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Litro
Mililitro
Microlitro
Nanoémetro
Molar
Milimolar
Gramo
Miligramo
Microgramo
Nanogramo
Nanogramo por mililitro

Acroéonimos y Abreviaturas

AR Artritis reumatoide

BSA Albdimina sérica bovina

CV Voltametria ciclica

EDC  1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida

EIS Espectroscopia de impedancia electroquimica

ECSA  Area superficial electroquimicamente activa

LIG Grafeno inducido por laser

LOD  Limite de deteccién

LOQ  Limite de cuantificaciéon

MES  Acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico

NHS N-Hidroxisuccinimida

OCP  Potencial de circuito abierto

PBA  Acido 1-pirenebutirico

PBS Solucién salina tamponada con fosfatos

Ret Resistencia de transferencia de carga

SEM  Microscopia electrénica de barrido
Términos

(zlosario

Proteina Moléculas grandes y complejas que cumplen muchas funciones importantes en el cuerpo.

Son vitales para la mayoria de los trabajos que realizan las células y son necesarias para mantener

la estructura, funcién y regulaciéon de los tejidos y 6rganos del cuerpo
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Antigeno Sustancia o agente que el organismo reconoce como no propio. Puede tratarse de un
virus, de una bacteria, de toxinas. Pero, en algunos casos, el cuerpo puede confundirse y considerar
como sustancia extrana a una estructura propia.

Anticuerpo Proteinas que forman parte del sistema inmune, son herramientas para la defensa de
las células huésped.

Biomarcador Molécula bioldgica que se encuentra en la sangre, otros liquidos o tejidos del cuerpo,
y cuya presencia es un signo de un proceso normal o anormal, de una afecciéon o de una enfermedad.

Clitocina Proteinas de bajo peso molecular que transmiten informacion entre las células implicadas
en las respuestas inmunolégicas.

Linfocito Células que circulan en la sangre y son parte del sistema inmunologico. Hay dos tipos
principales de linfocitos: células T y células B. Las células B producen anticuerpos y las células T
son combatientes directos de los invasores extranos y también productoras de citoquinas.

Enzima Proteina que acelera la velocidad de una reaccién quimica especifica en la célula.

Macréfago Tipo de globulo blanco que rodea los microorganismos y los destruye, extrae las células
muertas y estimula la accién de otras células del sistema inmunitario.

Sinoviocito tipo fibroblasto Componente celular residente méas importante de la membrana si-
novial articular.

Osteoclasto son células multinucleadas especializadas en la resorciéon 6sea.
Osteoblasto Células responsables de la sintesis y mineralizacion de la matriz ésea.

Metaloproteinasas de la matriz Miembro de un grupo de enzimas que pueden descomponer las
protefnas, como el coldgeno, que se encuentran normalmente en los espacios entre las células de los
tejidos.

Sensibilidad diagndstica el porcentaje de personas con la enfermedad que la prueba identifica
correctamente.

Especificidad diagndstica el porcentaje de personas sin la enfermedad que la prueba descarta
correctamente.

Sensibilidad analitica representa la cantidad minima de sustancia en una muestra que puede
medirse con precision mediante un ensayo.

Especificidad analitica la capacidad de un ensayo para medir un organismo o sustancia en par-
ticular, en lugar de otros, en una muestra.

Enlace covalente enlace quimico que se forma cuando dos atomos no metalicos comparten pares
de electrones.
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Enlace ionico es un tipo de unién quimica basada en la atraccién electrostatica entre iones de

carga opuesta.

Analito es el componente (elemento, compuesto o ion) de interés analitico de una muestra. Son
especies quimicas cuya presencia o concentraciéon se desea conocer.






Resumen

Este proyecto propone el desarrollo de un bionanosensor electroquimico para monitorear de
forma no invasiva la actividad de la artritis reumatoide (AR) mediante la deteccion y cuantificacion
de un biomarcador selectivo en saliva. La AR, una enfermedad autoinmune que afecta a millones
y puede causar discapacidad severa, requiere un seguimiento constante que hoy resulta costoso,
invasivo, poco accesible y poco selectivo. Nuestra soluciéon busca eventualmente transformar este
panorama con una herramienta casera, rapida, precisa y facil de usar, que empodere al paciente y
optimice el diagnostico temprano y el control de la enfermedad.

