a una superficie de Au.
El tiol terminal, ubicado en el extremo 3’0 5 segun resulte mas conveniente,
habitualmente esta protegido como puente disulfuro (-S-S-) y se reduce previamente a
su adsorcion. La reduccion se lleva a cabo empleando un reductor suave como el TCEP
(clorohidrato de tris-(2-carboxietil)fosfina) (ver 2.2.1.1). Otra modificacion para
introducir a&tomos de S consiste en el empleo de uno o mas grupos fosforotioato (ver

capitulo 3).

Se exploraron tres estrategias diferentes de quimisorcion de la secuencia
oligonucleotidica al sensor de Au, las cuales se esquematizan en la Figura 5.2.

La técnica de microbalanza de cuarzo permiti6 monitorear el proceso de adsorcion de la
hebra de ADN a través del cambio en la frecuencia. Cuando se adsorbe una monocapa
de alcanotiol como el MCH (Mr 134 Da) por ejemplo, se produce un cambio en la
frecuencia de 4 Hz (cubrimiento superficial de 7,7°10noles/cm) (Strong y
Whitesides, 1988). Los valores 4E obtenidos con las tres estrategias de modificacion
suponiendo valido el modelo de Sauerbrey (ecuacion 5.3) fueron los siguientes: 22,5 Hz

(adsorcion del disulfuro, esquema A, Figura 5.2), 14,4 Hz (coadsorcion, esquema B,
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Figura 5.2) y 10 Hz (fosforotioato, esquema C, Figura 5.2), por lo menos un 50%
mayores que los esperados para la adsorcion de un alcanotiol, confirmando asi la

quimisorcion de la hebra de ADN.

15‘ ls- 15 S-

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

Lnowd 1 J1

—_—

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

TsTsTsTsTs TSTsTsTsTs
_—

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

Figura 5.2 Esquema de las diferentes estrategias de anclaje del oligonucledtido al Au

Las tres variantes de enlace S-Au presentaron cubrimientos superficiales del mismo
orden de magnitud. Para el caso de la modificacion con fosforotioato se obtuvo buena
correlacién con los valores medidos por marcacién radiactiva*#gnvoltametria
ciclica en K[Fe(CNY] y cronocoulombimetria en solucién de [Ru(f* (Ceretti et

al, 2010) (ver capitulo 3).
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Otra estrategia habitual de anclaje a la superficie de Au presentada en bibliografia,
consiste en usar la hebra de ADN modificada con un grupo tiol en uno de sus extremos,
5'en general, HS-ADN. Xia y colaboradores (2010) reportan valores de cubrimiento
superficial medidos por QCM-D a pH 4,5 y 8,5 de 3,8105,1.16° moléc. cnf
respectivamente, para una hebra de 27 nucleétidos. Dichos valores, aunque un poco
mayores, estan en el mismo orden gue los obtenidos por las técnicas usadas previamente
para las estrategias presentadas en este trabajo.

Algunos trabajos publicados describen el uso de secuencias oligonucleotidicas
biotiniladas como estrategia de anclaje a superficies de Au modificadas con
streptavidina para estudios de hibridizacion (ver por ejemplo Papadakis et al, 2012). El
argumento para emplear esta forma de armado de la capa de reconocimiento consiste en
obtener un mayor control de las moléculas que se unen y minimizar los espacios libres
de la superficie metalica por la adsorcion de la macromolécula streptavidina. Sin
embargo, Mannelli y colaboradores (2005) mostraron en un estudio comparativo
empleando QCM-D y SPR, que las modificaciones con biotina dan resultados

comparables al uso de ADN modificado con tioles.

QCM-D

(modelo de Sauerbrey)

Moléculas adsorbidas Moles/cn? | Molec./cnf
Aptamero disulfuro (Mr 10.334 Da) 3,9.10" 2,3.16°
Scramble disulfuro (Mr 8.815 Da) 3,5.10" 2,1.16°
Aptamero/tiol (Me10.200 Da; Micn 134 Da) 2,6.108" 1,6.10°
Aptamero fosforotioato (5Ts) (Mpists11.607,1) 1,3.18" 7,8.132

Tabla 5.1 Cubrimiento superficial en funcion de la estrategia de quimisorcion del

oligonucledtido (concentracion de ADN Men todos los casos)

Para el anclaje via fosforotioato se observdé buena correlaciéon con los resultados
obtenidos por otras técnicas experimentales en el grupo de trafljoqltametria
ciclica, cronocoulombimetria, 5,8. 10— 4,6. 10" moles/cri, Ceretti et al, 2010;
Ponce, M. B., 2015).
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Figura 5.3 A. Cambios en la frecuendta én negro) y la energia disipads €n gris) durante
la exposicion del sensor al aptamero: aptamero disulfuro (sup.); coadsorcion mezcla equimolar
aptamerol/tiol corto (centro); aptamero fosforotioato (inf.)
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Figura 5.3 B. 4D vs 4Rlurante la exposicion del sensor al aptdmero: aptamero disulfuro (sup);
coadsorcion mezcla equimolar aptdmero/tiol corto (centro); aptamero fosforotioato (inf.). La
flecha indica el avance en funcion del tiempo
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La Figura 5.3 muestra los cambios en funcién del tiempo en la frecuencia y la energia
disipada para las tres estrategias de adsorcion. Para una concentracion 1 pM de
oligonucleodtido, se observd que la interaccidn con el sustrato metalico es rapida,
alcanzando un valor estable en 30 minutos aproximadamente. En el caso de la
formacion de monocapas autoensambladas de compuestos tiolados sobre superficies de
oro policristialino los tiempos necesarios para modificar la superficie fueron similares a
los observados en este trabajo (Ullman, 1996). Empleando QCM-D, Xia y
colaboradores observaron que la quimisorcion de secuencias simple cadena de 27
oligonucledtidos con un grupo tiol (HS-) alcanzé un valor estable de frecudRgia (

para un tiempo inferior a los 60 minutos (Xia et al, 2010).

Ademas del cambio en la frecuencia, también se observo un incremento de la energia
disipada 4D), respecto de la superficie de Au no modificada, debido al hecho que las
moléculas quimisorbidas poseen libertad conformacional pues estdn ancladas a la
superficie solo por un extremo. Cabe sefalar que para el caso de una pelicula rigida o
compacta los valores deD medidos en experimentos de QCM-D se encuentraei en
rango O - 2 18, mientras que para un depdsito viscoso, no rigido, se alcanzan valores
del orden de 1,4 10 En estos casos debe emplearse el modelo viscoelastico para
obtener informacion cuantitativa (ver por ejemplo Belegrinou et al, 2008).

