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Glossrio

Simbolos

AR Se emplea para denotar el cambio en la resistencia de transferencia de carga [Q]

Ret Se emplea para denotar la resistencia de transferencia de carga [Q]
Rs Se emplea para denotar la resistencia de solucion [Q]

C Se emplea para denotar la concentracién del analito [ng/mL]

A Se emplea para denotar el 4rea electroactiva del electrodo [cm?]

ip Se emplea para denotar la corriente pico anodica [A]

v Se emplea para denotar la velocidad de barrido [V/s]

AE, Se emplea para denotar la separacion entre potenciales pico [mV]
R? Se emplea para denotar el coeficiente de determinacion

o Se emplea para denotar la desviacion estdndar

Acronimos y Abreviaturas

DENV  Dengue Virus

NS1 Non-Structural Protein 1

LIG Laser-Induced Graphene

EIS Electrochemical Impedance Spectroscopy
cv Cyclic Voltammetry

DPV Differential Pulse Voltammetry

PBS Phosphate Buffered Saline

BSA4 Bovine Serum Albumin

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) Carbodiimide
NHS N-Hydroxysuccinimide

CPE Constant Phase Element

LOD Limit of Detection

LOQ Limit of Quantification

Términos

Biosensor Dispositivo analitico que combina un elemento de reconocimiento bioldgico con un
transductor capaz de generar una sefial medible.

Inmunosensor Tipo de biosensor basado en la interaccion especifica entre un antigeno y un an-
ticuerpo.

Grafeno inducido por laser Material carbonoso obtenido mediante irradiacion laser sobre poli-
meros, caracterizado por su alta conductividad y elevada area superficial.
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Area electroactiva Superficie real del electrodo disponible para participar en procesos de trans-
ferencia electronica.

Funcionalizacion superficial Modificacion quimica de una superficie para permitir la inmovili-
zacion estable de biomoléculas.

Saliva artificial Matriz sintética disefiada para simular la composicion fisicoquimica de la saliva
humana bajo condiciones controladas.

Recovery Parametro analitico que expresa el porcentaje de recuperacion entre la concentracion
medida y la concentracion nominal.



Resumen

El dengue constituye un importante problema de salud publica debido a su alta incidencia
y a la necesidad de métodos de diagndstico temprano accesibles y rapidos. En este trabajo se
desarrolld un biosensor electroquimico basado en grafeno inducido por laser para la deteccion de
la proteina NS1 del virus del dengue serotipo 2 utilizando saliva artificial como matriz de analisis.
El sistema fue fabricado mediante electrodos de grafeno inducido por laser funcionalizados con un
anticuerpo monoclonal recombinante anti-NS1. La caracterizacion estructural realizada mediante
espectroscopia Raman confirmé la formaciéon de una estructura grafitica multicapa con defectos
moderados, adecuada para aplicaciones electroquimicas. Posteriormente, la respuesta del biosensor
fue evaluada mediante espectroscopia de impedancia electroquimica utilizando ferri/ferrocianuro
como sistema redox.

Los resultados mostraron una respuesta lineal en el rango de 1 a 200 ng/mL de proteina NSI,
con un coeficiente de determinacion de 0.9866, un limite de deteccion de 5.511 ng/mL y un limite
de cuantificacion de 18.370 ng/mL. Asimismo, los ensayos de reactividad cruzada frente a protei-
nas heterdlogas asociadas a otras enfermedades virales evidenciaron baja interferencia dentro del
conjunto limitado de interferentes evaluados. Finalmente, la prueba de concepto realizada en saliva
artificial fortificada mostrd porcentajes de recuperacion dentro del rango aceptable (80—120 %) en
10 de los 12 sensores evaluados, demostrando la factibilidad del sistema como una prueba de con-
cepto electroquimica para la detecciéon de NS1 en matrices simuladas. No obstante, seran necesarios
estudios adicionales orientados a la selectividad con respecto a flavivirus, a la validacién en matrices
bioldgicas reales y posteriormente en muestras clinicas para determinar su desempefio diagnostico.

Palabras clave: dengue, proteina NS1, biosensor electroquimico, inmunosensor, grafeno induci-
do por laser, espectroscopia de impedancia electroquimica, saliva artificial, diagnostico no invasivo






Abstrsct

Dengue represents a major public health problem due to its high incidence and the need for
accessible and rapid early diagnostic methods. In this work, an electrochemical biosensor based on
laser-induced graphene was developed for the detection of the NS1 protein of dengue virus serotype 2,
using artificial saliva as the analysis matrix. The system was fabricated using laser-induced graphene
electrodes functionalized with a recombinant monoclonal anti-NS1 antibody. Structural characteri-
zation performed by Raman spectroscopy confirmed the formation of a multilayer graphitic structure
with moderate defects, suitable for electrochemical applications. Subsequently, the biosensor respon-
se was evaluated using electrochemical impedance spectroscopy, employing ferri/ferrocyanide as a
redox probe system.

The results showed a linear response in the range of 1 to 200 ng/mL of NS1 protein, with a coeffi-
cient of determination of 0.9866, a limit of detection of 5.511 ng/mL, and a limit of quantification of
18.370 ng/mL. Likewise, cross-reactivity assays against heterologous proteins associated with other
viral diseases showed low interference within the limited set of evaluated interferents. Finally, the
proof-of-concept test performed in spiked artificial saliva showed recovery percentages within the
acceptable range (80—120 %) in 10 of the 12 evaluated sensors, demonstrating the feasibility of the
system as an electrochemical proof of concept for NS1 detection in simulated matrices. However,
further studies focused on validation in real biological matrices and subsequently in clinical samples
will be necessary to determine its diagnostic performance.

Keywords: dengue, NS1 protein, electrochemical biosensor, immunosensor, laser-induced graphe-
ne, electrochemical impedance spectroscopy, artificial saliva, non-invasive diagnosis.
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CariTulo 1

Introduccion

El dengue se ha consolidado como un problema de salud publica en regiones tropicales y subtro-
picales, especialmente en paises como Colombia, donde se presentan brotes recurrentes y circulacion
endémica del virus [1]. La deteccion temprana de la enfermedad es fundamental para reducir compli-
caciones clinicas y fortalecer las estrategias de vigilancia epidemioldgica; sin embargo, los métodos
diagnodsticos convencionales dependen principalmente de muestras de sangre o suero y de infraestruc-
tura de laboratorio especializada, lo que limita su implementacion en zonas rurales o con recursos
restringidos [2].

Durante las primeras etapas de la infeccion, el virus libera la proteina no estructural 1 (NS1), un
biomarcador ampliamente utilizado para el diagndstico temprano del dengue debido a que puede de-
tectarse antes de la aparicion de anticuerpos [3]. Aunque la mayoria de pruebas comerciales emplean
muestras de sangre, diversos estudios han reportado la presencia de NS1 en saliva, evidenciando el
potencial de esta matriz bioldégica como alternativa no invasiva para aplicaciones diagnosticas [4, 5].
No obstante, la deteccion de NS1 en saliva representa un reto debido a las bajas concentraciones
del biomarcador en esta matriz bioldgica, por lo que los sensores electroquimicos basados en ma-
teriales avanzados han demostrado potencial para el desarrollo de sistemas diagnosticos sensibles
y portatiles [4]. En particular, el grafeno inducido por laser (LIG) presenta propiedades favorables
para aplicaciones electroquimicas debido a su alta conductividad, area superficial y facilidad de
funcionalizacién [6, 7].

En este contexto, el presente trabajo propone el desarrollo de un biosensor electroquimico ba-
sado en electrodos de grafeno inducido por laser para la deteccion de la proteina NS1 del virus del
dengue en saliva artificial fortificada. El sistema emplea un mecanismo de reconocimiento inmuno-
légico basado en la interaccidon especifica antigeno—anticuerpo, por lo que, desde el punto de vista
funcional, corresponde a un inmunosensor, entendido como una subcategoria de biosensores que
utiliza biomoléculas de reconocimiento para la deteccion selectiva de analitos objetivo [8]. El siste-
ma fue evaluado mediante pruebas analiticas con proteina recombinante, considerando parametros
como sensibilidad, selectividad, limite de deteccidon y limite de cuantificacion, como aproximacion
preliminar para el desarrollo de futuras plataformas diagnésticas no invasivas para dengue.






Caritulo 2

Plsntesmiento del Problems

2.1. Planteamiento del problema

El dengue es una enfermedad viral transmitida principalmente por la picadura del mosquito Ae-
des aegypti. Aunque muchas personas pueden presentar sintomas leves o incluso no manifestarlos, la
infeccion puede desencadenar desde fiebre alta y dolores musculares hasta complicaciones mas serias
que afectan organos vitales. Esta enfermedad tiende a seguir un patrén estacional relacionado con
las condiciones climaticas, presentandose en momentos del afio con mayor temperatura y lluvias, lo
que favorece la proliferacion del mosquito transmisor. Entender estas caracteristicas es fundamental
para mejorar las estrategias de prevencion y control en las comunidades afectadas [9].

A lo largo del curso del dengue, los pacientes atraviesan diferentes etapas, desde la fase inicial
con fiebre y malestar general, hasta momentos criticos en los que puede haber problemas serios
como pérdida de liquidos o hemorragias. La evolucion clinica puede variar mucho entre individuos,
y la deteccion temprana de signos que indiquen un posible empeoramiento es clave para evitar
complicaciones graves [9]. Actualmente, el diagnostico de dengue agudo se realiza principalmente
mediante pruebas de laboratorio que detectan el virus o sus componentes (como la proteina no
estructural 1, NS1, mediante ELISA) o la respuesta inmunolégica del paciente (anticuerpos IgM)
a través de pruebas que amplifican el acido nucleico viral (NAAT). Es importante destacar que
estos métodos diagndsticos requieren la obtencién de muestras de sangre, lo que los convierte en
procedimientos invasivos [3]. Por ende, tener herramientas que ayuden a detectar el virus de manera
répida y facil puede ser una gran ventaja para los sistemas de salud y los pacientes. Esto es cierto si
estas se basan en marcadores bioldgicos como la proteina NS1 encontrada en saliva, ofreciendo asi
un camino accesible y simple para el diagnostico. Asi, esta investigacion se centra en el desarrollo y
evaluacion analitica de un biosensor basado en un anticuerpo monoclonal, anclado sobre el electrodo
de trabajo de un sensor electroquimico fabricado en grafeno inducido por laser, orientado a la
deteccion electroquimica de la proteina NS1 del virus del dengue en matriz de saliva artificial, como
prueba de concepto para futuras aplicaciones de diagnostico no invasivo.

El dengue constituye un apremiante problema de salud ptiblica en Colombia, como lo revela la
situacion epidemiologica reciente, con un acumulado de 35 405 casos y una preocupante proporcion
de casos que evolucionan a dengue con signos de alarma o grave, concentrados significativamente en
regiones como Meta, Cesar, Santander y la region Caribe. La persistencia de esta elevada carga de
morbilidad se ve exacerbada por una compleja interaccion de factores socioecondémicos, ambientales
y la extensa distribucion del vector Aedes aegypti en el territorio nacional, asi como por la circulacion
de diferentes serotipos virales, entre los cuales el DENV-2 ha sido reportado como uno de los de
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mayor relevancia epidemioldgica y clinica. Esta situacion incrementa el riesgo de brotes y de formas
graves la enfermedad [1, 10].

Actualmente, el diagnostico de dengue agudo se basa en pruebas de laboratorio que requieren
muestras sanguineas para la deteccion directa de componentes virales (proteina NS1 mediante ELI-
SA o ARN viral por RT-PCR) o indirectamente la respuesta inmune (anticuerpos IgM). Si bien
esenciales, estas metodologias presentan limitaciones significativas. Las pruebas seroldgicas, aunque
accesibles, tienen una ventana diagnostica tardia (4-6 dias) y no distinguen serotipos. Las pruebas
moleculares como la RT-PCR son mas sensibles y especificas en etapas tempranas y tipifican el
virus, pero su alto costo y requerimiento de equipos especializados y personal capacitado limitan su
uso, especialmente en areas con recursos escasos [11]. Estas desventajas de los métodos convencio-
nales logran evidenciar la necesidad de desarrollar nuevas estrategias diagnosticas, por lo que, esta
investigacion plantea la siguiente pregunta problema:

2.1.1. Formulacion

(Como se puede desarrollar un biosensor basado en anticuerpos monoclonales, anclados sobre
el electrodo de trabajo de un sensor electroquimico fabricado en grafeno inducido por laser, para
la deteccion de la proteina NS1 del virus del dengue mediante muestras de saliva artificial, como
prueba de concepto para futuras aplicaciones de deteccion no invasiva?

2.1.2. Sistematizacion

= ;Cuales son las caracteristicas estructurales, inmunolédgicas y diagnosticas mas relevantes del
virus del dengue, particularmente de la proteina NS1, que justifican su uso como biomarcador
en un sensor salival?

= ;Qué anticuerpo monoclonal anti-NS1 disponible comercialmente ofrece mejores propiedades
de afinidad, especificidad y estabilidad para ser inmovilizado sobre un electrodo de trabajo de
un sensor electroquimico fabricado de grafeno inducido por laser?

= ;Qué métodos de funcionalizacidn y disefio electroquimico permiten construir una plataforma
estable y reproducible para la inmovilizacion del anticuerpo anti-NS1 sobre un electrodo de
trabajo de un sensor electroquimico fabricado de grafeno inducido por laser?

= ;Qué nivel de sensibilidad y selectividad presenta el sensor desarrollado al detectar NS1 en
muestras de saliva artificial, y como se compara frente a métodos de diagnoéstico actuales?
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Tustificscion

3.1. Justificacion

El dengue contintia siendo un problema de salud publica en Colombia, con comportamiento
endémico y brotes recurrentes. Segun datos de Sivigila, a la semana epidemiologica 16 de 2026 se
han notificado 35 405 casos, de los cuales el 39,0 % presentan signos de alarma y el 1,1 % corresponden
a dengue grave. La mayoria de los casos se concentra en regiones como Meta, Cesar, Santander y
la region Caribe, evidenciando una distribucion focalizada en zonas endémicas. En este contexto,
estudios recientes han reportado que el serotipo DENV-2 es uno de los mas prevalentes y con
mayor circulacion en el pais, particularmente asociado a dinamicas de transmision sostenida y
brotes recientes [1, 10].

Frente a esta situacion, la deteccion temprana de la infeccion es fundamental para reducir com-
plicaciones clinicas, optimizar la atencion médica y contener la transmision del virus. No obstante,
las pruebas diagndsticas actuales se basan en su mayoria en muestras de suero, cuya recoleccion
implica procedimientos invasivos, infraestructura clinica y personal entrenado, lo que limita su apli-
cacion en zonas rurales, comunidades vulnerables o en situaciones de emergencia. La Organizacion
Mundial de la Salud ha sefialado que, si bien el diagnostico puede involucrar la deteccion de virus,
ARN, antigenos o anticuerpos, la obtencién de muestras de suero o plasma en contextos con recursos
limitados representa una barrera importante para la confirmacion oportuna de la enfermedad [2].