Palabras Clave: Artritis reumatoide (AR), bionanosensor electroquimico, biomarcador, moni-
toreo no invasivo






Abstract

This project proposes the development of an electrochemical bionanosensor for the non-invasive
monitoring of rheumatoid arthritis (RA) activity through the detection and quantification of a
selective biomarker in saliva. RA is an autoimmune disease that affects millions of people worldwide
and can lead to severe disability if not properly monitored and treated. Current follow-up methods
are often costly, invasive, limited in accessibility, and lack sufficient specificity. The proposed solution
aims to transform this scenario by providing a rapid, accurate, user-friendly, and home-based tool
that empowers patients while supporting early diagnosis and improving disease monitoring and
management.

Keywords: Rheumatoid arthritis (RA), electrochemical bionanosensor, biomarker, non-invasive
monitoring.
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CAPITULO 1

Introducciéon

La Artritis Reumatoide o AR es una de las enfermedades reumaticas mas comunes a nivel mun-
dial. Esta afecta a miles de colombianos y tiene un impacto significativo en su calidad de vida. La
progresion de esta enfermedad puede llevar a la pérdida de la capacidad funcional y la indepen-
dencia de quienes la padecen. Esta condicién no solo impacta la calidad de vida, sino que también
incrementa el riesgo de muerte prematura [1]. Es de naturaleza fluctuante, es decir, cuenta con
periodos de remisiéon y brotes, que requieren de un monitoreo constante. Sin embargo, los métodos
actuales de monitoreo, como los exdmenes de sangre, imagenes diagnoésticas y cuestionarios son poco
especificos y sensibles. Ante esta problematica surge la necesidad de desarrollar alternativas mas
sensibles y especificas en torno al monitoreo de la AR [2],[3], [4].

Los bionanosensores electroquimicos para detectar y medir biomarcadores son cada vez mas co-
munes en nuestra vida diaria. Estos permiten medir concentraciones ultrabajas de analitos objetivos,
estos sensores han ganado una atencion significativa en muchos campos de aplicacion, incluyendo,
entre otros, los quimicos, biolégicos, médicos, industriales y agricolas, gracias a sus capacidades de
deteccion y cuantificaciéon de analitos en tiempo real. Las nuevas estrategias para disenar sensores
capaces de medir concentraciones extremadamente bajas de diferentes especies moleculares estan
impulsadas por la promesa de menores costos de fabricacion, sensibilidad y selectividad ultra altas,
bajo consumo de energia, respuesta en tiempo real, biocompatibilidad, capacidades in vitro y faci-
lidad de integracion con los procesos de fabricacion electrénica convencionales [5].

En este contexto, proponemos una investigacién centrada en el desarrollo de un bionanosensor
electroquimico. Esta propuesta busca ofrecer una herramienta de monitoreo mas accesible, sensible
y especifica, para detectar y cuantificar de manera selectiva un biomarcador molecular en saliva
asociado a la enfermedad. Esto permitiria un paso importante hacia el monitoreo de la artritis reu-
matoide evitando dafios irreversibles. Esperamos que esta propuesta tenga el potencial de no solo
mejorar el monitoreo temprano y eficaz, sino que también contribuya a reducir la mortalidad y dis-
capacidades asociadas a la AR, particularmente en paises con sistemas de salud con alta demanda
como en Colombia.

En este documento presentaremos la investigacion realizada, para el desarrollo de un bionanosen-
sor electroquimico, comenzando con el planteamiento del problema, su justificacién y los objetivos
propuestos. En este, abordaremos un marco teérico que cubrira las bases teéricas necesarias para el
desarrollo de este proyecto. Adicionalmente, presentaremos la estructura metodolégica, que abor-
dara la identificaciéon del biomarcador molecular confiable y clinicamente relevante para la AR en
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saliva al igual que el diseno, fabricacién, caracterizacion, optimizacién y validacién del bionanosensor
electroquimico y finalmente los resultados esperados de este proyecto.



CAPITULO 2

Planteamiento del Problema

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria, crénica y autoinmunitaria en la
que el sistema inmunolégico ataca principalmente las articulaciones sinoviales, pero que también
puede comprometer 6rganos como los pulmones, el corazon, los vasos sanguineos, la piel y los ojos
[6]. Esta afeccion afecta de forma desproporcionada a las mujeres —alrededor del 70 % de los casos—
y suele iniciarse en edades medias, afectando con mas frecuencia a personas mayores de 55 anos [7].