Los gréficos dedD vs AF sugieren que en el caso de la adsorcion del aptamero
disulfuro, por cada unidad de masa adsorbida, se obtuvo sobre la superficie una capa
menos rigida, mas disipativa, debido a la quimisorcion de una mayor cantidad de hebras
de ADN que se propagan hacia el seno de la solucién. El ajuste de la curva no es lineal,
sugiriendo un proceso en dos etapas que consistiria en la adsorcion del aptamero
disulfuro y la posterior ruptura del puente —S-S- analogamente a la quimisorcion
disociativa observada para compuestos organicos con un puente disulfuro (Nuzzo et al,
1987). En condiciones de coadsorcion, la proporcién de hebras de ADN adsorbidas es
menor debido a la competencia con las moléculas de tiol corto. En este caso fue posible
hacer un ajuste lineal de los datos medidos, hecho consistente con un proceso de una
sola etapa. Se observo la misma tendencia para el anclaje del aptamero via
fosforotioato. Sin embargo la pendiente para este ultimo tipo de anclaje resulté mas
pronunciada que para la coadsorcion, hecho que sugiere la presencia de una capa

superficial mas disipativa.
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En el caso de la quimisiorcion del aptdmero usando 5 grupos fosforotiato, la interaccion
entre la superficie de Au y las hebras de ADN involucra 5 posiciones consecutivas que
son los 5 atomos de S de las timinas terminales. Estos pueden actuar como separadores
entre las hebras de ADN (ver Figura 5.2, esquema C). Ademas, dichos atomos de S
resultan menos nucleofilicos que los del grupo tiol unidos a una cadena carbonada, por
lo tanto es posible que la afinidad por los atomos de Au de la superficie sea menor en el
caso del fosforotioato.

Con el fin de comparar el anclaje tipo disulfuro (-S-S-) frente al anclaje fosforotioato
(5Ts), se agregd 2-mercaptoetanol (MCE) 1uM posteriormente a la adsorcion del
oligonucledtido. Los valores de cubrimiento superficial obtenidos a partir de las

medidas de QCM-D se presentan en la Tabla 5.2.

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

Tabla 5.2 Efecto de la adsorcion de MCE (tiol corto) sobre el anclaje via disulfuro y

fosforotioato

El cambio en la frecuencia medido luego de la interaccién del MCE con la superficie de
Au modificada con la hebra de ADN, fue 3,40 Hz para el disulfuro (scramble) y 1,48 Hz
para el fosoforotioato. En ninguno de los dos casos se observd un aumento de la
frecuencia {F). Este resultado podria sugerir que el tiol corto ocupa espacios libres en
la superficie del sensor, sin desplazar a las moléculas de ADN quimisorbidas.

Estos resultados experimentales permitieron extrapolar condiciones de modificacion de
superficies de Au “limpias” (tipo de modificacion concentracion, tiempo, etc.) para

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

De acuerdo con informacién de bibliografia el cubrimiento tipico de una superficie de
Au con una monocapa de alcanotioles de cadena corta es aproximadamente 30%
(Strong y Whitesides, 1988). A partir de la estructura cristalina del Au (cubica
compacta) (Figura 5.4.) y los parametros de la celda (a = b = ¢ = 407,829px y =

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

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

http:/mwww.webelements.com/_media/elements/crystal_structure_image/Au-bs.jpg)

Empleando los datos de cubrimiento superficial obtenidos por QCM-D suponiendo
valida la ecuacion Suaerbrey (Tabla 5.1.), se concluyé que sélo el 1% de la superficie de
Au esta modificada. Partiendo de una concentracién de oligonucle6tidol uM y luego de
30 minutos de exposicién, quedan aproximadamente 3%.iles de ADN sin
adsorber, lo cual prueba que la cantidad de ADN no es el factor limitante. Los bajos
cubrimientos superficiales obtenidos, sugieren que las hebras de ADN quimisorbidas se
comportan como moléculas discretas y no como una pelicula homogénea depositada
sobre la superficie (Tsortos et al, 2008). Con fines comparativos, cabe sefalar que el
cubrimiento calculado para una monocapa de alcanotioles de 21 atomos de C, con un
espaciado de 0,5 nm entre moléculas, sobre una superficie de Au con empaquetamiento

hexagonal compacto (hcp) es 7,76"1foles.cnif (Strong y Whitesides, 1988).

Este resultado resulto significativo a la hora de evaluar la respuesta frente al analito,
pues si el cambio que se espera medir es pequefio (cambio conformacional debido al
reconocimiento aptamero-AMP en este caso, o el cambio en la masa por el ingreso del
analito) no resultara distinguible de la sefal de base correspondiente a la superficie de
Au no modificado con el ADN.
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5.3 Reconocimiento molecular de la hebra complementaria

(hibridizacion) y de AMP (molécula pequeiia)

Los experimentos de hibridizacion permitieron obtener una medida indirecta de la
presencia de oligonucle6tido adsorbido (Tabla 5.3.) y de su funcionalidad frente al
reconocimiento de la hebra complementaria tal como sugieren Ohshiro y Madeda
(2010).

o . ] Porcentaje de
Secuencia oligonucleotitida Moles/cfn | Moléc./cnt o
hibridizacion
Aptamero disulfuro
( A 3,9.10" 2,3.16°
esquema
56
Hebra complementaria 2,210 1,3.16%
Aptamero tiolado (coadsorcion
P ( ) 2,6.10" 1,6.10°
(esquema B)
: 3 75*
Hebra complementaria 1,910 1,2.10
Aptamero fosforotioato (5Ts)
1,3.10" 7,8.10°
(esquema C) 50
Hebra complementaria 7,750 | 4,67.16°

Tabla 5.3 Porcentaje de hibridizacion en funcion de la estrategia de modificacion de la

superficie

Debe tenerse en cuenta que la hibridizacion de una hebra inmovilizada a una superficie
resulta en general menos favorable que en solucion. Al menos tres factores pueden
afectar al proceso en fase heterogénea: la repulsion electrostatica entre hebras vecinas
inmovilizadas, el impedimiento estérico en funcién del cubrimiento superficial, y las
interacciones inespecificas de la hebra inmovilizada a la superficie (Ravan et al, 2014).

La estrategia de coadsorcibn mostr6 un mayor porcentaje de hibridizacion, este

resultado es consistente con lo observado por Herne y Tarlov (1997).
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La técnica de QCM-D se ha aplicado con fines analiticos en algunos casos de
genosensores (ver por ejemplo, Papadakis et al, 2012) y aptasensores (ver por ejemplo,
Zhang y Yadavalli, 2011, sensor para IgE). Para correlacionar la sefial con la
concentracion se puede evaluar el cambio en la frecueti€jagn la energia disipada

(4D) o el cociente acusticallD/4F). Cuando la especie a detectar tiene una masa molar
relativamente grande, el reconocimiento por parte de las moléculas adsorbidas produce
un cambio en la frecuencia posible de medir. Sin embargo, cuando el analito es una
molécula de baja masa molecular (Mr < 1000 Da) el cambio en la frecuencia de
oscilacién esta practicamente en el limite de deteccién del instrumento (1,8, nigfcm

=0,1 Hz).

En el caso del sistema aptamero-AMP la relacion entre la masa del aptamero con las dos
moléculas de AMP respecto de la masa de aptamero es 1,1; es decir las dos moléculas
de AMP (Mwawp = 347,22) representan aproximadamente un 7% de la masa del
aptamero (Mwp: = 10.334). Con respecto a la energia de disipacion, el maximo de
sensibilidad del instrumento estd en #Z10la sensibilidad tipica es 1:10

aproximadamente.

La Figura 5.5 presenta las medidas correspondientes a la quimisiorcion del aptamero y

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

la hibridizacién de aptamero disulfuro, coadsorcion aptamero+MCH y aptdmero fosforotioato
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Figura 5.5 B: 4D vglF durante la hibridizacion: aptamero disulfuro (sup.), coadsorcion

aptamero+MCH (centro), aptamero fosforotioato (inf.)
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Cuando el sensor modificado con el aptamero que reconoce AMP se puso en contacto
con el analito, el cambio de la frecuencia no fue suficientemente significativo como para

darle una aplicacién analitica, tal como sugerian los calculos realizados. Con respecto a
la energia disipada se observo una disminucion leve consistente con una mayor
rigidizacion de las moléculas del aptamero quimisorbidas debido a que se favorece la
estructura plegada (stem-loop) en presencia de AMP. Para las concentraciones de AMP
mas altas ensayadas (JAMP] > 1000 nM) dicha disminucion resultd algo mas

significativo (ver Figura 5.6).