En este contexto, la saliva ha emergido como una muestra no invasiva viable para el diagnostico
del dengue. Estudios han demostrado que tanto el ARN viral como el antigeno NS1 del virus
pueden ser detectados en saliva mediante métodos ya existentes, lo cual sugiere que esta muestra
puede complementar e incluso mostrar aproximacion a fluidos corporales. Ademas, su facilidad
de recoleccion y transporte permite su uso en entornos de dificil acceso, asi como en poblaciones
pediatricas o con restricciones clinicas [5].

Por todo lo anterior, se hace evidente la necesidad de avanzar en el desarrollo de herramientas
diagnosticas alternativas que permitan la deteccion del antigeno NS1 del virus del dengue mediante
muestras no invasivas. En este contexto, el presente trabajo propone y evaliia un biosensor elec-
troquimico basado en grafeno inducido por laser y espectroscopia de impedancia electroquimica
para la deteccion inmunologica de NS1 en saliva. Los resultados obtenidos buscan aportar eviden-
cia preliminar sobre la viabilidad analitica de este enfoque como prueba de concepto para futuras
aplicaciones en diagnostico temprano y monitoreo epidemiologico.






CariTulo 4

Objetivos

4.1. Objetivo General

Desarrollar un biosensor electroquimico para la deteccion del antigeno NS1 del virus del dengue
en muestras de saliva artificial mediante la seleccion del anticuerpo especifico, la fabricacion de un
sensor electroquimico con electrodos de grafeno inducido por laser y la realizacion de pruebas ana-
liticas con muestras recombinantes, evaluado a través de la determinacion de parametros analiticos
como sensibilidad, selectividad, limite de deteccion y de cuantificacion.

4.2. Objetivos Especificos

1. Analizar la estructura y caracteristicas del virus del dengue, bajo revision bibliografica exhaus-
tiva, utilizando bases de datos cientificas y literatura especializada, con el propdsito de justi-
ficar la eleccion del antigeno NS1 como target (objetivo) diagnostico.

2. Seleccionar el anticuerpo especifico anti-NS1, bajo evaluacion comparativa de anticuerpos
comerciales, utilizando fichas técnicas, reportes de afinidad y especificidad, con el proposito
de identificar el mas adecuado para la inmovilizacion en el sensor.

3. Disenar el sensor electroquimico, bajo condiciones de laboratorio controladas, utilizando téc-
nicas de funcionalizacion de superficies e inmovilizacion de anticuerpos, con el proposito de
obtener una plataforma estable y reproducible para la deteccion del antigeno NSI.

4. Evaluar el desempefio analitico del sensor, mediante pruebas con proteina NS1 recombinante
en buffer de PBS y en muestra de saliva artificial, utilizando analisis estadisticos y curvas de
calibracion, con el propoésito de determinar la sensibilidad y especificidad del dispositivo.






Caritulo 5

Msrco de Referencis

5.1. Areas Tematicas

= Bioengineering - Biomedical engineering - Biosensors - Electrochemical biosensors

= Components, circuits, devices and systems - Sensors - Chemical and biological sensors - Im-
munosensors

= Engineering profession - Nanotechnology - Nanomaterials - Graphene-based materials
= Engineering profession - Nanotechnology - Nanofabrication - Laser-based fabrication

= Components, circuits, devices and systems - Instrumentation - Measurement techniques -
Electrochemical impedance spectroscopy

= Engineering profession - Engineering in medicine and biology - Biomedical sensing - Infectious
disease biomarkers

5.2. Marco Tedrico

5.2.1. Virus del dengue

El virus del dengue (DENV) pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. Es un virus
de ARN monocatenario de sentido positivo, con un genoma de aproximadamente 11 kb que codifica
una poliproteina procesada en tres proteinas estructurales (C, prM/M y E) y siete no estructurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) [12]. DENV se clasifica en cuatro serotipos distintos
(DENV-1 al DENV-4), y la infeccion por uno de ellos no confiere inmunidad cruzada completa
frente a los otros, lo que puede llevar a infecciones secundarias mas severas[ 12].

5.2.2. Serotipos del virus del dengue y conservacion antigénica

El virus del dengue se clasifica en cuatro serotipos antigénicamente distintos: DENV-1, DENV-
2, DENV-3 y DENV-4. Con el fin de evaluar la conservacion y variabilidad de la proteina NSI
entre serotipos, se realizd un alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas utilizando herra-
mientas bioinformaticas basadas en Biopython. El analisis incluyo 380 posiciones aminoacidicas,
identificandose 32 posiciones completamente conservadas y una conservacion promedio global de
62.57 %.
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5.2.3. Proteina NS1: Estructura y relevancia diagnodstica

La proteina no estructural 1 (NS1) es una glicoproteina de aproximadamente 46—55 kDa, presente
en todos los serotipos de DENV. Se secreta activamente durante la fase aguda de la infeccion y puede
detectarse en diversos fluidos corporales, incluyendo sangre, orina y saliva [5]. Estructuralmente,
NSI1 contiene tres dominios funcionales: el -rol/ (1-29 aa), implicado en la dimerizacion; el / wing
(38-151 aa), involucrado en la interaccion con membranas celulares; y el -ladder (181-352 aa), que
proporciona estabilidad estructural y es clave en la respuesta inmune [ 13].

La concentracion de NS1 en saliva ha sido objeto de estudio en investigaciones recientes. Se ha
reportado que las concentraciones promedio de NS1 en saliva oscilan entre 0.5 ng/mL y 41.5 ng/mL,
con una media de aproximadamente 3.8 ng/mL [4]. Estas concentraciones, aunque mas bajas que
en suero, son detectables y relevantes para el diagnostico temprano del dengue.

5.2.4. Justificacion del serotipo de referencia para validacién experimental

Aunque inicialmente se contempld un enfoque multiserotipo para el desarrollo del biosensor, la
fase experimental del presente trabajo se delimit6 al serotipo DENV-2. Esta seleccion se realizo con-
siderando su relevancia epidemiologica y circulacion reportada en regiones endémicas de Colombia,
asi como la disponibilidad de reactivos especializados para la validacion experimental[ 1, 10].

Adicionalmente, el analisis de conservacion de la proteina NS1 permitié identificar regiones
conservadas y variables entre serotipos, respaldando su seleccion como biomarcador diagnoéstico
para el desarrollo de la prueba de concepto.

5.2.5. Grafeno

El grafeno es un nanomaterial bidimensional formado por una sola capa de 4tomos de carbono
dispuestos en una red hexagonal tipo panal, unidos mediante enlaces covalentes sp2. Se caracteriza
por su alta conductividad eléctrica y térmica, elevada resistencia mecanica y amplia area superficial,
lo que lo convierte en un material de interés en aplicaciones electronicas, energéticas y biomédicas
[14, 15].

5.2.6. Grafeno inducido por laser (LIG)

El grafeno inducido por laser (LIG) es un material obtenido mediante la irradiacion laser de
polimeros, proceso que induce su carbonizacion y grafitizacion, formando estructuras multicapa de
grafeno. Presenta alta porosidad, buena conductividad eléctrica y abundancia de defectos y grupos
funcionales superficiales, caracteristicas que favorecen su desempefio electroquimico [6, 7].

5.2.7. Celda electroquimica de tres electrodos

Las mediciones electroquimicas empleadas en biosensores suelen realizarse mediante una celda
electroquimica de tres electrodos, conformada por un electrodo de trabajo, un electrodo de refe-
rencia y un contraelectrodo [16]. El electrodo de trabajo corresponde a la superficie donde ocurre
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el reconocimiento bioldgico y la transferencia de carga asociada a la deteccion electroquimica. Por
su parte, el electrodo de referencia proporciona un potencial estable durante la medicidén, mientras
que el contraelectrodo permite el flujo de corriente dentro del sistema sin afectar la estabilidad del
potencial aplicado.

5.2.7.1. Sensores electroquimicos

Los sensores electroquimicos detectan cambios eléctricos generados por la interaccion entre el
analito y el bioreceptor, como anticuerpos o aptameros. Entre las técnicas mas utilizadas se encuen-
tran:

» Voltametria ciclica (VC): técnica electroanalitica basada en el barrido de potencial aplicado
al electrodo de trabajo mientras se registra la corriente resultante. Se emplea ampliamente en
la caracterizacion y activacion de electrodos en biosensores [17].

» Voltametria de pulso diferencial (DPV): técnica sensible que mide variaciones de co-
rriente asociadas a pulsos de potencial, permitiendo la detecciéon de NS1 en concentraciones
del orden de nanogramos por mililitro [18].

» Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS): evala la interfaz electrodo—solucion
mediante una perturbacién de potencial alterno de pequeiia amplitud. Permite detectar even-
tos de biorreconocimiento a partir de cambios en la resistencia de transferencia de carga (R.:),
cuyo analisis se realiza cominmente mediante el circuito equivalente de Randles [ 19, 20].

En estos sistemas, el grafeno inducido por laser (LIG) actiia como plataforma electroquimica
debido a su alta conductividad y facilidad de funcionalizacion superficial, favoreciendo la inmovili-
zacion de biomoléculas [6, 14].

5.2.8. Sensores para la deteccion de NS1

Los biosensores combinan un elemento de reconocimiento bioldgico con un transductor fisico-
quimico capaz de convertir una interaccion molecular en una sefial medible. Para la deteccion de
NSI1, los sistemas mas utilizados son los sensores electroquimicos y los colorimétricos.

Los inmunosensores emplean anticuerpos o antigenos como bioreceptores, permitiendo transfor-
mar la interaccion antigeno—anticuerpo en una sefial cuantificable mediante un transductor fisico,
quimico o electroquimico [21].

5.2.8.1. Sensores colorimétricos

Los sensores colorimétricos permiten detectar NS1 mediante cambios de color visibles originados
por reacciones quimicas o fisico-quimicas. Entre los principales mecanismos se encuentran:

» Reacciones enzimaticas: catalizadas por HRP (horseradish peroxidase), enzima que oxida el
TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina), produciendo un cambio de color azul utilizado en ensayos
tipo ELISA [22].



12 Capitulo 5. Marco de Referencia

» Agregacion de nanoparticulas de oro (AuNPs): la interaccion con NSI modifica la
distancia entre nanoparticulas, produciendo cambios de color de rojo a azul [23].

» Dispositivos analiticos en papel (uPADs): plataformas con canales hidrofobicos que

permiten realizar ensayos tipo ELISA mediante flujo capilar, sin requerir equipos complejos
[24].

5.2.9. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica ampliamente utilizada para la caracterizacion de mate-
riales basados en carbono, como el grafeno inducido por laser (LIG). Permite evaluar la estructura y
el grado de defectos mediante el analisis de bandas caracteristicas, como la banda D (~1350 cm™),
asociada a defectos estructurales, y la banda G (~1580 cm™), relacionada con la estructura grafi-
tica del carbono. Asimismo, la banda 2D (~2700 cm™") proporciona informacién sobre el nimero
de capas y el orden estructural del material [25].

5.2.10. Funcionalizacion de electrodos LIG

La voltametria ciclica en medio alcalino (NaOH) ha sido reportada como un método de pre-
tratamiento electroquimico de electrodos de carbono, el cual induce modificaciones superficiales
asociadas al aumento de grupos funcionales oxigenados[26].

El sistema EDC/NHS se emplea para activar grupos carboxilo presentes en superficies de car-
bono, permitiendo la formacioén de enlaces amida con biomoléculas que contienen grupos amina
[27, 28, 29, 30]. La combinacion EDC/sulfo-NHS mejora la eficiencia de conjugacion y el desempefio
del sensor, favoreciendo la inmovilizacion covalente de anticuerpos sobre grafeno inducido por laser
y aumentando la estabilidad del bioreconocimiento [28, 29].

Posteriormente, la albtimina sérica bovina (BSA) se utiliza como agente bloqueador para reducir
la unién inespecifica y mejorar la selectividad del sistema [28, 31]. Estas etapas permiten obtener
una funcionalizacion estable y reproducible de la superficie de LIG, mejorando la sensibilidad y
especificidad del biosensor.

5.2.11. Elementos de reconocimiento: anticuerpos y aptameros
5.2.11.1. Anticuerpos

Los anticuerpos son proteinas del sistema inmune que reconocen y neutralizan antigenos como
virus, bacterias o toxinas, generando una respuesta especifica que puede persistir para proteccion
futura [32]. Los anticuerpos recombinantes son moléculas generadas mediante técnicas de ADN
recombinante que permiten alta especificidad y reproducibilidad, y se utilizan ampliamente en bio-
sensores. En este trabajo se emplean como bioreceptores para la deteccion de la proteina NS1 del
virus del dengue, formando complejos antigeno—anticuerpo que generan una sefial electroquimica
medible [33].
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5.2.11.2. Aptameros

Los aptameros son secuencias cortas de ADN o ARN que adoptan estructuras tridimensionales
capaces de unirse con alta afinidad a moléculas blanco. Se consideran una alternativa a los anticuer-
pos debido a su mayor estabilidad térmica y quimica, menor costo de producciéon y posibilidad de
modificacién quimica. Se han reportado aptameros especificos contra NS1 con buen desempefio en
sensores Opticos y electroquimicos [34].

5.2.12. Pruebas analiticas con proteina recombinante

Durante el desarrollo y validacion de biosensores, se emplea la proteina NS1 recombinante en
lugar de muestras clinicas, lo que permite un control preciso de la concentracion, garantiza la
seguridad bioldgica y facilita la repetibilidad experimental.

Estas condiciones experimentales permiten evaluar parametros analiticos clave del desempefio
del sensor, entre ellos el limite de deteccién (LOD), definido como la concentracion minima detec-
table con fiabilidad; el limite de cuantificacion (LOQ), correspondiente a la menor concentracion
cuantificable con precision aceptable; la linealidad, entendida como la relacion proporcional entre
concentracion y sefal; y la especificidad y repetibilidad, evaluadas mediante controles negativos y
réplicas experimentales [35].

Sonda redox

Una sonda redox es un dispositivo electroquimico utilizado para medir el potencial de oxidacion-
reduccion (ORP) de una solucion, que refleja la capacidad del medio para aceptar o ceder electrones
en reacciones redox [36]. La medicion se realiza mediante un electrodo indicador, generalmente de
platino o material noble, y un electrodo de referencia [36]. En estudios electroquimicos, es comun
emplear una sonda redox con el sistema estandar [Fe(CN)s]3/[Fe(CN)e]*™ a una concentracion de
5 mM en solucién tampdén PBS (solucion salina tamponada con fosfato), debido a su estabilidad y
reproducibilidad para calibrar y evaluar procesos redox con precision [36, 37].

5.2.13. Normatividad y su aplicacion en el proyecto

» NTC-ISO-TR 13121:2018 (Nanotecnologia. Evaluacion del riesgo de los nanoma-
teriales): Esta norma es relevante para identificar y controlar los posibles riesgos asociados
al uso de materiales a nanoescala. Aunque el presente proyecto no utiliza nanoparticulas, el
grafeno inducido por laser (LIG) presenta una estructura nanométrica que requiere ser evalua-
da para garantizar su seguridad durante la fabricacion, manipulacién y uso del inmunosensor,
minimizando riesgos toxicologicos y ambientales [38].