Segun el Global Burden of Disease Study (GBD), en el afio 2020 se estimé que 17,6 millones
de personas de todas las edades vivian con AR en el mundo. En Latinoamérica y el Caribe, el
nimero de casos prevalentes fue de 1,69 millones durante el mismo periodo [8]. Esta condicion no
solo deteriora la funcionalidad fisica del paciente, sino que también incrementa el riesgo de muerte
prematura, deteriorando significativamente la calidad de vida e independencia de quienes la padecen.

La progresion de la enfermedad puede llevar a deformidades articulares irreversibles, limitacién
funcional severa y complicaciones sistémicas. Por ello, la OMS ha incluido a la AR dentro de la ini-
ciativa “Rehabilitacion 20307, que busca integrar servicios de rehabilitacion a los sistemas nacionales
de salud, con un enfoque centrado en los sintomas, comorbilidades y factores modificables como la
nutricion y el ejercicio [9].

Desde una perspectiva econémica y ocupacional, la AR representa una amenaza para la esta-
bilidad financiera del paciente. En un estudio de 2008, se encontré que el 35% de los pacientes
diagnosticados dejaron de trabajar en los 10 anos posteriores al diagnostico [10]. Factores como la
ocupacioén, el peso corporal, el nivel de actividad fisica y el acceso a medicamentos influyen directa-
mente en el ritmo de progresiéon de la enfermedad.

Actualmente, la AR se entiende como una enfermedad altamente heterogénea y de curso varia-
ble, caracterizada por brotes de inflamacién activa y periodos de remisién. Para su seguimiento, se
han desarrollado indices validados como el DAS28, que incluye recuentos articulares, evaluaciéon del
paciente y biomarcadores como la proteina C reactiva (PCR) o la velocidad de sedimentacion glo-
bular (VSG) [4]. De estos, el DAS28-PCR ha ganado popularidad por su accesibilidad y capacidad

de respuesta a cambios en la inflamacion.

Sin embargo, se han identificado importantes limitaciones. A pesar de su uso extendido, milti-
ples estudios han evidenciado que una proporcién significativa de pacientes con AR activa presenta
niveles normales de PCR y VSG, lo que indica una discordancia entre los biomarcadores séricos y
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la inflamacion sinovial real [4],[11].

FEn este contexto, un estudio publicado en Frontiers in Medicine examiné la utilidad y limita-
ciones de la PCR, la VSG y el DAS28-PCR en relacion con hallazgos histopatologicos sinoviales.
Los resultados subrayan que, aunque la PCR muestra una relacién moderadamente fuerte con la
actividad inflamatoria, su valor como marcador aislado es limitado. Se concluye que es necesario in-
terpretar sus niveles con criterio y que se requieren mejores paneles de biomarcadores que permitan
una estratificacion mas precisa de la enfermedad y la identificacién de subgrupos de pacientes en
los que la inflamacion no puede medirse con precision mediante PCR [4].

Por tanto, evaluar la actividad de la AR de manera sensible, especifica, accesible y continua sigue
siendo un reto clinico. Las herramientas actuales, aunque validadas, presentan limitaciones practicas
que pueden conducir a una clasificacién errénea de la enfermedad, retraso en las decisiones clinicas
y mayor riesgo de dano estructural irreversible. Esta situacién evidencia la necesidad urgente de
desarrollar nuevas tecnologias portatiles de bajo costo que permitan el monitoreo no invasivo y fre-
cuente de biomarcadores complementarios, especialmente aquellos que puedan reflejar la actividad
de la enfermedad incluso cuando los marcadores convencionales estan en rangos normales.



CAPITULO 3

Justificacidon

Segun la Liga Panamericana de Asociaciones de Reumatologia, la artritis es la causa mas fre-
cuente de limitacion para los pacientes, superando a la enfermedad cardiaca, el cancer o la diabetes
mellitus, ya que, segun sus estudios, el 50 % de las personas con artritis reumatoide pueden llegar a
presentar discapacidad funcional y el 20 % discapacidad total sino son tratados a tiempo [12].

Su curso clinico, caracterizado por periodos de remisiéon y exacerbacién, requiere de un moni-
toreo constante y preciso para prevenir danos irreversibles. Sin embargo, las herramientas actuales
de seguimiento clinico presentan importantes limitaciones: los examenes de sangre como la PCR y
la VSG, asi como indices compuestos como el DAS28-PCR, no siempre reflejan fielmente el estado
inflamatorio del paciente, lo que puede conducir a una clasificacién errénea de la enfermedad y, en
consecuencia, a decisiones terapéuticas tardias o inadecuadas [4], [11].