Con fines comparativos se muestran en la Tabla 5.4 los valous ylelD medidos

para el reconocimiento de la hebra complementaria como ejemplo de un analito de masa
comparable al ADN, y para AMP una molécula pequefia. Un dato que también resulta
relevante frente al reconocimiento molecular, es el grado de afinidad dado por la
constante de afinidad o disociacion (Kd) la cual también favorece a la hebra

complementaria en este caso.

AF medido (Hz)

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

(1pM) o
" guimisorbido
Hebra complementaria 8.076 0,83 10,17 1,46
AMP 347,22 6 0,38 0,29

Tabla 5.4 Respuesta del aptamero —S-S- frente a su hebra complementaria y AMP

* Valor de referencia para un oligonucleétido de 10 unidades y su hebra complementaria
tomado de Okahata el al, 2000.
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Figura 5.6 Cambios en funcién del tiempo en la frecuencia (negro) y la energia disipada (gris)
frente al agregado de concentraciones crecientes de AMP (10-5.000 nM) al sensor modificado

con el aptamero segun el esquema A

El agregado de guanosina en concentracighi lque no es reconocido por el aptamero
inmovilizado, no gener6 cambios significativos en la frecuencia ni en la energia

disipada.

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

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

Los oligonucledtidos a pH 7 se encuentran como polianiones debido a los equilibrios
acido-base de los grupos fosfato. En medio acuoso salino los cationes mono o
divalentes interactian con dichos grupos compensando las cargas (ver por ejemplo
Sines et al, 2000). En particular los cationes*Muabitualmente forman parte de la
composicion de los buffers usados para hibridizaciéon, estudios con nucleasas, procesos
de SELEX, etc. Se han reportados trabajos en bibliografia que muestran que los
cambios en el espesor de una capa de oligonucleétidos en funcién de la concentracion
de Md¢* pueden ser evaluados usando QCM-D (Papadakis et al, 2010; Osypova et al,
2015).

El ingreso a la celda de medicién de un flujo de buffer Tris 50 mM, pH 7,2 conteniendo
Mg 10 mM, produjo una disminucién en la energia disipada, consecuencia de una
rigidizacién de la hebra de ADNID ~ 1.10°%). A su vez, se registré6 un aumento en la
frecuencia {/F ~ 3 Hz) que puede atribuirse a una disminucién de la cantidad de
moléculas de agua de la esfera de hidratacion dado que la hebra de ADN puede adquirir
una estructura mas compacta si estan compensadas las cargas del polianion. Cuando se
diluyé el catién por agregado de buffer Tris sin’fMge revirtieron los cambios en la
frecuencia y la energia, mostrando que el proceso es reversible. La forma de la curva
AD vs AF resulté lineal sugiriendo que la entrada y salida d&"Mstaria ocurriendo en

una etapa (Figura 5.7).

147



Capitulo 5. Estudio de superficies de oro modificadas con aptameros por microbalanza de cuarzo con disipacién
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Figura 5.7 Respuesta medida por QCM-D de la superficie modificada con el aptamero disulfuro

frente al agregado de buffer Tris 50 mM/MgC0 mM.

La Tabla 5.5 muestra la relacion entre moléculas & Haptamero calculada a partir

del cambio en la frecuencia asumiendo valida la ecuacion de Sauerbrey (ecuacion 5.3).
Considerando que cada aptamero posee 32 nucleétidos con un grupo fosfato cada uno,
el cociente entre las moléculas dgoHntercambiadas y grupos fosfato presente, resulta

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

Moléculas crif Cociente
H,0O 1,8.1G6°
_ 783
Aptamero (disulfuro) 2,3.16
Grupos fosfato por aptamero 7,440 24

Tabla 5.5 Relacién entre moléculas d®Hhtercambiadas y aptdmero

Con fines comparativos, se realiz6 el mismo experimento empleando la secuencia
scramble (Figura 5.8). Dado que se observé la misma tendencia que en el caso del
aptamero, se infiere que ambos tipos de hebras de ADN pueden experimentar cambios
conformacionales independientemente de la secuencia nucléotidica y de la presencia de

un analito.

Secuencia scramble

7 Buffer Tris Buffer Tris/MgB Buffer Tris
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8 —e—AD |
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Figura 5.8 Respuesta medida por QCM-D de la superficie modificada con la secuencia

scramble frente al agregado de buffer Tris 50 mM/MdOImM.

Ambas secuencias de ADN poseen temperaturas de desnaturalizacion similaggs (Tm
77,4 °C, Tmyampie 76,1 °C), sin embargo, para el caso del aptamero la pendiente de la
curva 4D vs. AF resultdé un 35% mas pronunciada que en el caso de la secuencia
scramble; ademas el desplazamiento def*Mgostré cierta histéresis que no fue
observada cuando se us6 la secuencia scramble.

El aptamero tiene la posibilidad de formar una estructura secundaria con dos regiones
de complementariedad por interacciones tipo Watson y Cratkn) y dos regiones
circulares (foop’) no complementarias tal como se esquematiza en la Figura 5.9. La
presencia de una elevada fuerza ionica favorece la formacién de dichas estructuras (Egli
y Saenger, 1984). Dado que la secuencia scramble tiene un orden aleatorio de los

nucleodtidos, es menos probable que forme estructuras secundarias.

i [T )

Y
stem loop

Figura 5.9 Esquema de la estructura secundaria del aptamero de AMP
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5.4.2. Rehidratacién de la superficie modificada con hebras de ADN

Un aspecto experimental que resulta de interés cuando se modifican superficies
metalicas con moléculas que tienen capacidad de reconocimiento como es el caso de los
aptameros, es la estrategia de aplicacion. Una metodologia posible consiste en agregar
una gota de la solucion cubriendo la superficie y dejarla el tiempo necesario para lograr
una efectiva interaccion. Cuando por razones de orden practico se deja llegar a sequedad
(evaporacion total del solvente), debe evaluarse el efecto sobre las moléculas adsorbidas
que implica la solvatacion.

La Figura 5.10 muestra que luego de haber llevado a sequedad el sensor modificado con
el aptamero, la posterior rehidrataciéon con buffer produce un cambio relativo similar en
magnitud pard y D que al principio del experimento cuando se expone la superficie de
Au limpia.

Los experimentos de hibridizacion que se hicieron a continuacion sobre el sensor
rehidratado, sugieren que la capacidad de reconocimiento del aptamero no se ve
afectada por este proceso puesto que se obtuvieron porcentajes de hibridizacion
similares cuando no se sometié al sensor a una etapa de secado y rehidratacion. A su
vez, se obtuvieron resultados analogos cuando se usé la estrategia del esquema C,

modificaciéon con fosforotioato.
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Figura 5.10 Cambios en funcion del tiempo ep By graficos 4Dvs AF debidos a la quimisorcion del aptdmero disulfuro (Figura 5.2 esquema A) sobre el

sensor de Au (izg.) y rehidratacién (der.)
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Al comparar la forma de los gréficd® vsAF se observé una curvatura para el caso de

la quimisorcion sugiriendo un proceso con mas de una etapa como se discutio en la
seccion 5.2 para el caso del aptamero disulfuro, mientras que la rehidratacion estaria
sucediendo en una sola etapa. Este tipo de andlisis a partir de los grafiCbsddF

permitid estudiar el efecto del pH y otros parametros en la adsorcién de proteinas sobre
superficies modificadas con polimeros (Belegrinou et al, 2008) y también se ha aplicado

al estudio de hebras de ADN (ver por ejemplo Xia et al, 2010).