= NTC-ISO 10993-1:2020 (Evaluacion biologica de los dispositivos médicos): Dado
que el inmunosensor esta disefiado para el analisis de muestras bioldgicas como la saliva,
esta norma orienta la evaluacidén de la biocompatibilidad de los materiales empleados. Espe-
cificamente, permite validar que el grafeno inducido por laser y los anticuerpos monoclonales
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anclados no generen efectos adversos en el usuario, siendo clave para su implementacion segura
en entornos clinicos o domiciliarios [39].

» GTC-ISO 13014:2016 (Nanotecnologia. Guia para la caracterizacion fisico-quimica
de materiales a nanoescala): Esta guia se aplica para caracterizar adecuadamente el grafeno
inducido por laser, que constituye la superficie activa del electrodo de trabajo. La norma
permite asegurar que sus propiedades fisico-quimicas —como 4rea superficial, funcionalizacion,
estructura y conductividad— sean consistentes con los requisitos del disefio del inmunosensor,
favoreciendo la inmovilizacion eficiente de los anticuerpos y una sefial electroquimica estable
y reproducible [40].

5.2.14. Saliva artificial como matriz experimental

La saliva constituye una matriz biolodgica de interés para aplicaciones diagnosticas debido a su
facil obtencion y capacidad de reflejar el estado fisiologico del organismo. No obstante, su com-
posicion puede variar por multiples factores, afectando los resultados experimentales in vitro ¢ in
vivo. Por esta razon, se han desarrollado diferentes formulaciones de saliva artificial para simular
las condiciones de la cavidad oral bajo parametros controlados, dependiendo del tipo de aplicacion
bioldgica o analitica requerida [41].

La saliva artificial utilizada en este trabajo presenté un pH de 7.2 y fue preparada utilizando
agua tipo I como solvente. La formulacién incluyé KCI (17.98 mM), NaCl (4.29 mM), NaH;PO4 - H,O
(~1.95 mM), Na;HPO4 (~1.95 mM), NaHCO3 (3.27 mM), CaCl; (1.10 mM), MgCl, - 6H,0 (0.08
mM), urea (~3.33 mM) y H2SO4 (0.50 mM) [42, 43]. El sistema fosfato empleado es consistente con

formulaciones de saliva artificial reportadas previamente para condiciones cercanas a pH neutro,
principalmente en forma de dihidrogenofosfato (HzPO ) e hidrogenofosfato (HPO ), [44].

5.2.15. Proteinas recombinantes utilizadas en el estudio

Las proteinas recombinantes son polipéptidos obtenidos mediante ingenieria genética a partir
de la expresion de un gen de interés en organismos huésped como Escherichia coli, levaduras o
células de mamifero. Este proceso permite su produccion controlada y escalable, facilitando su uso
en biomedicina debido a su alta especificidad y reproducibilidad [45, 46].

En este trabajo, la proteina objetivo es la proteina no estructural 1 (NS1) del virus del dengue
(DENV), un marcador temprano de infeccion asociado a la patogénesis de la enfermedad, especial -
mente en casos graves con fuga vascular [47]. Como proteinas de referencia se emplean la proteina
Spike del SARS-CoV-2, la proteina L1 del VPH y la glicoproteina gp350 del EBV, utilizadas para
controles de reactividad cruzada en ensayos de interaccion antigeno—anticuerpo [48, 49, 50].

5.3. Trabajos Relacionados

En este estado del arte se exploran los diversos métodos de deteccion del dengue desarrollados
en los ultimos afios, abarcando desde técnicas serologicas como ELISA, inmunocromatografia y
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microarreglos, que permiten identificar anticuerpos y antigenos en distintas fases de la infeccion
[51, 52, 53, 54] hasta métodos moleculares como RT-PCR y amplificacion isotérmica, que brin-
dan mayor sensibilidad y especificidad aunque requieren equipamiento especializado [55, 56, 57].
También se revisan avances en biosensores electroquimicos y opticos que prometen diagndsticos
répidos, portatiles y accesibles para zonas con recursos limitados [58, 59, 60]. Se destaca la impor-
tancia de seleccionar la técnica diagnostica segtn la etapa clinica, tipo de muestra y contexto epi-
demiolodgico [61, 62, 63]. Aunque cada método tiene limitaciones en tiempo, costo o complejidad, la
combinacion de pruebas serologicas y moleculares incrementa la precision diagnostica, especialmente
en areas endémicas con infraestructura limitada [51, 56, 58, 64] mientras que la implementacion de
biosensores y dispositivos portatiles representa una innovacion clave para mejorar el manejo clinico
y epidemiologico del dengue [59, 60, 61, 63].

En biosensores electroquimicos se ha demostrado una alta sensibilidad en la deteccion de biomar-
cadores virales mediante la inmovilizacion de anticuerpos sobre superficies conductoras, alcanzando
limites de deteccion en el orden de fg/mL mediante espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIS), lo que evidencia su potencial para aplicaciones diagndsticas sensibles y portatiles [ 65, 66].

Deteccion de flavivirus con inmunosensor electroquimico

El articulo aborda la creciente amenaza del dengue, una enfermedad viral transmitida por mos-
quitos Aedes, que ha aumentado su incidencia global y representa un serio problema de salud publica,
especialmente en paises como México. Dada la complejidad del diagndstico y la limitada eficacia de
las estrategias actuales, se destaca la urgencia de contar con métodos diagndsticos mas rapidos y
precisos. En respuesta, se propone el disefio de un inmunosensor voltamperométrico, un dispo-
sitivo electroquimico que detecta el virus del dengue mediante la interaccidén antigeno-anticuerpo,
ofreciendo resultados rapidos y adecuados para su uso en centros de atencion primaria 0 en campo
[51].

Sensor electroquimico de polianilina para dengue

En respuesta a la necesidad urgente de métodos mas accesibles, rapidos y confiables para el diag-
nostico del dengue, se ha explorado el uso de biosensores como una alternativa prometedora frente
a las técnicas tradicionales, que suelen ser costosas, complejas y lentas. Dentro de este contexto, los
inmunosensores electroquimicos sin marcadores han ganado especial atencién debido a su
capacidad para detectar biomarcadores virales con alta sensibilidad y en tiempos reducidos. Entre
los diversos biomarcadores del dengue, la proteina NS1 destaca por su presencia temprana en el
torrente sanguineo durante la fase aguda de la infeccion. En este trabajo, se presenta un enfoque
novedoso que combina la conductividad de la polianilina con electrodos de carbono vitreo
para desarrollar un inmunosensor eficiente, orientado a la deteccion sin marcadores de NS1 en suero
humano, con el objetivo de contribuir al diagnéstico clinico temprano y mejorar el manejo de esta
enfermedad infecciosa en expansion global [52].
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Sensor electroquimico de péptidos para la detecciéon del biomarcador NS1 del
dengue

La propuesta de este estudio se enfoca en el desarrollo de un biosensor electroquimico innova-
dor para la deteccion rapida y precisa del biomarcador NS1 del virus del dengue. Aprovechando la
tecnologia de phage-display, se identificaron péptidos de alta afinidad capaces de unirse especi-
ficamente a la proteina NS1, lo que permite la creacion de un biosensor mas accesible y econdmico
que los métodos tradicionales basados en anticuerpos. Al utilizar técnicas de deteccion como la
voltamperometria ciclica (CV) y la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS),
este enfoque busca proporcionar una herramienta de diagnoéstico mas rapida, eficiente y confiable,
con el potencial de revolucionar el manejo clinico del dengue al reducir significativamente el tiempo
de diagnostico y mejorar el tratamiento de los pacientes [53].

Seleccion racional de epitopos para sensor electroquimico de NS1 del dengue

El diagnostico temprano y preciso de las infecciones por Dengue y Zika es crucial, pero los mé-
todos actuales presentan limitaciones debido a la reactividad cruzada entre los virus. Este estudio
propone el desarrollo de un sensor electroquimico basado en la impresion molecular de epi-
topos internos de la proteina NS1, lo que permite una diferenciacion especifica y sensible entre
Dengue y Zika, superando las limitaciones de los métodos tradicionales y mejorando el diagnostico
diferencial [64].

Biosensor electroquimico ultrasensible de carbono poroso para deteccion tem-
prana del dengue

Este estudio propone un biosensor electroquimico altamente sensible para la deteccion temprana
de la proteina NS1 del virus del dengue, utilizando carbono poroso derivado de biomasa con
alta area superficial. El biosensor, desarrollado sobre un electrodo de carbono vitreo (GCE), emplea
anticuerpos especificos para NS1 y muestra una alta sensibilidad, selectividad y un amplio rango
lineal de deteccion. El método es rentable, facil de fabricar y optimizado para garantizar precision,
lo que lo convierte en una herramienta prometedora para el diagnostico temprano del dengue y
mejora los resultados clinicos al permitir una intervencién mas rapida [ 54].

Deteccion electroquimica de infecciones por Zika y Dengue utilizando un solo
chip

El articulo describe el desarrollo de un biosensor electroquimico multiplex para la deteccion
simultanea de infecciones por los virus Zika y Dengue, utilizando proteinas NS1 especificas de ca-
da virus como biomarcadores. Ambos virus, transmitidos por el mosquito Aedes aegypti, presentan
sintomas similares, lo que dificulta su diagnostico sin herramientas adecuadas. Los métodos tradi-
cionales, como la RT-PCR y ELISA, son costosos y lentos, lo que limita su aplicacidon en situaciones
de emergencia. El biosensor propuesto emplea electrodos de oro modificados con anticuerpos y uti-
liza espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) para detectar los virus de manera
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répida y especifica. Este dispositivo permite una deteccion eficiente en menos de 10 minutos, sin
interferencia con otros virus como el del COVID-19, ofreciendo una solucién portatil y de bajo costo
para la deteccidon temprana en contextos epidémicos [55].

Sensor impedimétrico basado en MIP para la deteccion del biomarcador de la
fiebre del dengue

Se desarroll6 un sensor impedimétrico basado en polimeros moleculares impresos (MIP)
para detectar infecciones por dengue en etapas tempranas. Se modificé un electrodo de carbono
impreso (SPCE) con nanofibras de polisulfona (PS) electrohiladas, recubriéndolo con dopami-
na, usando la proteina NS1 como plantilla durante la polimerizacion. Esto generd sitios de impresion
especificos para la deteccion de NS1. Las propiedades electroquimicas del sensor se analizaron me-
diante voltametria ciclica (CV) y espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). El
sensor mostro una respuesta lineal en el rango de 1 a 200 ng/mL, con deteccidn selectiva de NS1 a
partir de 0.3 ng/mL. Ademas, se aplico exitosamente para determinar NS1 en suero humano real,
con recuperaciones de 95 a 97.14 % y desviaciones estandar menores al 5 % [56].

Nanosensor electroquimico multiplexado en papel para detecciéon de serotipos
de dengue y prediccion de DHF/DSS

Este estudio desarroll6 un dispositivo analitico multiplexado basado en papel (ePAD) con na-
nocompuestos de 6xido de grafeno—dioxido de silicio (GO-Si02) para detectar los serotipos
especificos del virus del dengue (DENV 1, DENV 2, DENV 3 y DENV 4). El sensor mostr6 alta
especificidad y sensibilidad, detectando ADN del dengue en un rango de 100 pM a 100 uM, con una
respuesta amplificada gracias a la conductividad del GO-Si02. Ademas, este genosensor basado en
papel ofrece ventajas como facil preparacion, bajo costo, y necesidad de poca muestra, siendo el
primero en predecir la prevalencia de la fiebre hemorragica del dengue o el sindrome de shock del
dengue [57].

Biosensor electroquimico ultrasensible basado en péptidos para el diagnostico
universal del dengue

Se desarroll6 un biosensor electroquimico econdmico para detectar rapidamente anticuerpos IgG
especificos del dengue en suero humano. Utiliza un péptido sintético (DENV/18), especifico
para los cuatro serotipos del virus del dengue, inmovilizado sobre un electrodo de oro impreso.
La formacion del inmunocomplejo con IgG fue medida mediante voltametria ciclica y de pulso
diferencial, logrando detectar concentraciones tan bajas como 0.43 ng/mL. El biosensor permitio
diferenciar muestras infectadas y no infectadas con volimenes minimos de suero, y mostré resultados
consistentes con pruebas moleculares, con potencial para adaptarse a otros patégenos [ 58].
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Deteccion rapida de ADN del dengue y otros virus usando un solo sensor elec-
troquimico

Se desarrolld una plataforma innovadora para detectar dos secuencias de ADN diferentes utili-
zando un tnico sensor electroquimico. Este sensor emplea una sonda universal en forma de lazo
unida a una superficie sélida, junto con dos cadenas adaptadoras especificas para cada analito. Es-
tas cadenas se hibridan con el acido nucleico objetivo, proporcionando un reconocimiento altamente
especifico y una alta afinidad de unién. La sonda universal puede regenerarse rapidamente con un
simple enjuague de urea y agua. Como prueba de concepto, se diferenciaron secuencias largas de
los virus Zika (141 nt) y Dengue (114 nt), que contienen estructuras secundarias. Esta plataforma
ofrece una solucion rapida y economica para la deteccion de cualquier secuencia de ADN o ARN
utilizando un solo sensor electroquimico [67].

Nuevo método para la deteccion del virus del dengue y cribado de anticuerpos
con un biosensor electroquimico basado en grafeno-polimero

Este estudio presenta una técnica de deteccion temprana del virus del dengue (DENV) utili-
zando espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). Se observé que la resistencia de
transferencia de carga (Rct) en un electrodo de oro recubierto con 6xido de grafeno-polimero
varia segun el tipo y cantidad de DENV en la superficie. La técnica permite detectar concentraciones
de DENV entre 1 y 2 X 103 pfu/mL, con un limite de deteccién de 0.12 pfu/mL [59].

Aptasensor electroquimico para la deteccion del virus del dengue en suero hu-
mano

Este estudio presenta la fabricacion de un aptasensor electroquimico altamente sensible para
la deteccion efectiva del antigeno del virus del dengue. El aptasensor utiliza electrodos comerciales
(C-SPEs) y autolaminados (SF-SPEs), ambos recubiertos con nanomaterial de ZnO, lo que
mejora el transporte de electrones. Se emplea un aptamero especifico contra el antigeno DENV
para aumentar la selectividad. Los resultados de la deteccion del antigeno DENV se confirmaron
mediante analisis electroquimicos, y se verifico la reactividad cruzada con el virus chikungunya
(CHIKYV). El sistema SF-SPEs mostr6 mayor sensibilidad y es prometedor para la deteccion de
DENYV a bajo costo, ademas de ser aplicable en diagndsticos de otros analitos [60].