Los estudios biologicos de medicion sérica de farmacos/metabolitos son méas precisos, pero no
estan disponibles para el estudio de todos los farmacos. Tienen la desventaja de ser métodos mas
costosos, invasivos, poco practicos para los pacientes y su interpretaciéon depende de la farmacoci-
nética de cada individuo y de las interacciones farmacologicas [13], [14], [15], [16]. Ademaés, reflejan
resultados de adherencia a corto plazo y pueden sobreestimar la adherencia a largo plazo porque
pueden estar influenciados por el efecto de «adherencia de bata blancay, fenémeno en el que los pa-
cientes mejoran temporalmente el cumplimiento de su tratamiento en los dias previos a una consulta
o evaluacion médica, generando resultados que no necesariamente representan su comportamiento
habitual de adherencia. [17].

Algunos autores han descrito que factores como la actividad de la enfermedad, las comorbi-
lidades, la relacién médico-paciente y la edad pueden influir en la adherencia al tratamiento far-
macologico [18]. La no adherencia al tratamiento reduce la efectividad de los farmacos, retarda la
recuperaciéon de la sintomatologia, permite la progresién de la enfermedad y crea la necesidad de
adicionar nuevas intervenciones y medicamentos para alcanzar un 6ptimo control de los sintomas
con el riesgo de generar interacciones farmacologicas y eventos adversos, asi como el incremento en
los costos [19], [20] . Ademas, afecta la calidad de vida y genera un incremento en el namero de
recaidas, de discapacidad y de mortalidad, [19], [21]. Se ha descrito que en Norteamérica el costo por
falta de adherencia esté estimado en 300 billones de ddlares por afio representado en costos evitables.

Debido a esto, el desarrollo de un bionanosensor electroquimico para la deteccién no invasiva
de la proteina 14-3-3 eta en saliva, biomarcador asociado con la actividad y progresion de la ar-
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tritis reumatoide, se presenta como una alternativa innovadora y asequible para el monitoreo de
esta enfermedad. Este tipo de tecnologia ofrece una variedad de ventajas en comparacién con los
exdmenes de sangre, como la facilidad de uso, bajo costo, rapidez en la obtencion de resultados y
la posibilidad de ser utilizada fuera del entorno hospitalario, asi como prescindibilidad de personal
especializado para el monitoreo. Lo que la hace especialmente adecuada para su implementacién en
entornos con recursos limitados o con dificil acceso a laboratorios especializados.

Adicionalmente, los avances en el desarrollo de bionanosensores electroquimicos y su integra-
cion con técnicas de deteccion altamente especificas, respaldan la viabilidad de este enfoque para
la evaluacion de biomarcadores clinicamente relevantes en fluidos no invasivos. La utilizacion de
saliva como matriz diagnostica no sélo mejora la comodidad del paciente, sino que también facilita
una mayor frecuencia en el seguimiento, promoviendo la adherencia al monitoreo y fortaleciendo el
control clinico de la enfermedad.

El desarrollo de este medio de monitoreo se fundamenta en la necesidad de contar con herra-
mientas practicas y confiables que permitan tanto a los pacientes como a los profesionales de la
salud tomar decisiones oportunas y personalizadas en el manejo de la artritis reumatoide . Este
dispositivo tiene el potencial de contribuir significativamente al logro de los objetivos terapéuticos
actuales, como la remisiéon o la baja actividad de la enfermedad, impactando positivamente en la
calidad de vida de los pacientes y en la sostenibilidad de los sistemas de salud.



CAPITULO 4

Objetivos

4.1.

Objetivo General

Desarrollar un bionanosensor electroquimico como herramienta potencial para el monitoreo ca-

sero, no invasivo y selectivo de la actividad de la artritis reumatoide en saliva.

4.2.

Objetivos Especificos

Identificar un biomarcador confiable y clinicamente relevante para la artritis reumatoide en
saliva.

Fabricar el prototipo de bionanosensor electroquimico para la deteccién especifica del biomar-
cador identificado.

Caracterizar la respuesta del bionanosensor electroquimico mediante técnicas electroquimicas.