Un aspecto importante cuando se trabaja con biomoléculas es el modo de evaluar el
agua de la interfaz (agua bulk) que estad en contacto con el depdsito. Si el mismo es
rigido, el agua bulk introduce un incremento de la masa y una disminucion de la

viscosidad, mientras que para el caso de una pelicula disipativa el efecto es diferente y
esta contemplado en el modelo de Voight.

La opcidén de hacer la modificacion de la superficie por inmersion, debe atender al

tiempo necesario para que se logre la modificacion superficial. Los experimentos de

QCM-D mostraron que tiempos de contacto del orden de 30 minutos eran suficientes.

Un factor a considerar es la necesidad de emplear un mayor volumen de solucién, que
implica un mayor costo.

Desde el punto de vista analitico, la rehidratacion de la capa de reconocimiento

molecular cobra relevancia cuando se hacen estudios de reutilizacion de un sensor
basado en la funcionalidad de dicha capa. En un proceso de produccion del dispositivo,

el efecto del tiempo de almacenamiento del mismo también debe ser evaluado.

5.5 Conclusiones

Los datos obtenidos por una técnica experimental con un principio de funcionamiento
distinto al de las técnicas electroquimicas discutidas con anterioridad, abrié otra ventana
de observacion y aporto informacion para comprender los fendbmenos de inmovilizacion
de secuencias oligonucleotidicas sobre superficies de Au. En este trabajo de tesis, la
técnica de microbalanza de cristal de cuarzo con disipacion permitié interrogar la
superficie de Au frente a diferentes estrategias de modificacion con secuencias de
oligonucleotidos, explorar la funcionalidad de las mismas frente al reconocimiento
molecular y obtener informacion practica con vistas a una potencial aplicacién en el

desarrollo de sensores aptaméricos.
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Los cambios conformacionales del oligonucle6tido en funciéon del entorno quimico,
como por ejemplo la presencia de [MgQ®¥%]?" pudieron ser detectados, con esta
técnica.

QCM-D tiene también aplicaciones analiticas, pero no se aplico con ese fin en este
trabajo.

La técnica resulta adecuada para detectar los cambios conformacionales del ADN en
presencia de cationes en medio acuoso. Esta interaccion resulta clave en otras
aplicaciones funcionales que se han descripto para los acidos nucleicos de cadena
simple como por ejemplo la actividad enzimatica (DNAzimas).

Para la interpretacion de los resultados obtenidos, se asumio valida la relacion de
Sauerbrey, sin embargo seria de interés emplear el modelo viscoelastico para estudiar el
comportamiento de las secuencias de ADN quimisorbidas dada la posibilidad de estimar

parametros de la capa como el espesor y la viscosidad.

Las mediciones presentadas en este capitulo fueron realizadas con la colaboracion de la
Lic. Ana Sol Peinetti en el laboratorio del Dr. Fernando Battaglini (FCEyN-UBA) a
guien se agradece muy especialmente el acceso al equipamiento y el asesoramiento

brindado en torno a la técnica y sus posibilidades.
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Capitulo 6. Nanoparticulas de oro confinadas modificadas con secuencias oligonucleotidicas

6.1. Introduccion

Los dispostivos basados en nanomateriales han cobrado importancia en los ultimos afios
en el desarrollo tecnologico de sensores con aplicaciones quimicas y bioquimicas
debido a sus interesantes propiedades electronicas, Opticas, quimicas, cataliticas y
electroquimicas. En particular, los nanomateriales porosos obtenidos por anodizado
electroquimico permiten sintetizar estructuras autoordenadas, de geometria controlada,
siendo la alumina (AD3) porosa uno de los ejemplos mas conocidos. Esta técnica
presenta ventajas sobre las técnicas litograficas que son mas costosas y demandan
mayores tiempos de produccién. Las estructuras nanoporosas de aliumina son facilmente
modificables y permiten la interaccibn con polielectrolitos. En general, los
nanomateriales poseen una favorable relacion superficie/volumen que incrementa la
sefial correspondiente a la interaccion analito-superficie. Ademas, el tamafio y la
superficie de los nanoporos permiten un transporte selectivo a nivel molecular
integrando procesos de separacion y deteccion en un solo dispositivo (Santos et al,
2013).

Los nanomateriales basados en éxido de aluminio anodizado encuentran aplicaciones
para el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos de tipo voltamétrico,
amperomérico e impedimétrico, entre otros principios de deteccion (ver 1.3.3). Puesto
gue el 6xido de aluminio es aislante, debe ser modificado con un material conductor.
Para ello se electrodeposita un metal, Au o Pt por ejemplo, el cual esta en contacto con
la base de aluminio del poro a través de una barrera de alimina (Figura 6.1). De este
modo se sintetizan agregados metalicos que contienen entre 2 y 200 atomos de metal

denominados clusters o nanoclusters (Lantiat et al, 2010; Peinetti el al, 2013).

ALO;

Au &
Al ~—=

Figura 6.1 Esquema de un nanoporo d®Amodificado con Au
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En este capitulo se estudia la modificaciébn de nanoparticulas de Au confinadas en una
matriz de alimina con secuencias oligonucleotidicas para la deteccién electroquimica de
moléculas pequefias, empleando como sistema modelo el aptamero desarrollado por
Szostak para el reconocimiento de adenosina/AMP/ATP. Esta parte del trabajo de
investigacion fue desarrollada en colaboracién con la Lic. Ana Sol Peinetti y el Dr.
Fernando Battaglini.

6.2. Breve descripcion del sistema y respuesta electroquimica

El tratamiento de la alimina con$0, como electrolito permite obtener una estructura
nanoporosa (Al/AlO3). La caracterizacion por FE-SEMield emission scanning
electron microscopepermitié determinar el tamafio de poro (11 + 1 nm), la distancia
interporo (35 + 4) nm y la profundidad de los mismos (1000 nm) (Peinetti et al, 2013).
Con el fin de obtener un arreglo de nanoelectrodos (ADVAAUNP) a la estructura
nanoporosa, sumergida en una solucion de K[AuflCN& le aplico una secuencia de
pulsos de electrodeposicion segun se describe en 2.2.3.4.

El analisis por EXAFSedxtended X-ray absorption fine structude las nanoparticulas
formadas en el fondo de los nanoporos, asumiendo una geometria esférica, mostré un
diametro promedio de (2;80,4) nm (Peinetti et al, 2015). La superficie metélica de las
nanoparticulas obtenidas por electrodeposicion esta libre de agentes estabilizantes y por
lo tanto presenta una eficiente respuesta frente a la transferencia de carga y la

modificacion por quimisorcion.

La respuesta electroquimica del arreglo de nanoelectrodos obtenido se evalué por
voltametria ciclica (CV), voltametria de onda cuadrada (SWV) e impedancia (EIS) en
solucion de K[Fe(CN)] segun se detalla también en 2.2.3.4. La Figura 6.2 muestra la
respuesta electroquimica (CV, SWV y EIS) empleang&d{CN)] como sonda redox.