Desarrollo de nanobiosensor electroquimico para deteccion del virus del dengue

Este estudio describe el desarrollo de un nanobiosensor electroquimico basado en membranas
para detectar el virus del dengue tipo 2 (DENV-2) utilizando un electrodo de platino modificado
con alumina nanoporosa. El sensor mide la respuesta de corriente faradaica frente a una sonda
redox, el ferrocenometanol, que detecta la formacion de complejos inmunitarios en los nano-canales.
Utilizando un anticuerpo monoclonal anti-DENV-2 como elemento de reconocimiento, el sensor tiene
un limite de deteccion de 1 pfu/mL y un rango lineal de 1 a 103 pfu/mL. Es altamente selectivo
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para DENV-2 y no presenta reacciones cruzadas con otros virus. Ademads, permite la cuantificacion
directa de DENV-2 en mosquitos [61].

Inmunosensor electroquimico sin etiquetas para detectar proteina E del dengue
en suero

Se desarroll6 un inmunosensor electroquimico sin etiquetas para detectar la proteina E
del virus del dengue (DENV-E), utilizando nanoparticulas de oro (AuNPs) y grafeno
reducido dopado con heteroatomos (AuNPs/NSG), con L-cisteina como agente reductor y
estabilizador. Este disefio facilita la inmovilizacion de anticuerpos y mejora la deteccion de DENV -
E, alcanzando un rango lineal de 0.01-100 ng/mL y un limite de deteccion de 1.6 pg/mL. El
sensor mostro alta selectividad para DENV-E, sin interferencias de virus relacionados. Los resultados
obtenidos en muestras de suero se compararon con un ensayo inmunoenzimatico, destacando su
potencial para aplicaciones clinicas [62].

Aptasensor electroquimico con configuraciones de dos y tres electrodos para
deteccion del virus del dengue

Este estudio presenta una plataforma electroquimica basada en papel para la deteccion del
virus del dengue, utilizando dos configuraciones de electrodos: dos electrodos y tres electrodos.
Ambos sistemas lograron una deteccion con un limite de 0.1 ug/mL, pero el sistema de tres electrodos
mostré un rango de corriente significativamente mayor (55.53 pA a 322.21 puA) en comparacion con
el sistema de dos electrodos (0.85 uA a 4.54 uA). El sistema de tres electrodos, con una amplificacion
de corriente 50 veces mayor, demostroé ser mas sensible y adecuado para la deteccion de dengue y
otros diagnosticos [63].

A continuacion se hace una comparacion entre los diferentes tipos de sensores vistos anterior-
mente para la deteccion del virus del dengue

Cuadro 5.1: Caracteristicas de sensores para deteccion de fla-

vivirus
Parametro ‘ Descripcién
Sensor: Deteccion de flavivirus con inmunosensor electroquimico

Limite de deteccion El sensor detectd diluciones bajas de DENV1 y DENV?2 (1:5, 1:10,
1:50), buena sensibilidad, aunque sin concentracion exacta.

Rango lineal No se menciona.

Sensibilidad La disminucién de corriente al unirse el antigeno indica buena sen-
sibilidad.

Selectividad Solo respondié a muestras con dengue, sin sefial con Chikungunya
ni sanos.

Sensor: Sensor electroquimico de polianilina para dengue
Limite de deteccion ‘ Detecté 0.33 ng/mL de NSI.
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Parametro Descripcion
Rango lineal Se infiere entre 1-100 ng/mL.
Sensibilidad 13.8 % de reduccion de corriente/ng/mL de NSI.
Selectividad Menos del 7% de interferencia con BSA, cisteina y glucosa.

Sensor:

Sensor electroquimico de péptidos para NS1

Limite de deteccion

1.5 pug/mL.

Rango lineal

No se menciona.

Sensibilidad Lineal de 0.025 a 3.5 ug/mL, alta afinidad (Kd ~3.9 nM).
Selectividad Baja interferencia.
Sensor: Seleccion racional de epitopos para NS1
Limite de deteccion 29.3 ug/L.
Rango lineal 88.7 ug/L.
Sensibilidad No se menciona.
Selectividad Diferencia NS1 de dengue frente a Zika, IgG y alblimina.

Sensor:

Biosensor ultrasensible de carbono poroso

Limite de deteccion

0.665 pg/mL.

Rango lineal

No se menciona.

Sensibilidad

Sensibilidad de -3.95 en escala log.

Selectividad

Alta selectividad frente a sustancias similares.

Sensor:

Sensor para Zika y Dengue en un solo chip

Limite de deteccion

1.17 ng/mL (Dengue), 0.54 ng/mL (Zika).

Rango lineal

No especificado.

Sensibilidad

68.50 (Dengue), 137.07 (Zika) por cada aumento log.

Selectividad

Diferencia NS1IDV/NS1ZV y proteinas virales.

Sensor: Sensor impedimétrico basado en MIP

Limite de deteccion

0.3 ng/mL.

Rango lineal

No especificado.

Sensibilidad

Relacion lineal de impedancia con NS1.

Selectividad

Selectividad frente a lisozima y FBS.

Sensor: Nanosensor multiplexado en papel

Limite de deteccion

100 pM.

Rango lineal

No especificado.

Sensibilidad

GO-Si02 mejora deteccion de ADN viral.

Selectividad

Alta especificidad por serotipos DENV.

Sensor: Biosensor ultrasensible basado en péptidos

Limite de deteccion

1.21 ng/mL (CV), 0.43 ng/mL (DPV).

Rango lineal

No se menciona.

Sensibilidad

2.62x1073 pg/mL (CV), 2.42%1073 ug/mL (DPV).

Selectividad

Reconoce epitopo DENV/18.

Sensor: Sensor para ADN de dengue y Zika
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Parametro

Descripcién

Limite de deteccion

0.98 nM (Zika), 1.04 nM (Dengue).

Rango lineal

No especificado.

Sensibilidad

Relacioén lineal, sin valor numérico.

Selectividad

Alta, sin reaccion cruzada.

Sensor: Sensor basado en grafeno-polimero

Limite de deteccion

0.12 pfu/mL.

Rango lineal

No se menciona.

Sensibilidad

Respuesta lineal, sin cuantificacion exacta.

Selectividad

Reconoce diferentes virus, sin datos exactos.

Se

nsor: Aptasensor para dengue en suero

Limite de deteccion

0.1 pug/mL.

Rango lineal

No especificado.

Sensibilidad

Relacion lineal entre antigeno y sefial.

Selectividad

No reacciona con Chikungunya.

Sensor: Nanobiosensor para dengue tipo 2

Limite de deteccion

1 pfu/mL.

Rango lineal

Lineal entre 1-1000 pfu/mL.

Sensibilidad

Sensible a virus, sin nimero exacto.

Selectividad

Solo reacciona con DENV-2.

Sensor: Inmunosensor para proteina E del dengue

Limite de deteccion

1.6 pg/mL.

Rango lineal

Lineal de 0.01-100 ng/mL.

Sensibilidad

Disminucion de 18 yA por cada aumento de 10x en proteina.

Selectividad

Alta especificidad.

Sensor: Aptasensor con dos/tres electrodos

Limite de deteccion

0.1 pg/mL.

Rango lineal

No especificado.

Sensibilidad

Sefial 50x mayor con tres electrodos.

Selectividad

No se menciona si distingue otras proteinas.

Fuentes: [51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64]






CariTulo 6

Msterisles y Métodos

6.0.1. Base metodologica del desarrollo experimental

El desarrollo experimental del presente trabajo se realizd tomando como referencia metodo-
logias previamente implementadas por el grupo de investigacion iOMICAS para la fabricacion y
caracterizacion de biosensores electroquimicos basados en inmovilizacion de anticuerpos y deteccion
mediante espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) [65, 66, 68].

Particularmente, se adoptaron procedimientos relacionados con la configuracion electroquimica
de la celda de medicidn, el analisis electroquimico mediante EIS y etapas de inmovilizacion bio-
molecular utilizando quimica EDC/NHS. No obstante, debido a las caracteristicas especificas del
biomarcador objetivo y del material conductor empleado en este trabajo, se realizaron modificacio-
nes experimentales orientadas a la deteccion del antigeno NS1 del virus del dengue serotipo 2.

Entre las principales adaptaciones implementadas se encuentran el uso de grafeno inducido por
laser (LIG) sobre sustrato de polimida como plataforma electroquimica, la evaluaciéon comparativa de
estrategias de activacion superficial del electrodo y la incorporacion de pruebas analiticas utilizando
saliva artificial como matriz de evaluacion preliminar.

Asimismo, a diferencia de estrategias previamente reportadas basadas en funcionalizacion me-
diante ligandos de acido pireno butirico (PBA). En este trabajo se realiz6 una limpieza electroquimi-
ca del LIG mediante voltametria ciclica en solucion de NaOH, sin el uso de ligandos, la cual podria
inducir modificaciones superficiales asociadas al incremento de grupos funcionales oxigenados en el
material, seleccionandose finalmente esta estrategia debido a su mayor estabilidad electroquimica y
reproducibilidad experimental.

6.0.2. Criterios de diseno

El disefio del biosensor se desarrolld considerando criterios de sensibilidad analitica, estabilidad
electroquimica, facilidad de fabricaciéon y compatibilidad con técnicas de deteccion inmunoldgica.
Para ello, se implementd una celda electroquimica basada en una configuracion de tres electro-
dos, conformada por electrodo de trabajo, electrodo auxiliar y electrodo de referencia, debido a la
estabilidad y reproducibilidad que este tipo de arquitectura ofrece en mediciones electroquimicas
interfaciales [16].

Como plataforma conductora se empled grafeno inducido por laser (Laser-Induced Graphene,
LIG)sobre sustrato de polimida, seleccionado por sus propiedades electroquimicas, elevada area
superficial, conductividad y facilidad de fabricacion mediante procesos de bajo costo y rapida pro-
totipacion [7]. Adicionalmente, el LIG permite la incorporacion de grupos funcionales superficiales
que favorecen procesos posteriores de funcionalizacion quimica e inmovilizacién biomolecular [28].
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La técnica de transduccion seleccionada fue la espectroscopia de impedancia electroquimica
(Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS), debido a su capacidad para detectar modificaciones
en la resistencia de transferencia de carga asociadas a eventos de reconocimiento antigeno-anticuerpo
sobre la superficie del electrodo [19]. Asimismo, la EIS permite realizar detecciones tipo label-free,
evitando el uso de marcadores adicionales y reduciendo la complejidad experimental [ 19].

Inicialmente, el desarrollo del sistema contemplé una arquitectura multielectrodo orientada a
la deteccion diferencial de los cuatro serotipos del virus del dengue. Sin embargo, con el fin de
priorizar la validacion analitica del biosensor, reducir la complejidad asociada a la funcionalizacidén
simultdnea de multiples bioreceptores y considerando la disponibilidad experimental de reactivos
especificos para la validacion individual de cada serotipo, el disefio final se enfocd exclusivamente en
la deteccion del serotipo DENV-2. Esta decision se sustenté ademas en la relevancia epidemiologica
y circulacién reportada de dicho serotipo en Colombia [ 10, 1].

Como biomarcador de deteccion se selecciono la proteina NS1 del virus del dengue debido a
su presencia durante las etapas tempranas de la infeccion y a su utilidad diagnéstica ampliamente
reportada en la literatura [5]. Finalmente, el sistema fue concebido como una prueba de concepto
orientada a evaluar la viabilidad analitica de un biosensor electroquimico para deteccion de NS1 en
muestra de saliva artificial.

6.0.3. Herramientas y equipos

Durante el desarrollo experimental del biosensor electroquimico se emplearon diferentes equi-
pos de laboratorio para los procesos de fabricacion, caracterizacion, funcionalizacion y medicion
electroquimica.

Para la limpieza de materiales se utiliz6 un bafio ultrasonico Elmasonic EASY 60 H [69]. Los
procesos de secado y curado se realizaron mediante una estufa universal MEMMERT UN110 [70].

La fabricacion de los electrodos de grafeno inducido por laser (LIG) sobre sustrato de poliimida se
realiz6 utilizando un sistema de grabado laser VLS2.30 DT (Universal Laser Systems) equipado con
un laser de CO; de 9,3 um, empleado para la carbonizacion localizada de la superficie de poliimida
y la generacion de la estructura grafitica conductora [71].

La inspeccion visual y verificacion de la geometria de los electrodos se efectud utilizando un
estereomicroscopio SMZ-171 (Motic, China) [72]. La caracterizacion estructural del grafeno inducido
por laser se realizé mediante espectroscopia Raman utilizando un microscopio Raman DXR3 [73].

Las mediciones electroquimicas y los experimentos de espectroscopia de impedancia electroqui-
mica (EIS) se llevaron a cabo utilizando un potenciostato/galvanostato PalmSens4 [74], controlado
mediante el software PSTrace desarrollado por PalmSens BV [75]. Posteriormente, los espectros
de impedancia obtenidos fueron analizados mediante la aplicacion A&M EILS Studio, empleada pa-
ra el ajuste de circuitos equivalentes y la extraccion de parametros electroquimicos, incluyendo la
resistencia de transferencia de carga (Rc).

Para la preparacion de soluciones y manipulacion de reactivos se emplearon micropipetas Finn-
pipette F2 [76], una balanza analitica RADWAG AS 220.R2 PLUS [77], microcentrifugas portatiles
D1008 marca DLAB [78] y un agitador tipo vortex DLAB MX-S [79].
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El control de pH de las soluciones utilizadas durante los procesos de funcionalizacion y prepa-
racion de muestras se realizé mediante un pH-metro HANNA edge pH [80].

6.0.4. Materiales y reactivos
6.0.4.1. Materiales estructurales

Se emple6 una pelicula de poliimida de 125 um de espesor como sustrato para la generacion
del grafeno inducido por laser (LIG).(Shijiazhuang Dadao Packaging Material Co., Ltd., Hebei,
China). Asimismo, se utilizo tinta conductora Metalon Silver Ink JS-A211 para la elaboracion de
conexiones eléctricas [81] y tinta de plata/cloruro de plata Ag/AgCl (60/40) de Sigma-Aldrich para
la modificacion del electrodo de referencia [82]. Adicionalmente, se empled cinta de mascara durante
los procesos de fabricacion y delimitacion de las areas activas del sensor.

6.0.4.2. Reactivos quimicos

Durante los procesos de funcionalizacion quimica y caracterizacion electroquimica se utilizaron
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), solucién tampén
fosfato salino (PBS), ferricianuro/ferrocianuro de potasio como sonda redox, hidroxido de sodio
(NaOH), albumina sérica bovina (BSA) y 4cido clorhidrico para regular pH (HCI).

6.0.4.3. Reactivos biologicos

Como biomarcador objetivo se utilizo la proteina recombinante NS1 del virus del dengue se-
rotipo 2 (DENV-2, cepa New Guinea C, His Tag) de Sino Biological [83]. Para el reconocimiento
inmunoldgico se utilizd un anticuerpo monoclonal murino anti-NS1 del virus del dengue serotipo 2
[84].

Como proteinas interferentes para los ensayos de selectividad se emplearon la proteina recom-
binante nucleocapside de SARS-CoV-2 (2019) [85], la proteina recombinante RBV GP350 [86] y la
proteina recombinante HPV18-L1 (ab119881) de Abcam, Ltd. (Cambridge, Reino Unido) [87].