Validar el desempeno del bionanosensor electroquimico como prueba réapida en condiciones de
laboratorio, utilizando material recombinante en saliva artificial.
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» Ingenieria - Investigacion y desarrollo.

5.2. Marco Teérico

5.2.1. Artritis Reumatoide
5.2.1.1. Generalidades de la artritis reumatoide

La artritis reumatoide o AR es un trastorno autoinmune, inflamatorio y sistémico que afecta
a las articulaciones sinoviales. Su etiologia no es clara, pero se sabe que hay factores genéticos y
ambientales que intervienen. La AR puede aparecer en cualquier edad, pero es mas comun entre los
40 y 60 anos y afecta mas a mujeres que a hombres [22].

Se pueden presentar sintomas como articulaciones sensibles, calientes e hinchadas, rigidez arti-
cular que generalmente empeora por las mananas y después de la inactividad, cansancio, fiebre y
pérdida del apetito [23].

La AR, en sus etapas tempranas tiende a afectar primero las articulaciones méas pequenas, es-
pecialmente las que unen los dedos de las manos con las manos y los dedos de los pies con los
pies, de forma simétrica y bilateral, los sintomas suelen extenderse a las munecas, las rodillas, los
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tobillos, los codos, la cadera y los hombros. De igual forma, hay multiples factores de riesgo que
incrementan la probabilidad de desarrollar esta enfermedad, entre los cuales se destacan el género
femenino, ya que la prevalencia es mayor en mujeres, la edad adulta media como etapa mas comin
de inicio, los antecedentes familiares de artritis reumatoide, el tabaquismo, que no solo eleva el
riesgo de aparicién sino que se asocia con una forma més severa, y el sobrepeso, que contribuye a la
inflamacion sistémica y, por ende, al aumento del riesgo de manifestacion de la enfermedad [22], [23].

Esta enfermedad es de naturaleza fluctuante, con periodos donde los sintomas varian en intensi-
dad o pueden aparecer y desaparecer, los periodos de mayor actividad de la enfermedad, denomina-
dos brotes, se alternan entre periodos de remisiéon relativa, cuando la hinchazén y el dolor se disipan
o desaparecen. Con el paso del tiempo, la artritis reumatoide puede provocar que las articulaciones
se deformen y salgan de lugar [23]. Adn no se conocen con certeza las causas de la AR; sin embargo,
se cree que su aparicion tiene una alta influencia por miltiples factores, entre ellos factores genéticos
como ser portador de ciertos alelos como HLA-DR4 y HLA-DR1 y ambientales como la exposicién
a virus o bacterias, que en individuos susceptibles, puede ocasionar una respuesta inmunitaria an6-
mala. En estos casos, el sistema inmunoldgico ataca las membranas sinoviales de las articulaciones,

lo que genera inflamacién crénica, engrosamiento sinovial y dano progresivo del cartilago y el hueso
23], [21].

5.2.1.2. Estructura de la articulacién sinovial

Para asimilar correctamente la fisiopatologia de la artritis reumatoide, es importante tener una
perspectiva general de los componentes estructurales de las articulaciones sinoviales, que son las
mas comunmente afectadas por esta enfermedad.

Una articulacién sinovial compuesta de varios componentes esenciales como el cartilago articular,
la membrana sinovial y los extremos 6seos. La articulacion contiene liquido sinovial , que permite
que las superficies Oseas se articulen entre si. La matriz extracelular estd compuesta de agua y
proteoglicanos (glicosaminoglicano y acido hialurénico). Las propiedades viscoelasticas del liquido
sinovial y su funcién inherente como lubricante y amortiguador se atribuyen en gran medida al
acido hialurénico. Cada uno de estos componentes son cruciales para el desempeno normal de la
articulacion, al igual que son blanco de los procesos inflamatorios caracteristicos de la AR. Como
consecuencia de esta inflamacién crénica, se produce la proliferaciéon de la membrana sinovial y la
formacién de tejido pannus, el cual invade progresivamente el cartilago y el hueso, favoreciendo el
dano articular. La Figura 5.1 ilustra los principales cambios estructurales y celulares asociados a
este proceso.|25].
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Figura 5.1: Comparacién entre una articulacion sinovial normal y una articulacién afectada por
artritis reumatoide con formaciéon de pannus.

[26]

A continuacion, se describen los principales componentes de la articulacion sinovial y sus funcio-
nes, con el fin de facilitar la comprension de los mecanismos patologicos involucrados en la artritis
reumatoide.