La corriente faradaica obtenida confirmd que dicha sonda puede alcanzar la superficie

de la nanoparticula de Au depositada en el fondo del nanoporo.
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Figura 6.2 Respuesta electroquimica del arreglo de nanoelectrodos@AIBANP) en
K4[Fe(CN)Y] 50 mM / Hepes 50 mM, pH 7,4: a) voltametria ciclica (-0,1 V a 0,4 V, 50 mV/s);
b) voltametria de onda cuadrada ( -0,1 V a 0,5 V); c¢) impedancia (medida al potencial formal de
la cupla redox, E° = 0, 2 ¥s. Ag/AgCI (KCI 3M), frecuencias: 1 Hz — 10 kHz, amplitud 10
mV)
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La separacién entre nanoelectrodos, el radio y la altura del poro son parametros del
material que afectan la respuesta amperémetrica en funcién de la velocidad de barrido.
A bajas velocidades de barrido predomina la difusion radial, el voltagrama adopta una
forma sigmoidea. En cambio a altas velocidades de barrido predomina la difusion lineal,
puesto que la capa difusional es muy delgada y cada nanoelectrodo se comporta
independientemente (Bard y Faulkner, 2000). En este caso, se observo para la
voltametria ciclica un comportamiento mixto de difusion radial y lineal (Figura 6.2 a))
(Peinetti et al, 2013).

El espectro de impedancia del arreglo de nanoelectrodos {8YAUNP) (Figura 6.2
c), presento la forma caracteristica con una zona de control cinético a altas frecuencias
(semicirculo) y una region donde predomina el control por transferencia de masa a bajas

frecuencias tal como se explico en el Capitulo 2 (ver Figura 2.16).

Sin embargo, luego de modificar la superficie de las AuNPs con la secuencia
oligonucleotidica, el grafico de Nyquist cambid significativamente (ver Figura 6.5). El
proceso limitante es el que tiene lugar en la base del nanoporo donde se encuentra la
nanoparticula de Au. A altas frecuencias el gréafico resultd consistente con una cinética
lenta, mientras que a bajas frecuencias es muy acotada la region donde predomina el
control por transferencia de masa. Tal como se expuso en 2.1.1.6, en estas condiciones
es posible despreciar el aporte de la componente de Warh)ifigefite a la resistencia

a la transferencia de cardde. El circuito equivalente empleado entonces para ajustar

los datos medidos es el siguiente (Figura 6.3):

Cy
i
RQ Z — C(Cd th (6 1)
W —— " 1+WC,’R/? '
Rrr
AWy

Figura 6.3 Circuito equivalente para el ajuste de la curva de impedancia, cuando la impedancia
de Warburg es despreciable; Rsistencia de la soluciong Gomponente capacitivayR
resistencia a la transferencia de carga
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Empleando los valores d&;, Zm Yy la ecuacién (6.1), fue posible evaluar el cambio en

la componente capacitiv&{) en funcidén del reconocimiento molecular.

6.3. Quimisorcion de secuencias oligonucleotidicas sobre

nanoparticulas de oro confinadas

La experiencia adquirida con los electrodos de Au de dimensiones milimétrica

discutidos en los capitulos 3 y 4, junto con los resultados obtenidos para las distintas
estrategias de modificacion de la superficie de Au medidos por microbalanza de cristal
de cuarzo con disipacion (capitulo 5), fueron el punto de partida para avanzar en la
modificacion de las AuNPs con una secuencia oligonucleotidica (Figura 6.4). Se

hicieron ensayos en diferentes condiciones de concentracion de oligonucleétido, tiempo
de inmersion, composicion del buffer de incubaciéon y tipo de anclaje, evaluando la

respuesta electroquimica del sistema por SWV y EIS en soluciogjiee(N)].

La inmersion de los nanoelectrodos durante 30 minutos en una mezcla equimolar (1
KUM) de oligonucledétido y mercaptohexano, producto de la reduccion con TCEP en fase
homogénea, resultd efectiva para modificar la superficie de las nanoparticulas (ver
2.2.5.3). Concentraciones menores de oligonucleétido (0,51d\V),tequerian tiempos

de inmersion mayores a 1 hora. El anclaje del oligonucleétido a la superficie de la
AuNP produjo un marcado descenso de la corriente medida por voltametria de onda
cuadrada y un corrimiento de la sefal hacia potenciales mayores (ver Figura 6.5 b).
Ambos efectos se deben al bloqueo parcial que produce sobre la superficie metalica la
quimisorcion del polianion, y a la repulsion electrostatica entre éste y la sonda redox
también de caracter aniénico, lo que conduce a un aumento de la irreversibilidad de la
cupla redox.

Paralelamente, el andlisis por absorcion de rayox X mostré que el cubrimiento de la
superficie de Au con tiol en condiciones de coadsorcion fue aproximadamente 60%.
Ramallo-Lopez y colaboradores (2006) determinaron por las mismas técnicas de
estudio, que la adsorcion de hexanotioles sobre nanoparticulas de Au depende del
tamafno de las mismas. Para clusters de nanoparticulas de 2,4 nm de diametro, dichos
autores obtienen un cubrimiento de 65 %, valor muy préximo al obtenido con el sistema

en estudio en este trabajo. Es interesante mencionar que dicho valor duplica el reportado
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para la adsorcion de alcanotioles sobre Au(111) (Strong y Whitesides, 1988) poniendo
de manifiesto la capacidad de las AuNPs obtenidas frente a la quimisorcién de tioles

como se menciond previamente.

& AuNP ® AuNP/tiol corto « AMP
“— aptamero

Figura 6.4 Representacion de las etapas de modificacion de un nanoporo de alimina. 1:

Coadsorcién del aptamero y MCH. 2: Reconocimiento de AMP

Con fines comparativos se modificaron las AuNPs directamente con el oligonucleétido
disulfuro (-S-S-) en concentracionuM sin reduccion previa, empleando las mismas
condiciones experimentales que en el caso anterior. La voltametria de onda cuadrada
mostro un abrupto descenso de la sefial de la cupla redox (Figura 6.5 b). Este resultado
indicd, por un lado, que el tiempo de incubacién empleado (30 minutos) fue suficiente
para que se produzcan, sobre la superficie de la nanoparticula, la adsorcion del
oligonucledtido y la reduccion del puente disulfuro (-S-S-) (reduccion en fase
heterogénea). Por otro lado, la mayor disminucion de la sefial electroquimica respecto
de la modificacion por coadsorcion descripta previamente, evidencié un mayor blogueo
de la superficie, puesto que en ausencia de un tiol corto, solo se adsorben secuencias
oligonucleotidicas las cuales son mas voluminosas y de caracter polianiénico. Una vez
mas, estos resultados son consistentes con los experimentos realizados por QCM-D
sobre oro bulk, donde se obtuvieron mayores cubrimientos superficiales con secuencias
oligonucleotidicas para la estrategia de anclaje a la superficie de Au via el
oligonuledtido disulfuro que para el caso de coadsorcion (ver 5.2). Dadas las
dimensiones nanométricas del arreglo de nanoelectrodos confinados en el fondo de los
poros, es razonable pensar que la competencia por la superficie resulta mas favorable

para el tiol corto por su menor tamafio que para las hebras de ADN. Es importante
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destacar que la presencia del alcanotiol de cadena corta, minimiza la adsorcién