6.0.5. Preparacion del sustrato de poliimida

La pelicula de poliimida Kapton fue cortada de acuerdo con las dimensiones requeridas para la
fabricacion de los sensores electroquimicos. Posteriormente, el sustrato fue sometido a un proceso de
curado térmico en una estufa MEMMERT UN110 a 150 °C durante 30 minutos, con el fin de mejorar
la estabilidad mecanica del sustrato durante el proceso de irradiacion laser. Estudios recientes han
reportado que la generacion de LIG mediante irradiacion laser puede inducir tensiones internas y
efectos térmicos localizados sobre materiales basados en poliimida [ 88].

Posteriormente, las laminas de poliimida fueron sometidas a limpieza ultrasénica en un bafio
Elmasonic EASY 60 H utilizando alcohol isopropilico de grado analitico (=99 %) durante 10 minutos
a 60°C. Este procedimiento se realizo con el propdsito de remover contaminantes superficiales,
residuos organicos y particulas presentes sobre el sustrato.[89]
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6.0.6. Fabricacion de los sensores

6.0.6.1. Diseno del sensor

WE

d=4mm

Ry

0,606 mm
/7—> RE

14,14 mm
1mm

1,4 mm

Figura 6.1: Disefo del sensor y sus dimensiones .
[90]

La Figura 6.1 presenta el disefio geométrico del sensor electroquimico desarrollado para la de-
teccion del antigeno NS1 del virus del dengue. El dispositivo fue disefiado bajo una configuracion
planar de tres electrodos, compuesta por un electrodo de trabajo (WE), un contraelectrodo (CE)
y un pseudo-electrodo de referencia (RE), integrados sobre un sustrato de poliimida de 125 um
de espesor. La geometria del sistema fue definida con el propdsito de garantizar una distribucion
homogénea de la muestra sobre la zona activa, una adecuada separacion entre electrodos y esta-
bilidad electroquimica durante las mediciones. El area geométrica del electrodo de trabajo fue de
0,126 cm?, utilizada posteriormente como referencia para la comparacion con el 4rea electroactiva
obtenida experimentalmente.

6.0.6.2. Adecuacion de contactos y referencia electroquimica

Una vez definido el disefio geométrico del sensor, la fabricacion de los electrodos de grafeno
inducido por laser (LIG) se realizd sobre sustratos de poliimida de 125 um de espesor mediante
irradiacion laser de COz. El proceso de carbonizacion se llevo a cabo empleando dos etapas secuen-
ciales: una etapa de rasterizado para la formacion de las areas activas de LIG y una etapa vectorial
para la definicion de contornos y conexiones eléctricas. Los parametros de fabricacion utilizados se
resumen en la Tabla 6.1.

Cuadro 6.1: Parametros de fabricacién del LIG mediante irradiacion laser.
Color Modo Potencia (%) Velocidad (%) PPl EjeZ

Negro Raster 11.0 14 250 +1
Rojo  Vector 17.0 100 1000  +1
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Posteriormente, los terminales eléctricos de cada sensor fueron metalizados manualmente utili-
zando tinta conductora de plata previamente descrita en la seccion de materiales. Para esta etapa se
empled un estereomicroscopio SMZ-171 y un microaplicador tipo pincel fino, con el fin de asegurar
una deposicion controlada del material conductor sobre las zonas de contacto. Una vez aplicada la
tinta de plata, los sensores fueron sometidos a un proceso de curado térmico a 220 °C durante 30
minutos.

A continuacion, el pseudo-electrodo de referencia fue modificado mediante la aplicacion manual
de tinta de cloruro de plata (Ag/AgCl), seguido de un proceso de curado a 60 ‘C durante 30
minutos. Finalmente, se incorporé una cinta de enmascaramiento sobre la superficie del dispositivo
para delimitar el area electroquimica activa y garantizar una distribucion controlada de la muestra
durante las mediciones electroquimicas.

6.0.7. Metodologia para la estimacion del area electroactiva

La caracterizacion electroquimica del electrodo LIG se realizé mediante voltametria ciclica em-
pleando una solucion redox de ferri/ferrocianuro en PBS, realizando mediciones a diferentes velo-
cidades de barrido en el rango de 0.05 a 0.30 V/s. Para cada velocidad de barrido se registraron
multiples ciclos voltamétricos, con el fin de obtener respuestas reproducibles de la corriente pico
anodica y asegurar la consistencia del comportamiento electroquimico del sistema [91].

El area electroactiva se determiné aplicando la ecuacion de Randles—Sevcik, la cual establece una
relacion lineal entre la corriente pico y la raiz cuadrada de la velocidad de barrido bajo condiciones
de transporte de masa controlado por difusion:

i» = (2,69 X 10°) n**AD"*Cv'*[91] (6.1)

donde i, corresponde a la corriente pico anoddica, n es el nimero de electrones transferidos, A el area
electroactiva, D el coeficiente de difusion, C la concentracion de la sonda redox y v la velocidad
de barrido. A partir de la pendiente obtenida de la grafica i, vs v'/2, y utilizando los parametros
electroquimicos conocidos del sistema (nimero de electrones, coeficiente de difusion y concentracion
de la especie redox), se despejo el area electroactiva del electrodo. Este procedimiento permite
estimar la superficie electroquimicamente activa real a partir del comportamiento voltamétrico del
sistema [92, 93].

6.0.8. Metodologia de caracterizacion mediante espectroscopia Raman

La caracterizacion estructural de los electrodos de grafeno inducido por laser (LIG) se realizo
mediante espectroscopia Raman utilizando un microscopio Raman DRX 3. El equipo fue operado con
un laser de 5 mW, realizando previamente el proceso de encendido, alineacion optica y calibracion
mediante un estandar de poliestireno, verificando la correcta posicion del pico de referencia ( 1001.5
cm™) antes de la adquisicion de los espectros.

Se trabajo con tres biosensores electroquimicos. Para el analisis del electrodo de trabajo se
obtuvieron en total 15 espectros Raman de grafeno inducido por laser, correspondientes a cinco me-
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diciones independientes por cada biosensor. En conjunto, estas mediciones permiten una evaluacion
representativa de la reproducibilidad estructural del material.

Las muestras fueron fijadas sobre portaobjetos de vidrio con cinta doble faz y enfocadas con
objetivo de 10x bajo iluminacion de luz blanca. Los espectros Raman se adquirieron configurando
tiempos de exposicion de 1 s con multiples acumulaciones y correcciéon de fluorescencia mediante
ajuste polinomial, con el fin de optimizar la relacion sefial-ruido. Finalmente, los espectros obtenidos
permitieron la identificacion de las bandas caracteristicas D, G y 2D del material y su posterior
analisis estructural [68].

6.0.9. Evaluacion del método de funcionalizacion

Para cada estrategia de funcionalizacion se fabricaron y evaluaron tres sensores independientes
(n = 3). La caracterizacion electroquimica de los sensores se realizdé mediante espectroscopia de im-
pedancia electroquimica (EIS) durante las diferentes etapas de modificacion superficial: superficie
funcionalizada, inmovilizacioén del anticuerpo y bloqueo con BSA. A partir de los diagramas de Ny-
quist obtenidos, se determinaron los valores de resistencia de transferencia de carga (R.) mediante
ajuste al circuito equivalente correspondiente.

Se evaluaron dos estrategias de modificacion superficial del LIG: (i) una funcionalizacion me-
diante incorporacion de acido pireno butirico (PBA) y (ii) una modificacién superficial basada
unicamente en tratamiento electroquimico con NaOH, sin uso de ligando. En ambos métodos, la
inmovilizacidon covalente del anticuerpo se realizé mediante quimica de acoplamiento EDC/NHS.

Posteriormente, se realizd un analisis estadistico descriptivo de los valores de R., calculando
el promedio, la desviacidon estandar (SD) y el coeficiente de variacion (CV) para cada etapa de
funcionalizacion. Estos parametros fueron utilizados para evaluar la estabilidad electroquimica y
reproducibilidad intersensor de cada estrategia evaluada.

6.0.10. Funcionalizacion de los electrodos LIG

La funcionalizacion de los electrodos de grafeno inducido por laser (LIG) se realizé mediante ac-
tivacion electroquimica y modificacion quimica superficial para permitir la inmovilizacion covalente
del anticuerpo monoclonal anti-NS1 del virus del dengue.
6.0.10.1. Limpieza y modificacion superficial del LIG

Reactivos

= Solucién de NaOH 0.1 M

= Agua tipo |

Procedimiento
Se depositaron 75 uL de NaOH 0.1 M sobre la zona activa del sensor delimitada por la méscara

dieléctrica. Posteriormente, se realizd una voltametria ciclica utilizando los parametros mostrados
en la Tabla 6.2.



29

Cuadro 6.2: Parametros de voltametria ciclica para activacion electroquimica del LIG

Parametro Valor
Tiempo de equilibrio 3s
Potencial inicial 0.6V
Potencial vértice 1 -0.6 V
Potencial vértice 2 0.6V
Paso de potencial 0.01V
Velocidad de barrido  0.05 V/s
Numero de ciclos 15
0.10-
0.05 _
g = \L}"qu/
< 0.004 RN
E 4 i
~
c
® ]
5 0,05
0.10]
-0.15:
05 04 02 U0 OF O& 106
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Figura 6.2: Voltametria ciclica realizada en solucion de NaOH 0.1 M .

Finalizada la prueba, la solucion fue retirada y los electrodos se lavaron cuidadosamente con
agua tipo L.

6.0.10.2. Activacion quimica mediante EDC/NHS

Preparacion de soluciones

= EDC 0.1 M: disolucién de 19.17 mg de EDC en 1 mL de buffer MES 0.5 M (pH 6.0).

= NHS 0.1 M: disolucién de 11.51 mg de NHS en 1 mL de buffer MES 0.5 M (pH 6.0).
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Posteriormente, ambas soluciones fueron mezcladas en proporcion 1:1 para obtener una solucién
final de EDC 0.05 M y NHS 0.05 M.

Procedimiento

Se depositaron 8 uL de la solucion EDC/NHS sobre el electrodo de trabajo y se incubd durante
20 minutos a temperatura ambiente en un recipiente cubierto y protegido de la luz. Posteriormente,
el exceso de solucidn fue retirado cuidadosamente con micropipeta.

6.0.10.3. Inmovilizacion del anticuerpo anti-NS1

Reactivos

= Anticuerpo monoclonal anti-NS1 (20 pug/mL)

= PBS

Procedimiento

Se depositaron 6 uL de anticuerpo monoclonal anti-NS1 sobre el electrodo de trabajo y se incubd
durante 3 horas a 4 °C en un recipiente cerrado con humedad controlada para evitar evaporacion.
Posteriormente, los electrodos fueron lavados cuidadosamente con PBS utilizando micropipeta, evi-
tando el contacto directo del chorro sobre la superficie funcionalizada.

6.0.10.4. Bloqueo con BSA

Reactivos

= BSA al 1% en PBS

Procedimiento

Se deposito solucion de BSA al 1 % sobre el electrodo de trabajo y se incub6 durante 30 minutos
a 4 °C. Posteriormente, los electrodos fueron lavados cuidadosamente con PBS.
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Figura 6.3: Deposito de solucidon de BSA sobre el electrodo de trabajo durante la etapa de bloqueo
de superficie.

6.0.10.5. Caracterizacion electroquimica basal

Con el fin de verificar la reproducibilidad electroquimica de los sensores funcionalizados, se
realizaron mediciones de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) utilizando una solucion
redox de ferri/ferrocianuro.

Reactivos

= Soluciéon de K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] 2 mM preparada en PBS

Procedimiento

Se depositaron 75 uL de la solucion redox cubriendo completamente la celda electroquimica. Las
mediciones EIS se realizaron utilizando los parametros mostrados en la Tabla 6.3.
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Figura 6.4: Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) del sistema en estado basal tras

la modificacion superficial con BSA, evidenciando el comportamiento interfacial del electrodo de
grafeno inducido por laser (LIG).

Cuadro 6.3: Parametros de EIS utilizados durante la caracterizacion electroquimica

Parametro Valor
Tiempo de equilibrio 10s
Potencial DC 0.0V
Amplitud AC 0.01V
Rango de frecuencia 150 kHz -2 Hz
Numero de frecuencias 54
Medicién vs OCP Activada

6.0.10.6. Interaccién con la proteina NS1 y medicién electroquimica final

Se depositaron 6 uL. de solucion de proteina NS1 recombinante a la concentracion correspondiente
sobre el electrodo de trabajo. Posteriormente, se incub6 durante 1.5 horas a 4 °C en un recipiente
hiimedo. Finalizada la incubacion, los electrodos fueron lavados cuidadosamente con PBS para
eliminar especies no unidas de forma especifica.

Luego de la etapa de incubacion, se afiadieron nuevamente 75 uL. de solucién ferri/ferrocianuro
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2 mM vy se realizaron mediciones de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) bajo las
mismas condiciones experimentales previamente descritas.
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Figura 6.5: Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) del sensor tras la interaccion con la
proteina NS1, evidenciando el incremento en la resistencia de transferencia de carga asociado a la
formacion del complejo antigeno—anticuerpo.

La interaccion antigeno—anticuerpo fue evaluada mediante el andlisis del incremento en la resis-
tencia de transferencia de carga (Rc:), el cual refleja la modificacion de la interfase electrodo—solucion
tras la union especifica de la proteina NS1.

6.0.11. Construccion de la curva de calibracion

La curva de calibracion del biosensor fue construida utilizando cinco concentraciones de la pro-
teina NS1 del virus del dengue serotipo 2 (DENV-2): 1, 10, 50, 100 y 200 ng/mL. Para cada punto
de concentracion se emplearon tres sensores independientes, obteniendo posteriormente el promedio
y la desviacion estandar del cambio en la resistencia de transferencia de carga (ARc).

El pardmetro analitico utilizado correspondio al cambio en la resistencia de transferencia de carga
calculado a partir de las mediciones obtenidas mediante espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIS), segun la siguiente expresion:
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AR = Rct,final - Rct,inicia/ (62)

donde Rctiniciar corresponde a la resistencia de transferencia de carga posterior al proceso de
funcionalizacion y bloqueo con BSA, mientras que Rctfinar corresponde al valor obtenido después
de la incubacion con la proteina objetivo.

Nyquist (overlay) con fits
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Figura 6.6: Ajuste de los espectros de impedancia electroquimica mediante un circuito equivalente de
Randles modificado(CPE), mostrando la diferencia entre los valores de R.: inicial y final utilizados
para el calculo de ARc:.

Los valores de R.: fueron obtenidos mediante ajuste de los espectros de impedancia a un circui-
to equivalente de Randles modificado con elemento de fase constante (CPE). La calidad del ajuste
de los espectros de impedancia fue evaluada mediante el coeficiente de determinacion (R?) y el
error cuadratico chi-cuadrado reducido (x?), parametros comunmente empleados para validar la
concordancia entre los datos experimentales y el circuito equivalente seleccionado. Adicionalmente,
la seleccion del circuito de Randles modificado con elemento de fase constante (CPE) se fundamentd
en su capacidad para representar superficies electroquimicas no ideales, asociadas a heterogeneidad
superficial y distribucion no uniforme de constantes de tiempo, caracteristicas cominmente repor-
tadas en electrodos basados en materiales carbonosos porosos [94]. Posteriormente, se realizd el
ajuste lineal de la curva de calibracion utilizando los valores promedio de AR. y sus respectivas
desviaciones estandar para cada concentracion evaluada, obteniendo la ecuacion de calibracion, la
pendiente analitica (m) y el coeficiente de determinacion (R?).