= Membrana sinovial: Es un revestimiento delgado y delicado, sirve como fuente importante
de nutrientes para el cartilago, ya que este es avascular. Ademaés, las células sinoviales sinte-
tizan lubricantes articulares como el acido hialurénico, asi como coldgeno y fibronectina, que
constituyen la estructura del intersticio sinovial [27].

La membrana sinovial se puede dividir en dos partes fundamentales

¢ Revestimiento sinovial: Normalmente, esta capa tiene un grosor de tan solo 1 a 3
células. En la AR, este revestimiento estd muy hipertrofiado (8 a 10 células de grosor).
Las principales poblaciones celulares de esta capa son fibroblastos y macrofagos [27].

e Area subintima de la membrana sinovial: Aqui se ubican los vasos sanguineos
sinoviales; esta area normalmente presenta muy pocas células. Sin embargo, en la AR, la
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zona subintima presenta una infiltracién importante de células inflamatorias, incluyendo
linfocitos T y B, macrofagos, mastocitos y células mononucleares que se diferencian en
osteoclastos multinucleados. Esta intensa infiltracion celular se acompana de neovasos
(angiogénesis). En la AR, la membrana sinovial hipertrofiada (también llamada pannus)
invade y erosiona el cartilago y el hueso contiguos [27].

= Cartilago: Compuesto principalmente por colageno tipo II y proteoglicanos, este tejido suele
ser muy resistente y absorbe impactos y tensiones considerables. En la AR, su integridad,
resiliencia y contenido de agua se ven afectados. Esto parece deberse a la produccién de enzimas
proteoliticas (colagenasa, estromelisina) tanto por las células del revestimiento sinovial como
por los propios condrocitos. Las citocinas, como la IL-1 y el TNF, impulsan la generacion
de especies reactivas de oxigeno y nitréogeno y, si bien aumentan las vias catabdlicas de los
condrocitos y la destruccion de la matriz, también inhiben la formacién de cartilago nuevo
[27].

= Hueso: Compuesta principalmente por colageno tipo I, la destruccion 6sea es caracteristica de
la AR. Este proceso se debe principalmente a la activacién de los osteoclastos. Los osteoclastos
se diferencian bajo la influencia de citocinas, especialmente la interaccion de RANK con su
ligando. La expresion de estas citocinas esta impulsada por citocinas como el TNF y la IL-1,
as{ como por otras citocinas como la IL-17. También es posible que mediadores derivados de
las células sinoviales activadas contribuyan a la destruccion osea [27].

5.2.1.3. Fisiopatologia de la artritis reumatoide

La fisiopatologia de la artritis reumatoide (AR) inicia con la citrulinacién, una modificacién
postraduccional mediada por la enzima peptidil arginina deiminasa (PAD), la cual convierte resi-
duos de arginina en citrulina. Este proceso genera neoantigenos que, en individuos genéticamente
predispuestos, desencadenan una respuesta autoinmune caracterizada por la produccién de autoan-
ticuerpos, entre ellos los anti-CCP (anticuerpos antipéptidos citrulinados ciclicos) [28].

Posteriormente, los complejos inmunes activan las células presentadoras de antigeno y los lin-
focitos T y B. Las células T colaboradoras tipo 1 (Thl) inducen la activacién de macrofagos en
la articulacion sinovial mediante la secrecion del factor de necrosis tumoral (TNF). Por su parte,
las células T colaboradoras tipo 17 (Th17) producen interleucina 17 (IL-17), interleucina 1 (IL-1)
y TNF-q, citocinas que actiian sobre condrocitos, osteoclastos y fibroblastos.Los condrocitos libe-
ran enzimas degradadoras de coldgeno y metaloproteinasas de matriz (MMP). Simultdneamente, los
fibroblastos se transforman en fibroblastos similares a sinoviocitos (FLS), los cuales producen citoci-
nas proinflamatorias que conducen a la destrucciéon de la matriz extracelular. Ademas, las células T
activan a las células B y a las células plasmaticas, responsables de secretar diversos autoanticuerpos
[29].
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Estos autoanticuerpos pueden unirse a neutroéfilos y macrofagos, favoreciendo la formacion del
pannus y el dafio del cartilago. Asimismo, pueden formar complejos inmunitarios que contribuyen
al dolor articular y a la destrucciéon 6sea. En conjunto, estos procesos conducen a la inflamacién
cronica de la membrana sinovial y a la erosiéon progresiva del cartilago y del hueso, caracteristicas
distintivas de la artritis reumatoide [29].
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Figura 5.2: Esquema general de la fisiopatologia de la artritis reumatoide a nivel celular y molecular.
[29]