inespecifica de moléculas de oligonucleétido sobre la nanoparticula.
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Figura 6.5 Respuesta en solucion de [Fe(EN§O mM / Hepes 50 mM pH 7,2 medida por
SWV y EIS para la modificacion de AuNPs: a) coadsorcion aptamero/tiol corto, b) adsorcion de

oligonucleotido disulfuro

6.4 Deteccidon de AMP

Puesto que ambas estrategias de modificacion de las AuNPs resultaron efectivas, se
avanzo en la exploracion de la respuesta electroquimica frente al analito (AMP). Para
ello se incubaron los nanoelectrodos modificados con buffer Tris 50 mM, pH 7,2
durante 15 minutos, se midi6 la respuesta en solucion de [RE{CNego se incubd

con solucion de AMP (500 nM) en el mismo buffer y se volvié a medir. La Figura 6.6
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muestra los espectros de impedancia obtenidos para ambas estrategias de modificacion
empleando la misma concentracion de ADN M). En el caso de la coadsorcion
aptamerol/tiol corto, se incrementd . luego de incubar con buffer (Figura 6.6 b)
sugiriendo que la hebra de ADN adsorbida modifica su conformacion, dificultando la
transferencia de carga de la sonda redox sobre la superficie. Cuando se produce el
reconocimiento de AMP, el cambio es mas drastico aun, consecuencia de una mayor
proporcion de la estructura plegadat€m-loop) frente a la estructura desplegada
(“random coil).

Sin embargo, las nanoparticulas modificadas con el aptamero disulfuro, practicamente
no presentaron cambios en el espectro de impedancia luego de incubar con el buffer. El
mayor impedimento estérico sobre la superficie de la AuNP debido a la adsorcion de
mas hebras de ADN, estaria restringiendo los cambios conformacionales en este entorno
confinado. Consecuentemente, tampoco se observoun cambio muy significativo frente

al reconocimiento del AMP.

Estos ensayos mostraron que al modificar las AUNPs en condiciones de coadsorcion se
obtiene una capa de reconocimiento molecular sensible frente a la deteccién de AMP.
De aqui en adelante para modificar las nanoparticulas se empleé la mezcla equimolar

aptamerol/tiol corto obtenida por reduccion con TCEP.
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Figura 6.6 EIS en Fe(CN)] 50 mM / Hepes 50 mM pH 7,2. a) coadsorcidn aptamero/tiol

corto, b) aptdmero disulfuro
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A diferencia del caso de los electrodos de area geométrica 0,8 fkesantados en el
capitulo 4, las dimensiones nanométricas de la nanoparticula hacen que sea innecesario
el tratamiento posterior con MCH para armar la capa de reconocimiento luego de la
incubacién con la mezcla aptamero/tiol de cadena corta. Se evita un paso en la
construccion de dicha capa, otra ventaja del sistema aqui presentado respecto de las

construcciones sobre electrodos de dimensiones milimétricas.

La etapa siguiente consistié en explorar la respuesta de las nanoparticulas modificadas
en condiciones de coadsorcion frente a distintas concentraciones de AMP. Se evaluo la
diferencia en el valor de la resistencia a la transferencia de carga en presencia y
ausencia de AMPAR: = Ry (Al/Al ;05/AUNP/Apt—AMP) — Ry (Al/Al ;0s/AUNP/Apt)

luego de la incubacion con el buffer, de manera analoga a lo realizado con los
electrodos de area geométrica 0,07F ¢wer 4.3). Cada experimento se realiz6 por
triplicado empleando electrodos independientes. El grafico Nyquist (Figura 6.7) indicé
gue cuanto mayor fue la concentracion de AMP empleada, mayor resulto la resistencia a
la transferencia de carga del sistema. El resultado experimental obtenido, puede
explicarse considerando el cambio conformacional del aptamero frente al
reconocimiento del analito. Tal como se mencion6 en 1.4 y se muestra en la Figura
4.19, la presencia de AMP favorece la estructura plegada (“stem-loop”) frente a la
forma desplegada (“random coil”) del aptamero. Este cambio conformacional duplica el
radio promedio del aptdmero pasando de 1 a 2 nm aproximadamente, segun los célculos
tedricos reportados a partir de la estructura obtenida por RMN en solucion para el
sistema aptamero-AMP (ver Figura 6.9). En consecuencia, se ve dificultado el acceso de
la sonda redox a la nanoparticula lo cual se traduce en un aumento de la respuesta
capacitiva del sistema.

Desde el punto de vista analitico, es interesante comparar la sensibilidad del sistema
Al/Al ,O3/AuNP/Apt con respecto a los electrodos descartables. Para una concentracion
500 nM de AMP el arreglo de nanoelectrodos mostré una sensibilidad QénbB
mientras que el valor obtenido con los electrodos descartables fue tan Qaiiv 1

segun se discutié en 4.3.

El limite de cuantificacion obtenido para la deteccion de AMP en las condiciones de
trabajo, fue 10 nM valor comparable con datos de bibliografia (ver por ejemplo, Willner

y Zayats, 2007).

164



Capitulo 6. Nanoparticulas de oro confinadas modificadas con secuencias oligonucleotidicas

% 500 nM
> o o 300 nM
20 > RN 4100 nM
4 > o 25nM
<o > < 10nM
15 g > A OnM
B >
> al mom g
g g e ! e m '
m a >
~_ m AA m >
N 10 | i o AAA AAA o
> A Aa
A A
> m ) Aaa
Ny «,‘l""/"”\l/"’tl.
5t %f“%“‘« >0
AMP creciente
0
1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60
Z 1k
45 -
40 }
35 -
_%‘ 30 ®
- ]
4+ 25
O]
o ]
<1 204 §
15 -
} ()
04 ¢
5 T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Camp / NM

Figura 6.7 Grafico Nyquist en funcion de la concentracion de AMP (sup.); efecto de la
concentracion de AMP en la.Rara el electrodo modificado en condiciones de coadsorcion
AR = R (Al/Al ;O4/AUNP/Apt—AMP) — Ry (Al/Al ;,05/AuNP/Apt) (inf.)

Para estudiar la selectividad del sistema, se realizaron los siguientes experimentos
control. Se evalud la respuesta por EIS de las nanoparticulas modificadas con el
aptamero frente a AMP (500 nM) y a guanosina G (1000 nM), cuyas estructuras se
muestran en la Figura 6.8. EI cambio en la resistencia a la transferencia ddRgarga (
permitidé distinguir entre ambas moléculas. El aptdmero desarrollado por Huizenga y
Szostak (Huizenga y Szostak, 1995) posee el mismo vaky: gara ATP, ADP, AMP

y adenosina, debido a que el reconocimiento molecular involucra interacciones con los

165



Capitulo 6. Nanoparticulas de oro confinadas modificadas con secuencias oligonucleotidicas

grupos funcionales de la base nitrogenada y el azlcar pero no con los grupos fosfato
(Lin y Patel, 1997). La Figura 6.8 muestra las interacciones entre las bases del aptdmero
y las dos moléculas de AMR(y Ay):
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Figura 6.8 Estructura secundaria del conplejo AMP-aptdmero determinada por RMN en

solucion

En la estructura secundaria del complejo AMP-aptamero, determinada por RMN en
solucion, se observa una zona de interacciones tipo Watson-Giickpdres de
“mismatchs” GG (interacciones de tipo Hoogsteen reversa)*¥A @ dos sitios de
reconocimiento GAMP no equivalentes y A;) (ver 1.2).