Adicionalmente, con el fin de evaluar la reproducibilidad intersensor para cada concentracion,
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se calculo el coeficiente de variacion porcentual ( %CV) a partir de la relacion entre la desviacion
estandar y el valor promedio de AR.:. Finalmente, para determinar si las diferencias observadas
entre las concentraciones evaluadas correspondian a cambios estadisticamente significativos en la
respuesta electroquimica del biosensor, se realizé un analisis de varianza de una via (ANOVA),
considerando un nivel de significancia de a = 0,05 [95].

6.0.12. Determinacion del limite de deteccion y limite de cuantificacion

Para la determinacion del limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) se realiza-
ron mediciones blanco utilizando sensores funcionalizados y bloqueados con BSA, los cuales fueron
sometidos a las mismas condiciones experimentales de incubacion empleadas para la deteccion de
la proteina NS1, pero sin adicionar la proteina objetivo. Posteriormente, se calcularon los cambios
de AR asociados al blanco experimental.

A partir de las mediciones blanco se obtuvo el promedio y la desviacion estandar correspondiente,
utilizando esta ultima para el calculo del LOD y LOQ segun las expresiones analiticas convencionales
reportadas para métodos de calibracion [96]:

top =2 (6.3)
m
10

Loq =2 (6.4)
m

donde o corresponde a la desviacion estandar del blanco y m corresponde a la pendiente de la
curva de calibracion.

Posteriormente, con el fin de contextualizar el desempefio analitico del sistema desarrollado frente
a tecnologias reportadas para la deteccion de NS1 del virus del dengue, se realizé una comparacion
bibliografica con métodos convencionales de referencia, incluyendo ELISA y RT-PCR, asi como con
inmunosensores electroquimicos reportados recientemente en la literatura, considerando parametros
como limite de deteccion, tipo de matriz analizada, tiempo aproximado de respuesta y requerimiento
de marcadores electroquimicos.

6.0.13. Evaluacion de selectividad

La selectividad del biosensor fue evaluada mediante ensayos de reactividad cruzada utilizando
proteinas asociadas a otras enfermedades virales. Para ello, se emplearon proteinas recombinantes
correspondientes a SARS-CoV-2 (COVID-19), virus de Epstein-Barr (EBV) y virus del papiloma
humano (VPH).

Para cada enfermedad interferente se utilizaron tres sensores independientes, los cuales fueron
sometidos a las mismas condiciones de funcionalizacion, incubaciéon y medicion empleadas para
la deteccion de la proteina NS1 del dengue. Posteriormente, se calcularon los valores promedio y
desviaciones estdndar de AR obtenidos para cada proteina interferente.

Por consecuente, con el fin de evaluar estadisticamente la respuesta del biosensor frente a las
proteinas no diana, se realizd un analisis de varianza de una via (ANOVA) sobre los valores de
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AR.: obtenidos para cada proteina heterdloga. Posteriormente, se realizaron pruebas t de Student
para dos muestras independientes, comparando la respuesta obtenida frente a la proteina objetivo
NS1 con cada una de las proteinas interferentes evaluadas, considerando un nivel de significancia

de a = 0,05 [95].
6.0.14. Preparacion de saliva artificial
Para la evaluacion preliminar del biosensor en una matriz simulada, se prepar6 una solucién de

saliva artificial utilizando agua tipo I como solvente.

Cuadro 6.4: Composicion de la saliva artificial utilizada durante pruebas experimentales.
Componente Concentracion final (mM)

KCl 17.98

NaCl 429

NaH;PO4- H,0 1.95

[42, 43] Na;HPO4 1.95
NaHCOs3 3.27

CaCl; 1.10

MgCl; - 6H,0 0.08

Urea 3.33

H;SO4 0.50

El pH final de la solucion fue ajustado a 7.2.

6.0.15. Prueba de concepto en matriz de saliva artificial

Con el fin de realizar una evaluacion preliminar del desempefio del biosensor en una matriz
simulada, se prepard una solucion de saliva artificial adicionada con proteina NS1 del virus del
dengue serotipo 2 a una concentracion final de 30 ng/mL.

Para esta prueba se utilizaron 12 sensores independientes, los cuales fueron sometidos al mismo
protocolo de funcionalizacién, incubacidén y medicion electroquimica previamente descrito. Poste-
riormente, se determind el cambio en la resistencia de transferencia de carga (AR.;) de cada sensor
mediante espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS).

A partir de la ecuacion obtenida en la curva de calibracion, se estim6 la concentracion equi-
valente correspondiente al AR medido para cada sensor. Posteriormente, se calculo el porcentaje

de recuperacion (recovery) respecto a la concentracion teodrica de 30 ng/mL utilizando la siguiente
expresion:

C .
Recovery(%) = ~experimental 45

(6.5)
teorica
donde Cexperimentai corresponde a la concentracion calculada mediante la ecuacion de calibracion

y Cteorica corresponde a la concentracion nominal de 30 ng/mL preparada en la matriz de saliva
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artificial.

Finalmente, los porcentajes de recuperacion obtenidos para cada sensor fueron comparados gra-
ficamente respecto al valor ideal de recuperacion del 100 %, con el fin de evaluar el desempefio
analitico del biosensor en una matriz compleja simulada.






CariTtulo 7

Resultsdos y Discusion

7.0.1. Seleccion del método de funcionalizacion

Los resultados del analisis estadistico descriptivo se muestran en la Tabla 7.1. Los sensores
tratados con NaOH presentaron valores bajos y homogéneos de R.: en la superficie inicial, seguidos
de un incremento progresivo tras la inmovilizacién del anticuerpo y el posterior bloqueo con BSA.
Este comportamiento es consistente con la formacion escalonada del inmunosensor, ya que cada
modificacién superficial genera una mayor dificultad en la transferencia electronica.

En contraste, los sensores tratados con PBA presentaron una alta variabilidad en los valores de
R, evidenciada por coeficientes de variacion elevados y respuestas inconsistentes entre sensores,
incluyendo cambios no uniformes después de la modificacion con anticuerpo y BSA.

Cuadro 7.1: Comparacién estadistica de los valores de R.: para los métodos evaluados (n = 3
sensores por grupo).

Método Etapa Promedio R SD | CV (%)
PBA Inicial 709.83 557.44 78.53
PBA Anticuerpo 634.51 165.31 26.05
PBA BSA 922.24 204.13 22.13

NaOH Inicial 12.11 6.57 54.26
NaOH | Anticuerpo 20.24 5.48 27.08
NaOH BSA 62.55 13.24 21.16

La Figura 7.1 presenta diagramas de Nyquist representativos obtenidos para los sensores tratados
con PBA y NaOH durante las diferentes etapas de la funcionalizacion.
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Figura 7.1: Diagramas de Nyquist representativos de los sensores funcionalizados mediante PBA y
NaOH durante las diferentes etapas de la funcionalizacion.

En términos estadisticos y electroquimicos, el tratamiento sin ligando, realizando la limpieza con
NaOH present6 una menor dispersion de los datos y un comportamiento mas uniforme entre réplicas
experimentales en comparacion con el uso de PBA, lo que permitid seleccionar este método como
la estrategia mas adecuada para la construccion del biosensor. Ademas, el incremento progresivo de
Rc: observado en las etapas de anticuerpo y BSA confirma una modificacion superficial mas estable
y reproducible, acorde con el comportamiento esperado para la formaciéon de un inmunosensor
electroquimico.
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7.0.2. Caracterizacion estructural por espectroscopia Raman

La caracterizacion estructural del grafeno inducido por laser (LIG) se realizé mediante espec-
troscopia Raman con el fin de evaluar las propiedades grafiticas y la reproducibilidad del material
empleado en los biosensores. Para ello, se adquirieron un total de 15 espectros Raman independientes
correspondientes a tres biosensores diferentes, realizando cinco mediciones sobre distintas regiones
de la superficie de cada sensor. A partir de estos espectros se obtuvieron los valores promedio y la
desviacion estandar de las bandas caracteristicas del material.

Los resultados evidenciaron las bandas caracteristicas del carbono grafitico en 1349.83 + 1.64
cm™ (D), 1583.44 = 1 cm™ (G) y 2699.38 = 2.91 cm™" (2D). La banda G se asocia a vibraciones del
carbono sp? en redes grafiticas, mientras que la banda D esta relacionada con defectos estructurales
y bordes presentes en el material. Asimismo, la presencia de la banda 2D confirma la existencia de
dominios grafénicos con cierto grado de apilamiento [97, 98].
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Figura 7.2: Espectro Raman representativo del electrodo de grafeno inducido por laser (LIG), donde
se observan las bandas D, G y 2D caracteristicas del material.

Los parametros estructurales obtenidos a partir del analisis Raman mostraron una relacion
Ip/ls = 0,61 + 0,16 y una relacion l2p/lc = 0,58 + 0,06. La relacion /p/ls indica un nivel mo-
derado de defectos estructurales, caracteristico del grafeno inducido por laser, donde la formacion
de bordes, poros y dominios sp? parcialmente desordenados incrementa la densidad de sitios elec-
troquimicamente activos. Por su parte, el valor de /2p//s sugiere una estructura multicapa con
apilamiento desordenado, en lugar de grafeno monocapa, confirmando la naturaleza parcialmen-
te grafitica del material y su relevancia para aplicaciones electroquimicas debido a su alta area
superficial y actividad interfacial [97, 98].

7.0.3. Area electroactiva del electrodo LIG

A partir del andlisis voltamétrico del sistema ferri/ferrocianuro en PBS en el rango de 0.05 a
0.30 V/s, se obtuvo una relacion lineal entre la corriente pico anddica (ip) y la raiz cuadrada de la
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velocidad de barrido (v/?), comportamiento caracteristico de un proceso controlado por difusion
en sistemas redox [91]. Mediante la pendiente de dicha relacién y la ecuacion de Randles—Sevcik, se
determiné un area electroactiva aparente de 0,916 cm?. Adicionalmente, se obtuvo una separacion
de potencial pico (AE, = 96 mV) y una relacion de corrientes pico Iyo/Ipc de 1.06, indicando
un comportamiento cuasi-reversible del sistema redox y una cinética de transferencia electronica
adecuada [92, 93].

El area electroactiva obtenida es significativamente mayor que el area geométrica del electrodo
(0,126 cm?), lo cual se atribuye a la elevada rugosidad superficial, la porosidad y la arquitectura
tridimensional multicapa del grafeno inducido por laser, caracteristicas que incrementan la superficie
electroquimicamente activa disponible para la transferencia de carga [92, 68].

7.0.4. Consideraciones sobre la caracterizacion superficial del LIG

La caracterizacion realizada mediante espectroscopia Raman permitié evaluar indirectamente la
estructura grafitica y el nivel de defectos presentes en el LIG, mientras que la espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS) permitié analizar los cambios electroquimicos asociados al proceso
de funcionalizaciéon y modificacidén superficial del biosensor. Sin embargo, estas técnicas no per-
miten describir completamente aspectos relacionados con la morfologia, porosidad, homogeneidad
superficial o composicidén quimica detallada del material funcionalizado.

Técnicas complementarias como microscopia electronica de barrido (SEM) podrian emplearse
para evaluar la morfologia y porosidad superficial del LIG [99], mientras que la microscopia de
fuerza atdmica (AFM) permitiria analizar la rugosidad y uniformidad superficial [ 100]. De igual
manera, técnicas como espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) y FTIR podrian utilizarse
para estudiar la composicion quimica superficial y confirmar la presencia de grupos funcionales
asociados al proceso de funcionalizacion e inmovilizacion del anticuerpo [101, 102]. Adicionalmente,
el mapeo Raman permitiria evaluar la homogeneidad estructural del LIG sobre toda la superficie
del electrodo, asi como posibles variaciones espaciales asociadas al numero de capas y distribucion
de defectos [103].

Aunque estas técnicas no fueron implementadas en el presente trabajo, su incorporacion en
estudios futuros permitiria obtener una caracterizacion fisicoquimica mas completa del material y
complementar los resultados electroquimicos obtenidos.

7.0.5. Validacion del modelo electroquimico y calidad del ajuste

Con el fin de evaluar la confiabilidad del modelo electroquimico empleado para la extraccion de
los parametros de impedancia, se analizaron los indicadores estadisticos de calidad correspondientes
a los 30 ajustes realizados durante la construccion de la curva de calibracion, considerando tanto las
mediciones previas a la incubacion con la proteina objetivo (BSA) como las mediciones posteriores
a la formacion del inmunocomplejo.
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Cuadro 7.2: Parametros estadisticos del ajuste del circuito equivalente de Randles modificado con
CPE para los espectros de impedancia empleados en la construccién de la curva de calibracion
(n = 30 ajustes).

Parametro Promedio Desviacion estandar
R? 0.99993 2,33 X 107
X 4,24 X 107 1,53 X 107

Adicionalmente, la Figura 7.3 presenta un ejemplo representativo del ajuste experimental obte-
nido mediante el circuito equivalente seleccionado.
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Figura 7.3: Ejemplo representativo del ajuste de los espectros de impedancia electroquimica median-
te un circuito equivalente de Randles modificado con elemento de fase constante (CPE), mostrando
la concordancia entre los datos experimentales y el modelo ajustado.

Los resultados mostraron un coeficiente de determinacion promedio de R? = 0,99993+2,33X107
y un error chi-cuadrado promedio de x* = (4,24 + 1,53) X 107°, evidenciando una alta concordancia
entre los datos experimentales y el circuito equivalente seleccionado. Estos resultados respaldan la
capacidad del modelo electroquimico empleado para describir adecuadamente la respuesta interfacial
del sistema y permiten una extraccion confiable de los valores de resistencia de transferencia de carga
(Rct) utilizados en los andlisis posteriores.

La incorporacion del elemento de fase constante (CPE) permitio modelar el comportamiento
capacitivo no ideal de la interfaz electrodo—electrolito, asociado a heterogeneidades superficiales,
rugosidad y distribucidén no uniforme de constantes de tiempo, caracteristicas cominmente repor-
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tadas en materiales carbonosos porosos y sistemas electroquimicos basados en grafeno [94]. Aunque
en el presente estudio no se realiz6 una comparaciéon formal con circuitos equivalentes alternativos
ni se incluyeron diagramas de Bode, los indicadores estadisticos obtenidos y la concordancia visual
observada en los ajustes sugieren que el modelo de Randles modificado con CPE representa ade-
cuadamente el comportamiento electroquimico del biosensor bajo las condiciones experimentales
evaluadas.

7.0.6. Curva de calibracion

La Tabla 7.3 presenta los valores promedio de AR.: obtenidos para cada concentracion evaluada
de la proteina NS1 del virus del dengue serotipo 2, junto con su respectiva desviacion estandar.