Los dos sitios de union de AMP, que se ubican en la gruta menor de la hélice de ADN,
se extienden sobre un segmento de seis “mismatchs” de bases conteniendo residuos de
guaninas y adeninas adoptando un angulo de torsion glicoaittichas moléculas de

AMP se intercalan entre las bases purinicas y se aparean a través de sus extremos de
Watson-Crick con los extremos de los residuos de guanina de la gruta menor. La hélice
esta desenrollada en los sitios de unidén del AMP [(G5{G@)L-G22-A23) y (G18-
G19)»(G8-G9-A10)] e inclinada hacia la gruta mayor centrada sobre las moléculas de
AMP unidas.

Se observa el apilamiento entrecruzadord$s-strand stacking”) entre bases de
distintas hebras en pares de “mismatch” adyacentes (entre G9 y G18 y entre AMPI y
A10) (Figura 6.9).
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Figura 6.9 Geometria del segmento (G8-G9-A1®18-G19-A20) mas el AMRinido.

Ademas, los residuos G19 y A20 son aproximadamente coplanares, como también lo
son los residuos G6 y G7, resultando en la formacion de dos plataformas de tres bases
mutuamente apiladas (G8¢G19)-A20 y (G@B)-G7. Esta arquitectura Unica de
plataforma de tres bases esta asociada con una gruta menor rectangular expandida que
funciona como bolsillo de unién capaz de acomodar 2 moléculas de AMP adyacentes.
También contribuye al desplazamiento de aproximadamente 0,4 nm en el eje de la

hélice, que esta centrada entre dichas plataformas adyacentes.

Si en lugar de la base purinica adenina se usa guanosina, de estructura quimica similar
(ver Figura 6.9), el cambio conformacional asociado al evento de reconocimiento que
favorece la estructura plegada sobre la forrmadom coil no ocurre, en consecuencia

el [Fe(CN)]* puede alcanzar la superficie y se produce la transferencia de carga (Tabla
6.1).
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Figura 6.10 Estructura quimica y representacion 3D de adenosinmonofosfato (AMP) (izq.) y

guanosina (G) (der.)

En otro experimento control, se modificaron las AuNPs con una secuencia
oligonucleotidica tiolada que contiene los mismos nucleétidos que el aptamero que
reconoce AMP pero ordenados al azar (scramble). Dicha secuencia fue empleada en el
estudio de quimisorcién y el efecto del cation [Mg0h]>* por QCM-D (ver capitulo

5). La exposicion a AMP (500 nM) no mostré un cambio significativo df.laecho

que se explica por la ausencia de reconocimiento molecular (Tabla 6.1).

Este resultado indica que el aumento eRla&sta asociado especificamente al cambio
conformacional que experimenta el aptdmero en presencia de su analito. Al favorecer la
estructura plegada gtem-loop”) de mayor diametro (2 nm) (ver dimensiones en la
Figura 6.11) que la forma desplegadeafdom coil) (1 nm) se produce un mayor
blogueo de la nanoparticula de Au. A diferencia de lo que ocurre cuando se emplean
electrodos de Au de dimensiones milimétricas, el cambio conformacional es detectado

de manera directa con un sistema de dimensiones nanométricas.

Secuencia Analito [Analito] / M ARtc / kQ
Aptdmero AMP 500 392
Aptamero G 1.000 4+1
Scramble AMP 500 2+1

Tabla 6.1. Experimentos de selectividad del sistema AAAUNP/Apt
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‘4.121 nm

.
e,

1.798 nm

Figura 6.11 Representacion del aptamero plegado y reconocimiento de AMP
(se indican las dimensiones calculadas con JSmol para una de las 7 estructuras determinadas por
RMN en solucion ) DOI:10.2210/pdblaw4/pdb

6.5 Deteccion de la hebra complementaria

Dado el interés que poseen las estructuras doble cadena en el campo de los biosensores,
con fines exploratorios y pensando en futuras aplicaciones analiticas, se hicieron
ensayos de hibridizacién en el sistema AGAAUNP/Apt. La mayor constante de
afinidad que posee el aptamero por su hebra complementaria respecto del AMP (ver
Tabla 5.4) y la diferencia estructural entre una molécula organica pequefia y una hebra
de ADN de igual cantidad de nucleétidos que el aptamero, permiten suponer que podria
bajarse mas aun el limite de deteccion frente al reconocimiento de la hebra

complementaria.

Usando las mismas condiciones de ensayo que para la deteccion de AMP descriptas

previamente, para una concentracion 5 nM de la hebra complementaria, no se observo

un cambio significativo eR respecto de la incubacion con el buffer (Tris 50 mM, pH

7,2). Sin embargo cuando se repitié el ensayo incubando un tiempo mayor, 30 minutos

en lugar de 15 minutos, se obtuvo una sefal distinguible respecto del buffer (ver Figura
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6.10), obteniendo un valor diR = (39+ 4) kQ (n = 2). Este resultado mostré que fue
posible la deteccién de la hebra complementaria en las condiciones del ensayo.

Es interesante sefialar que el valor 4. para la hebra complementaria en
concentracion 5 nM es muy similar al obtenido para una concentracion de AMP dos
ordenes de magnitud mayor (500 nM) (ver Tabla 6.1 y Figura 6.7).

Si bien los experimentos de hibridizacion realizados por QCM-D mostraron un
reconocimiento casi inmediato del aptdmero inmovilizado frente a la hebra
complementaria, es razonable pensar que en un sistema confinado la difusion de la
hebra de ADN desde la solucidon hacia la nanoparticula de Au ubicada en el fondo del
nanoporo requiera un tiempo mayor. En concordancia con este resultado, cabe sefalar
que cuando se emplearon concentraciones de aptamero menores Wuepara

modificar las AUNPs se requerian tiempos de incubacion mayores a 30 minutos

= Au

= Au/Apt = Au
16 Au/ Apt/B 164 = AU/ Apt
= Au/ Apt/B/HC 5nM 30min Aul Apt/ B )
144 L. 144 = Au/Apt/B/HC 5nM 15 min
12 L ot 12
g 104 . . 10
- X
N 84 = 8
N
6 6
4] 4
2 o o ..
; = e
0 ..

Zr | KQ

Figura 6.10. Efecto del tiempo de incubacién para el ensayo de reconocimiento de la hebra
complementaria (5 nM). EIS enlIke(CN)Y] 50 mM / Hepes 50 mM, pH 7,2: 30 minutos (izq.),

15 minutos (der.)

Otro aspecto a sefalar es que habitualmente el buffer para hibridizacion contiene una
fuerza ionica elevada (NaCl 150 mM, MgQ@l0 mM), en este caso se uso6 solo buffer
Tris 50 mM, pH 7,2.
A futuro serfa de interés estudiar mas detalladamente el efecto del.[Wgffdada la
relevancia que posee en los cambios conformacionales del aptamero y la frecuencia con
gue se emplea en los buffers que muestran aplicaciones de aptameros para el desarrollo
de sensores.
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6.6 Conclusiones

Las nanoparticulas de Au obtenidas por electrodeposicion mostraron buena capacidad
frente a la modificacibn quimica con hebras de ADN simple cadena tioladas. La
metodologia para lograr dicha modificacion es rapida y sencilla. Luego de la reduccion
en fase homogénea del enlace disulfuro, la coadsorcion del aptdmero y el tiol corto
resultante se realiza en un solo paso. Dadas las dimensiones nanométricas del arreglo de
electrodos, el armado de la capa de reconocimiento molecular no requiere un
tratamiento adicional con alcanotioles de cadena corta, como se describe a menudo en
bibliografia, para evitar las interacciones inespecificas con la superficie de Au. La
estrategia “label free” es aplicable lo que evita la modificacién quimica de la hebra de
ADN para introducir un marcador electroactivo por ejemplo.