Cuadro 7.3: Promedio de la respuesta electroquimica del biosensor para cada concentracion de
proteina NS1, junto con la desviacidn estandar y el coeficiente de variacion intersensor.
Concentracion (ng/mL) AR.: ) SD () CV (%)

1 0.776 0.449 57.879
10 5.232 0.390 7.460
50 9.967 0.757 7.597
100 15.098 1.373 9.096

200 29.672 3.266 11.008

A partir de los datos experimentales se obtuvo una pendiente de calibracion de:

m =0,1360 Q/(ng/mL) (7.1)

Posteriormente, se realizo el ajuste lineal de la curva de calibracion utilizando los valores prome-
dio de AR para cada concentracion evaluada. La Figura 7.4 muestra la relacion entre la concen-
tracion de la proteina NS1 y la respuesta electroquimica del biosensor, expresada como el cambio en
la resistencia de transferencia de carga (AR.). Los datos experimentales presentaron un compor-
tamiento lineal descrito por la Ecuacion 7.2, con un coeficiente de determinacion de R* = 0,9866.

AR = 0,136C + 2,3276 (7.2)

Los resultados obtenidos evidenciaron un incremento progresivo del AR, a medida que aumento

la concentracidon de proteina NS1, lo cual indica una respuesta electroquimica dependiente de la
concentracion del analito objetivo. Este comportamiento es consistente con el mecanismo esperado
de deteccion inmunoldgica mediante EIS, donde la formacion del complejo antigeno-anticuerpo sobre
la superficie del electrodo genera una mayor oposicion a la transferencia de carga del sistema redox.
La pendiente obtenida para la curva de calibracion (m = 0,1360 Q/(ng/mL)) representa la
sensibilidad analitica del biosensor dentro del rango evaluado, indicando que por cada incremento
unitario en la concentracion de proteina NS1, la resistencia de transferencia de carga aumenta en
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Figura 7.4: Curva de Calibracion

promedio 0,136 Q. Este comportamiento confirma la capacidad del sistema para transducir cambios
en la concentracion del analito en una sefial electroquimica cuantificable.

Adicionalmente, la curva de calibracion presentd un coeficiente de determinacion de R* = 0,9866,
evidenciando una alta correlacion lineal entre la concentracion de la proteina NS1 y la respuesta elec-
troquimica del biosensor dentro del rango evaluado (1-200 ng/mL). Previo a la aplicacién del analisis
de varianza (ANOVA), se evaluo la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro—Wilk
para cada una de las concentraciones analizadas. Los resultados obtenidos no mostraron evidencia
suficiente para rechazar la hipétesis de normalidad en ninguno de los grupos evaluados (p > 0,05),
por lo que se considerd apropiado el empleo de pruebas estadisticas paramétricas para comparar las
respuestas electroquimicas entre concentraciones. El analisis estadistico mediante ANOVA de una
via mostré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de concentracién evaluados
(F=138,44, p = 1,04 X 107®), confirmando que el incremento observado en AR, responde de
manera dependiente a la concentracion del analito dentro del rango estudiado y no puede atribuirse
exclusivamente a la variabilidad experimental del sistema.

Asimismo, el analisis de reproducibilidad intersensor, evaluado mediante el coeficiente de varia-
cion (CV), mostro valores comprendidos entre 7.46 % y 11.01 % para el rango de 10 a 200 ng/mL,
indicando una adecuada repetibilidad experimental entre biosensores fabricados bajo las mismas
condiciones. Aunque la dispersion absoluta de la sefial, expresada como desviacion estandar, tendid
a incrementarse con la concentracion del analito, el comportamiento relativo permanecié estable
dentro del rango cuantificable del sistema. En contraste, para la concentraciéon de 1 ng/mL se ob-
tuvo un CV de 57.88 %, evidenciando una mayor variabilidad relativa en concentraciones cercanas
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al limite de deteccion, donde la relacion sefial/ruido y pequefas variaciones interfaciales adquieren
una influencia mas significativa sobre la respuesta electroquimica.

En conjunto, estos resultados evidencian que la plataforma desarrollada presenta una respuesta
electroquimica dependiente de la concentracion de proteina NS1, con adecuada linealidad, sensibi-
lidad analitica y reproducibilidad intersensor dentro del rango cuantificable evaluado, confirmando
la consistencia experimental de la arquitectura electroquimica propuesta bajo las condiciones de
prueba establecidas.

7.0.7. Determinacién del limite de detecciéon y cuantificacion

La Tabla 7.4 presenta el promedio de los valores obtenidos para las mediciones blanco realizadas
utilizando sensores funcionalizados y bloqueados con BSA en ausencia de la proteina objetivo.

Cuadro 7.4: Valores promedio del blanco experimental (BSA).
AR (Q) Desviacion estandar (Q)
0.202 0.250

A partir de la desviacion estandar del blanco experimental y la pendiente de la curva de cali-
bracion, se calcularon el limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) utilizando
las ecuaciones descritas previamente.

Cuadro 7.5: Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) del biosensor.

LOD (ng/ml)) LOQ (ng/ml)
5.511 18.370

Los resultados obtenidos demuestran que el biosensor presenta capacidad de deteccion dentro
del rango analitico evaluado, evidenciando una respuesta electroquimica reproducible frente a con-
centraciones crecientes de proteina NS1. El bajo valor de AR.: obtenido para el blanco experimental
sugiere una adecuada estabilidad de la superficie funcionalizada y una baja contribucion de sefiales
inespecificas asociadas al proceso de bloqueo con BSA.

Adicionalmente, la diferencia observada entre los valores de LOD y LOQ evidencia que, aunque el
biosensor es capaz de detectar concentraciones cercanas a 5.511 ng/mL, las mediciones cuantitativas
con mayor confiabilidad analitica se encuentran por encima de aproximadamente 18.370 ng/mL,
donde la senal presenta una relacidon sefial/ruido mas robusta y reproducible.

No obstante, estos parametros deben analizarse criticamente en relacion con las concentraciones
de proteina NS1 reportadas en saliva durante infecciones por dengue, las cuales se han descrito en
un rango aproximado de 0.5 a 41.5 ng/mL, con valores promedio cercanos a 3.8 ng/mL [4]. En este
contexto, el limite de deteccion obtenido en el presente trabajo se encuentra por encima del valor
promedio reportado en la literatura y de una fraccion del rango fisioldgico descrito, lo que sugiere
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que muestras clinicas con bajas concentraciones de NS1 podrian no generar una respuesta detectable
bajo las condiciones analiticas actuales.

Por ende, aunque los resultados obtenidos demuestran la factibilidad del sistema como una
prueba de concepto electroquimica en matriz simulada, el desempefio analitico alcanzado aun de-
be interpretarse dentro de un contexto preclinico, ya que el limite de deteccidon obtenido podria
restringir la identificacion de muestras con bajas concentraciones de NS1 dentro del rango salival
reportado en la literatura. Por ello, resulta relevante contextualizar el comportamiento del sistema
desarrollado frente a inmunosensores para deteccion de NS1 previamente reportados, con el fin de
establecer su posicionamiento analitico dentro del estado actual de la tecnologia.

7.0.8. Comparacion del desempeiio analitico con tecnologias reportadas

La Tabla 7.6 presenta una comparacion del desempeiio analitico del biosensor desarrollado frente
a tecnologias reportadas para la deteccion de la proteina NS1 del virus del dengue, incluyendo méto-
dos convencionales de referencia como ELISA y RT-PCR, asi como inmunosensores electroquimicos
descritos recientemente en la literatura. Para esta comparacion se consideraron parametros como
limite de deteccion, tipo de matriz analizada, tiempo aproximado de respuesta y requerimiento de
marcadores o etiquetas electroactivas.

Cuadro 7.6: Comparacion del desempefio analitico del biosensor desarrollado frente a tecnologias
reportadas para la deteccidon de dengue.

Tecnologia LOD Matriz Tiempo Label- Referencia
free

ELISA (NS1 391 ng/mL  Suero 2-5h No [104]

DENV-2)

RT-PCR 10*-10* Suero/plasma 3—6 h No [105]
GCE/mL

Sensor peptidico 0.2ng/mL  PBS ~30 min Si [53]

electroquimico

Sensor MIP impe- 0.3 ng/mL PBS ~20 min Si [64]

dimétrico

Sensor de carbono  0.18 ng/mL  Suero ~15 min Si [54]

poroso

Inmunosensor 0.38 ng/mL  Suero ~30 min Si [62]

AuNP/rGO

Este trabajo 5.511 Saliva ar- ~15min Si Este tra-

(LIG-EIS) ng/mL tificial bajo

RT-PCR detecta ARN viral y su limite de deteccion se expresa en equivalentes de copias genémicas por volumen,
por lo que no es directamente comparable con métodos basados en deteccion de proteina NSi.
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Como se observa en la Tabla 7.6, el biosensor desarrollado en este trabajo presentd un limi-
te de deteccion de 5.511 ng/mL para la proteina NS1 de DENV-2, valor que, aunque superior al
reportado para ensayos ELISA dirigidos al mismo biomarcador y serotipo (~3.91 ng/mL), se en-
cuentra dentro del rango de desempefio reportado para plataformas electroquimicas orientadas a la
deteccion de NS1 del virus del dengue. En comparacion con otros inmunosensores electroquimicos
reportados en la literatura, algunos sistemas presentan limites de deteccidon inferiores al obtenido
en este estudio, lo cual puede atribuirse al uso de arquitecturas mas complejas basadas en nanoma-
teriales funcionalizados, estrategias de amplificacion de sefal o etapas adicionales de modificacion
superficial.

En contraste, la plataforma desarrollada emplea una arquitectura /abel-free basada en espec-
troscopia de impedancia electroquimica sobre electrodos de grafeno inducido por laser fabricados
directamente sobre sustratos flexibles, lo que simplifica el proceso de fabricacion y favorece su po-
tencial integracion en futuras plataformas portatiles. Adicionalmente, aunque técnicas moleculares
como RT-PCR fueron incluidas como referencia diagnostica de uso clinico, estas detectan ARN viral
en lugar de biomarcadores proteicos como NS1, por lo que sus limites de deteccion no son direc-
tamente comparables con los obtenidos en el presente estudio. No obstante, su inclusion permite
contextualizar diferencias importantes en infraestructura requerida, complejidad operativa y tiempo
de respuesta frente a la plataforma electroquimica propuesta. En conjunto, estos resultados posicio-
nan el sistema desarrollado como una prueba de concepto electroquimica funcional, cuyo principal
aporte radica en la validaciéon experimental de la arquitectura propuesta y en la demostracion pre-
liminar de deteccion de NS1 en saliva artificial fortificada, aunque ain seran necesarias mejoras en
sensibilidad analitica y validaciones en matrices biolodgicas reales para aproximarse al desempefio de
tecnologias diagnosticas consolidadas.

7.0.9. Evaluacion y analisis de selectividad

La Tabla 7.7 presenta los valores promedio de AR.: obtenidos durante los ensayos de reactividad
cruzada frente a proteinas interferentes correspondientes a COVID-19, virus de Epstein-Barr (EBV)
y virus del papiloma humano (VPH). Complementariamente, la Figura 7.5 muestra la respuesta
electroquimica promedio obtenida para cada interferente en comparacion con los umbrales analiticos
correspondientes al limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) del biosensor. Con el
fin de comparar las respuestas electroquimicas obtenidas frente a las proteinas interferentes con los
umbrales analiticos del biosensor, los valores de LOD y LOQ expresados originalmente en unidades
de concentracion (ng/mL) fueron representados a sus sefiales equivalentes de AR. mediante la
ecuacion de calibracion obtenida experimentalmente.

Cuadro 7.7: Resultados de reactividad cruzada del biosensor frente a proteinas interferentes.

Enfermedad AR: (Q) Desviacion estandar (Q)
COVID-19 (200 ng/mL)  2.666 0.757
EBV (200 ng/mL) 2.616 1.147

VPH (200 ng/mL) 3.164 0.517




49

Controles Negativos

6,000

5,000 4,8250

4,000

3,0770Q

3,000 N ARct

ARct {Ohmios)

2,000 Loa

1,000

0,000

Covid (200ng/ml) EBV (200ng/ml} VPH (200ng/ml)

Enfermedad

Figura 7.5: Reactividad cruzada frente a proteinas interferentes en comparacion con las sefiales
equivalentes al limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ).

Previo a la aplicacion de las pruebas paramétricas, se evalud la normalidad de los datos mediante
la prueba de Shapiro—Wilk. Los resultados obtenidos para COVID-19 (W = 0,999, p = 0,945), EBV
(W =0,937, p=0,516) y VPH (W = 0,990, p = 0,804) no mostraron evidencia suficiente para
rechazar la hipotesis de normalidad (p > 0,05). En consecuencia, se considerd apropiado el empleo
de pruebas estadisticas paramétricas para el analisis comparativo de los grupos evaluados.

Los resultados del analisis de varianza de una via (ANOVA) no evidenciaron diferencias esta-
disticamente significativas entre las respuestas obtenidas para las proteinas heter6logas evaluadas
(F = 0,383, p = 0,698), indicando un comportamiento electroquimico comparable y consistente-
mente bajo frente a los diferentes interferentes seleccionados.

De manera complementaria, las pruebas t de Student realizadas entre la respuesta obtenida
para la proteina NS1 del dengue (200 ng/mL) y cada una de las proteinas interferentes mostraron
diferencias estadisticamente significativas en todos los casos, observandose valores de p = 0,0051
para COVID-19, p = 0,0054 para EBV y p =0,0051 para VPH. Estos resultados confirman que el
incremento de impedancia registrado para la proteina objetivo no puede atribuirse Unicamente a va-
riaciones experimentales o fenémenos inespecificos de adsorcion superficial, sino predominantemente
al reconocimiento inmunologico especifico antigeno—anticuerpo.

Los valores de AR.: obtenidos para las proteinas heterdlogas evaluadas se mantuvieron por
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debajo del limite de cuantificacion (LOQ) del biosensor, como se observa en la Tabla 7.7 y la
Figura 7.5. Adicionalmente, las respuestas registradas para COVID-19 y EBV fueron inferiores a la
sefal equivalente al limite de deteccion (LOD), mientras que la respuesta obtenida para VPH fue
ligeramente superior a dicho umbral. No obstante, esta respuesta permanecié muy por debajo del
LOQ y fue significativamente inferior a la observada para la proteina NS1 del dengue a la misma
concentracion. Bajo las condiciones experimentales estudiadas, estos resultados sugieren una baja
reactividad cruzada frente a las proteinas interferentes seleccionadas y evidencian una adecuada
capacidad de discriminacion del sistema inmunologico implementado dentro del conjunto limitado
de interferentes evaluados.

Sin embargo, la selectividad del biosensor en el nivel actual de desarrollo no puede considerarse
completamente validada desde una perspectiva diagnoéstica, ya que los ensayos de reactividad cruza-
da fueron realizados unicamente frente a proteinas recombinantes asociadas a SARS-CoV-2 (Spike),
virus de Epstein—Barr (gp350) y virus del papiloma humano (L1), debido a la disponibilidad limita-
da de otros antigenos recombinantes clinicamente mas relevantes para el contexto del dengue. Esta
limitacion resulta particularmente importante considerando que la proteina NS1 presenta homologia
antigénica entre diferentes flavivirus, fendmeno ampliamente reportado como una de las principales
fuentes de reactividad cruzada y de resultados falsos positivos en plataformas inmunodiagnosticas
para dengue [106]. En consecuencia, con el nivel experimental alcanzado en el presente estudio no
es posible afirmar selectividad especifica frente a flavivirus estrechamente relacionados, como virus
Zika, Chikungunya, fiebre amarilla o virus del Nilo Occidental, por lo que los resultados obtenidos
deben interpretarse como una validacion preliminar de selectividad dentro del conjunto restringido
de interferentes evaluados.

7.0.10. Prueba de concepto en saliva artificial

La Tabla 7.8 presenta los resultados obtenidos durante la prueba de concepto realizada utilizando
saliva artificial adicionada con proteina NS1 del virus del dengue serotipo 2 a una concentracion
nominal de 30 ng/mL.

Cuadro 7.8: Resultados obtenidos durante la prueba de concepto en saliva artificial.
Sensor AR.: (Q) Concentraciéon calculada (ng/mL) Recovery (%)

1 6.013 27.102 90.339
2 5.812 25.624 85.413
3 5.922 26.430 88.101
4 6.851 33.262 110.872
5 6.172 28.269 94.229
6 6.812 32.972 109.906
9 6.153 28.129 93.762
10 5.871 26.052 86.840
11 7.175 35.641 118.804

12 6.342 29.516 98.388
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Figura 7.6: Prueba de concepto

Los resultados obtenidos muestran que la mayoria de los sensores presentaron porcentajes de
recuperacion cercanos al valor ideal del 100 %, lo que sugiere que el biosensor fue capaz de detectar
la proteina NS1 en presencia de una matriz simulada de saliva manteniendo una respuesta analitica
consistente con la curva de calibracién previamente obtenida.

De acuerdo a la figura 7.6 los 12 sensores evaluados en la prueba de concepto en saliva ar-
tificial fortificada, 10 presentaron valores de recuperacion dentro del rango aceptable (80—120 %),
correspondiente a una tasa de concordancia experimental del 83.3 %. Los dos sensores restantes mos-
traron comportamientos anormales, atribuibles potencialmente a variaciones inherentes al proceso
de fabricacion y funcionalizacion del electrodo.

A pesar de estas variaciones, los resultados generales evidencian la viabilidad preliminar del
biosensor para la deteccion de proteina NS1 en matrices complejas simuladas, constituyendo una
prueba de concepto favorable para futuras validaciones utilizando muestras biologicas reales.






CariTtulo 8

Conclusiones

En el presente trabajo se desarrollé una prueba de concepto electroquimica basada en grafeno
inducido por laser (LIG) para la deteccion de la proteina NS1 del virus del dengue serotipo 2 me-
diante espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). La revision bibliografica y epidemiologica
realizada permitio justificar la seleccion de la proteina NS1 como biomarcador para el diagnostico
temprano del dengue debido a su presencia durante las fases iniciales de la infeccion y a su utilidad
ampliamente reportada en métodos diagnosticos. Asimismo, la seleccion del serotipo DENV-2 se
sustento6 en su relevancia epidemioldgica y circulacion reportada en Colombia.

El disefio y fabricacion del biosensor permitié obtener una plataforma electroquimica funcio-
nal basada en una configuracion de tres electrodos sobre sustrato de poliimida utilizando grafeno
inducido por laser. La caracterizacion Raman confirm6 la formacion de una estructura grafitica
multicapa con defectos moderados, evidenciada por las bandas D, G y 2D caracteristicas del LIG y
por una relacion Ip/lIs = 0,61 + 0,16, indicando una adecuada densidad de sitios electroquimica-
mente activos. Adicionalmente, el analisis electroquimico permitié determinar un area electroactiva
aparente de 0,916 cm?, superior al 4rea geométrica del electrodo, lo cual se atribuy6 a la elevada
rugosidad y porosidad superficial del material. La evaluacion comparativa de las estrategias de mo-
dificacion superficial mostrd que el tratamiento sin ligando, voltametria ciclica en NaOH presento
una respuesta electroquimica mas estable y reproducible que el tratamiento con ligando, usando
PBA, permitiendo seleccionar esta metodologia para la construccion final del inmunosensor.

La evaluacién analitica del biosensor evidencioé una respuesta electroquimica dependiente de la
concentracion de proteina NS1 en el rango de 1 a 200 ng/mL, observdndose un incremento pro-
gresivo del cambio en la resistencia de transferencia de carga (AR.) a medida que aumentaba la
concentracion del analito. El sistema present6 una adecuada linealidad, reproducibilidad intersensor
y baja reactividad cruzada frente a las proteinas heterdlogas evaluadas correspondientes a COVID-
19, virus de Epstein—Barr y virus del papiloma humano, obteniéndose un limite de deteccion (LOD)
de 5.511 ng/mL y un limite de cuantificacion (LOQ) de 18.370 ng/mL. No obstante, al compa-
rar estos parametros con las concentraciones de NS1 reportadas en saliva durante infecciones por
dengue, se observa que el LOD alcanzado se encuentra por encima de valores promedio descritos
clinicamente, lo que sugiere que muestras con bajas concentraciones fisiologicas del biomarcador
podrian no generar una respuesta detectable bajo las condiciones analiticas actuales. Asimismo,
aunque el biosensor fue capaz de detectar sefiales cercanas al limite de deteccion, las mediciones
cuantitativas mas confiables se obtuvieron por encima del LOQ, donde la relacion sefial/ruido pre-
sentd mayor estabilidad y reproducibilidad. De igual manera, aunque las pruebas de reactividad
cruzada realizadas evidenciaron una adecuada discriminacidon frente a las proteinas interferentes
disponibles experimentalmente, el alcance de selectividad del sistema atn es limitado, ya que no se



54 Capitulo 8. Conclusiones

evaluo frente a otros flavivirus antigénicamente relacionados, como Zika o fiebre amarilla, los cuales
representan una de las principales fuentes potenciales de reactividad cruzada en inmunodiagnostico
de dengue. En este contexto, los resultados obtenidos demuestran la factibilidad del sistema como
una prueba de concepto electroquimica para deteccion de NS1 en condiciones controladas utilizan-
do PBS y saliva artificial fortificada, aunque el desempefio alcanzado alin debe interpretarse dentro
de un contexto preclinico, siendo necesaria una futura validacion con muestras clinicas reales para
establecer sensibilidad, especificidad y capacidad diagndstica bajo condiciones fisioldgicas complejas.
Finalmente, la prueba de concepto realizada utilizando saliva artificial fortificada con proteina
NS1 permitié6 demostrar que el biosensor conserva capacidad de deteccion electroquimica en una
matriz simulada més compleja que PBS, obteniéndose porcentajes de recuperacion dentro del ran-
go aceptable de 80—120 % en la mayoria de los sensores evaluados, incluyendo 10 de los 12 sensores
analizados. Estos resultados evidencian una capacidad preliminar de cuantificacion bajo condiciones
controladas, aunque también reflejan la presencia de variabilidad intersensor asociada al proceso de
fabricacion y funcionalizacién de la plataforma electroquimica. No obstante, los resultados obteni-
dos corresponden inicamente a una validacion analitica preliminar realizada utilizando PBS, saliva
artificial y proteina recombinante NS1. Por esta razon, el presente trabajo no permite establecer
conclusiones sobre desempefio clinico, sensibilidad diagnoéstica o aplicabilidad en muestras reales de
pacientes. En consecuencia, seran necesarios estudios posteriores orientados a evaluar el comporta-
miento del biosensor en saliva humana real, incluyendo cohortes de pacientes positivos y negativos
para dengue, asi como la evaluacion de interferentes fisiologicos, variabilidad interindividual y com-
paraciones frente a metodologias diagnoésticas de referencia como ELISA y RT-PCR.
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Trsbsjos futuros y recomendsciones

El presente trabajo permiti6 desarrollar y evaluar un biosensor electroquimico basado en grafeno
inducido por laser para la deteccion de la proteina NS1 del virus del dengue en saliva artificial
fortificada. No obstante, debido al alcance experimental planteado, este desarrollo corresponde a la
implementacién de una arquitectura de biosensor previamente reportada en la literatura, por lo que
su aporte se enmarca principalmente como una adaptacion y validacion en condiciones controladas
de laboratorio. En este sentido, aun existen diferentes aspectos susceptibles de mejora y ampliacion
en futuras investigaciones, especialmente en relacion con la validacion clinica y la optimizacion de
la reproducibilidad del sistema.

Como principal trabajo futuro, se requiere avanzar hacia la validacion del biosensor en muestras
biologicas reales de saliva provenientes de pacientes con diagnéstico confirmado y negativo de dengue.
Esto permitird evaluar su desempefio en condiciones clinicas reales, considerando la complejidad de
la matriz bioldgica y la presencia de posibles interferentes, asi como establecer métricas de desempefio
como sensibilidad, especificidad y reproducibilidad bajo condiciones fisiologicas.

Adicionalmente, futuras investigaciones deben enfocarse en la optimizacién de los procesos de
funcionalizacion superficial, inmovilizacion de anticuerpos y condiciones electroquimicas de medi-
cion, asi como en la estandarizacién del proceso de fabricacion de los electrodos de grafeno inducido
por laser y del electrodo de referencia. Finalmente, la maduracion tecnologica del sistema (TRL)
requiere su transiciéon desde una validacion en laboratorio hacia pruebas en entorno relevante y
clinico, lo cual implica la integracion con electronica portatil, automatizacién de la lectura electro-
quimica y el desarrollo progresivo de una plataforma orientada a su escalamiento hacia un sistema
point-of-care.

El presente trabajo permitié desarrollar y evaluar un biosensor electroquimico basado en grafeno
inducido por laser para la deteccion de la proteina NS1 del virus del dengue en condiciones con-
troladas utilizando PBS y saliva artificial fortificada. No obstante, debido al alcance experimental
planteado, este desarrollo corresponde a una validacidén analitica preliminar de una arquitectura
electroquimica previamente reportada y adaptada al contexto de deteccion de NS1 en DENV-2,
por lo que aln existen diferentes aspectos susceptibles de ampliaciéon y optimizacion en futuras
investigaciones.

Como primera etapa de continuidad, se recomienda profundizar en la optimizacion analitica del
sistema electroquimico, especialmente en los procesos de funcionalizacion superficial, inmovilizacion
de anticuerpos y condiciones de medicion por EIS, con el proposito de mejorar la sensibilidad
del biosensor y disminuir el limite de deteccion hacia concentraciones mas cercanas a los rangos
fisioldgicos reportados para NS1 en saliva. Asimismo, seria relevante continuar la optimizacion y
estandarizacion del proceso de fabricacion de los electrodos de grafeno inducido por laser y del



56 Capitulo 9. Trabajos futuros y recomendaciones

electrodo de referencia, con el fin de reducir la variabilidad intersensor observada experimentalmente
y mejorar la reproducibilidad global del sistema.

Adicionalmente, futuras investigaciones deberian incluir estudios de selectividad frente a flavivi-
rus antigénicamente relacionados, tales como virus Zika, fiebre amarilla, virus del Nilo Occidental y
Chikungunya, debido a la posibilidad de reactividad cruzada asociada a la proteina NS1. La incor-

poracion de estos interferentes permitiria establecer con mayor rigurosidad el alcance inmunolégico
y diagnostico del biosensor antes de avanzar hacia validaciones clinicas en muestras bioldgicas reales.
De igual manera, seria importante incorporar técnicas complementarias de caracterizacion su-
perficial, como SEM, AFM, XPS o FTIR, que permitan correlacionar las propiedades morfologicas
y quimicas del LIG con el comportamiento electroquimico observado durante la funcionalizacién y
deteccion.

Una vez optimizados los parametros analiticos y evaluada la selectividad frente a flavivirus re-
lacionados, podria avanzarse hacia estudios utilizando saliva humana real proveniente de pacientes
positivos y negativos para dengue. Esto permitiria evaluar el desempefio del biosensor bajo condi-
ciones fisioldgicas complejas, considerando factores como proteinas salivales, enzimas, metabolitos,
viscosidad, biofouling y variabilidad interindividual, asi como determinar parametros clinicos de
desempefio como sensibilidad diagnoéstica, especificidad y reproducibilidad.

Finalmente, tras etapas mas robustas de validacidn analitica y clinica, podrian explorarse estra-
tegias de integracion electronica y automatizacion de lectura orientadas al desarrollo progresivo de
plataformas electroquimicas portatiles para aplicaciones diagndsticas tipo point-of-care.
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Estimscion de costos del dessrrollo

Cuadro 10.1: Materiales y reactivos utilizados en el desarrollo del biosensor

Material Cantidad / Volumen | Precio (USD)
Cinta De Poliimida 1000 unidades (MOQ) 1.50 c/u
EDC (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide) | 10 mg 234.38
NHS (N-hydroxysuccinimide) S5g 29.18
1-Pyrenebutyric acid lg 18.50
Tinta nanoparticulas de plata JS-A211 50 ml 350 — 3,750
Pasta Ag/AgCl (60/40) 50¢g 397.28
Anticuerpo NS1 Dengue (40263-MMO02) 100 uL 356
Proteina NS1 recombinante (40263-V0O7H) 100 ug 348
Bovine Serum Albumin (BSA) 10 g 179.30
NaOH 1L 52.97
K3[Fe(CN)s] 50¢g 63.17
K4[Fe(CN)s - 3H,0] 100 g 75.00
KCl 500 g 24.45
NaCl 1 kg 4,360
NaH;PO4- H,0O 500 g 7,167
Naz;HPO4 1 kg 17,555
NaHCO3 500 g 4,368
MgCl; - 6H,0 500 g 8,073
CaClz 2 mL 102
H2S04 1L 44.35
Urea 500 g 36.38

Nota: Los materiales mostrados corresponden a insumos comerciales ampliamente utilizados en bio-

sensores electroquimicos. Las referencias bibliogrdficas asociadas se presentan en la seccion de refe-
rencias [107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,

125].
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Cuadro 10.2: Equipos utilizados en el desarrollo del biosensor

Equipo

Precio (USD)

Ultracongelador Haier 578 L [126]
Refrigerador/Congelador Meling YCD-EL450 [127]
Estufa universal Memmert UN110 (108 L) [70]
RADWAG AS 220.R2 PLUS [77]

Agitador Vortex MX-S [79]

Minicentrifuga DLAB D1008 [78]

Microscopio Motic SMZ-171 [72]

Potenciostato PalmSens4 [74]

Medidor pH/ORP Hanna Edge [80]

VLS Desktop Model 2.30DT [71]

DXR3 Raman Microscope [73]

11,996 — 16,720
4,900
3,508
1,301

289
181
1,759
3,340
792
14,624
49,999
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