Los cambios conformacionales experimentados por el aptamero frente a su analito
pueden ser detectados de manera directa dado que todo el sistema esta en la misma
escala.

El arreglo de nanoporos con nanoparticulas de Au modificadas con el aptamero, resulta
sensible a la presencia de AMP en el rango de concentracién nM, la deteccion es directa
y rapida a partir de la sonda redox en solucién. La respuesta es selectiva y permite
discriminar entre moléculas de estructura quimica muy similar como son AMP y
guanosina.

La intensidad de las sefiales medidas electroquimicamente es claramente distinguible
del blanco correspondiente. La reproducibilidad tanto en la obtencion y modificacion
del arreglo de nanoelectrodo, como en las medidas frente al reconocimiento del analito
resulta adecuada.

La deteccién electroquimica puede realizarse empleando impedancia (EIS), técnica que
no requiere equipamiento de alto costo, ni largos tiempos de medicion o andlisis de

datos. Este aspecto es de interés pensando en futuras aplicaciones analiticas.

Los resultados obtenidos con este sistema sugieren una gran potencialidad del mismo
frente a futuras aplicaciones analiticas. Los ensayos de hibridizacion realizados indican
que podria ser menor aun la concentracion de la hebra complementaria a detectar. Este
aspecto resulta de interés por su vinculacion directa con el campo de aplicacion de los

genosensores.
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Otro aspecto, relacionado con las dimensiones nanométricas del sistema, que resulta
interesante explorar es la posibilidad de hacer una seleccién por tamafio de especies que
pueden o0 no ingresar al nanoporo tal como se menciona en la Introduccion. A partir de
ensayos realizados en solucién se observo que la exposicion del aptamero a un medio
con nucleasas produce degradacion del ADN en un tiempo de 30 minutos
aproximadamente. Concretamente podria explorarse la deteccion de AMP en presencia
de nucleasas las cuales por su mayor tamafio tendrian dificultad para ingresar al

nanoporo y degradar ADN.

Los resultados presentados en este capitulo son el producto de un trabajo en
colaboracién con la Lic. Ana Sol Peinetti y el Dr. Fernando Battaglini (FCEyN-UBA).
Los estudios de caracterizacion del sistema (dimensiones y cubrimiento superficial)
fueron realizados por el Dr. Félix Requiero (INIFTA, UNLP). A todos ellos se les
agradece muy especialmente la dedicacion, entusiasmo e interés puesto en esta

colaboracion.
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En la Introduccién se enuncié a modo de desafio, una pregunta que resumia el objetivo
general de este trabajges posible para el caso de moléculas pequefias, transformar el
cambio conformacional promovido por el evento de reconocimiento entre un aptamero
inmovilizado a una superficie de oro y su analito, en una sefial electroquimica
cuantificable en términos analiticos? Desde una perspectiva experimental, la misma fue
desglosada en una secuencia de interrogaciones mas puntuales y acotadas, cuyas

respuestas permitieron el avance hacia la comprensién del problema en estudio.

El primer interrogante se centré en torno a la modificacion de superficies de oro con
secuencias de oligonucledtidos tiolados y su deteccién electroquimica. Como punto de
partida, se disefié una molécula sencilla con un grupo tiol para permitir la interaccién S-
Au, y un grupo ferroceno como marcador electroactivo para explorar las técnicas de
deteccion. A continuacion, se estudido la modificacion de superficies de Au con
secuencias de oligonucledtidos, con vistas al armado de la capa de reconocimiento
molecular de un biosensor. Se exploraron distintas superficies de Au como sustrato y se
evaluo la conveniencia de disponer de electrodos descartables, faciles de obtener y

caracterizar.

¢ Qué técnicas electroquimicas resultan mas convenientes para evaluar las
modificaciones de la superficie de Au? Se selecciond la espectroscopia de impedancia
faradaica como herramienta de respuesta rapida para evidenciar la modificacion de la
superficie metalica con el aptdmero. Una ventaja interesante de la misma en términos
del armado de un sensor, es la posibilidad disefar estrategia del tipo “label free” para
detectar la sefial de una sonda redox en solucion. Las mismas resultan convenientes
pues no rquieren de la modificacion quimica de la hebra de ADN para introducir un
marcador electroactivo. Empleando electrodos descartables, fue posible también
detectar el evento de reconocimiento aptamero-analito, luego del tratamiento con un tiol
corto para “tapizar” la superficie libre de Au. Sin embargo la sensibilidad obtenida en

las condiciones de trabajo plantea una limitacion para futuras aplicaciones.

Los experimentos realizados con microbalanza de cristal cuarzo con disipacion,
aportaron informacion complementaria sobre distintas estrategias de quimisorcién de
aptameros tiolados a superficies de oro. Los valores de cubrimiento superficial

resultaron en el mismo orden de magnitud que los obtenidos por mediciones
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electroquimicas. Ademas, permitieron corroborar que el porcentaje de la superficie de

Au que se encuentra modificado por el aptamero no supera el 5% del total del area

expuesta.

La técnica también resulté adecuada para explorar algunos aspectos mas operativos
como el efecto de los cationes divalentes presentes en los buffers para el armado de
sensores, 0 la rehidratacion de la capa de reconocimiento. Sin embargo la técnica
mostré limitaciones para la deteccion sensible del evento de reconocimiento aptamero-

analito en las condiciones experimentales exploradas.

Finalmente, toda la experiencia adquirida previamente confluyé en la posibilidad de
evaluar mediante el disefio de un sistema de dimensiones nanométricas, el evento
reconocimiento del aptamero frente a su analito, cuando el mismo implica una molécula
pequeiia. El arreglo de nanoelectrodos permitié detectar el reconocimiento de AMP por
parte de su aptdmero. Las dimensiones de dicho arreglo de nanoelectrodos se
encuentran en la misma escala que el cambio conformacional que se produce cuando el
aptamero reconoce al analito. De este modo no fue necesario introducir complejas
construcciones supramoleculares para amplificar el evento de reconocimiento, ni
intervenir la superficie recubriendola con tioles de cadena corta para minimizar la sefal
de fondo. Nuevamente la espectroscospia de impedancia faradaica, mas precisamente, el
cambio en la resistencia a la transferencia de carga de una sonda redox en solucion,
antes y después del evento de reconocimiento permitié cuantificar de manera selectiva
al analito en concentracion submicromolar.

El aptamero confinado en el fondo de un nanoporo también evidencio respuesta por la
misma técnica, frente a su hebra complementaria (hibridizacién), para una
concentracion aun menor que la alcanzada con el AMP, a modo de prueba de concepto
para una potencial aplicacién hacia genosensores.

La selectividad por tamafio del nanoporo resultdé otro aspecto interesante del sistema de
dimensiones nanométricas, pues permitiria avanzar hacia la deteccion de un analito sin
la necesidad de introducir etapas previas de purificacion, preservando la integridad de la
capa de reconocimiento frente a la degradacion por nucleasas por ejemplo, minimizando

desde el punto de vista analitico el efecto de la matriz.
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