5.2.1.4. Técnicas de monitoreo de la AR

El estado actual de AR de un paciente se controla cominmente a través de un examen clinico
por un reumatodlogo capacitado, analisis de sangre y un conjunto de técnicas de imagen para la
inflamacion que incluyen resonancia magnética y ultrasonido[30]. Ademas, se calcula una puntuacion
de actividad de la enfermedad como el DAS28, que se basa en un recuento de 28 articulaciones
inflamadas y dolorosas, niveles de marcadores inflamatorios en la sangre y una puntuacién VAS
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sobre la actividad de la enfermedad por parte del paciente [31], [32].

5.2.1.5. Examenes de sangre:

Para el monitoreo, es necesario evaluar peridédicamente los reactantes de fase aguda, los proce-
dimientos usuales incluyen la medicion de Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG) y Proteina
C Reactiva (PCR). Sin embargo, no todos los pacientes con brotes presentaran reactantes de fase
aguda elevados [33].

= Proteina C Reactiva: Los niveles méas altos de PCR se asocian con una mayor actividad de
la enfermedad AR segun los componentes principales del DAS28 [34],[35].
Los aspectos individuales de la actividad de la enfermedad, como el recuento de articulaciones
inflamadas y las medidas informadas por el paciente, incluido el estado funcional (puntuacion
del Cuestionario de evaluacion de la salud), la rigidez matutina , la fatiga y el dolor, también
se han asociado con la PCR [36],[37],[38],[39],[40].
Sin embargo, la utilidad de la prueba de PCR como medida rutinaria de la actividad de la AR
no es universal debido a la considerable proporciéon de pacientes tratados que experimentan
brotes de AR, pero atn presentan niveles normales de PCR [41],[42].

= Velocidad de Sedimentacion Globular: La VSG se encuentra elevada en practicamente
todos los procesos que cursan con inflamacion (enfermedades inflamatorias reumaticas o no,
infecciones) y en algunas neoplasias, por lo que es totalmente inespecifica. Se eleva a las 24 h
de iniciado el estimulo inflamatorio y no suele normalizarse hasta al cabo de cinco a diez dias
de su resolucion [43].
Existen también diversas situaciones que cursan sin inflamacién que pueden elevarla Con
frecuencia, la VSG se ha utilizado como marcador de actividad de diferentes enfermedades.
Con el desarrollo de métodos méas especificos de evaluacion, ésta ha permanecido como una
medida apropiada de actividad de enfermedad o respuesta al tratamiento para sélo unas pocas
afecciones, una de ellas siendo la artritis reumatoide.
No obstante, la VSG no debe considerarse nunca como un indicador aislado de la evolucién y /o
respuesta al tratamiento de estos procesos, y es imprescindible una completa revisiéon clinica
junto con el apoyo de otros procedimientos diagnosticos si fuese necesario [43].

5.2.1.6. Cuestionarios:

= Cuestionario DAS28: Es una medida continua de la actividad de la AR que combina in-
formacion sobre articulaciones inflamadas, articulaciones dolorosas, respuesta de fase aguda y
salud general, se considera como un criterio de referencia para la actividad de la AR [44].

EI DAS28 | la variante més utilizada del DAS, tiene en cuenta la evaluaciéon general del paciente
y del médico sobre la actividad de la enfermedad (durante las altimas 48 h), el ntmero de
articulaciones inflamadas y dolorosas (de 28 articulaciones) y los reactantes de fase aguda: lo
més habitual es utilizar la VSG | pero se puede sustituir por la PCR [45] .El DAS28 mide la
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actividad general de la enfermedad en una escala de 0 a 10 [33].
Segun el DAS28 se considera enfermedad la siguiente:

e Enfermedad muy activa si DAS28 > 5,1

e Activo si el DAS28 esté entre 5,1 y 3,2

e En baja actividad de la enfermedad si DAS28 es 2,6-3,2
e En remision basada en DAS si DAS28 < 2.6

e Los valores DAS también se pueden utilizar para clasificar a los pacientes segin su res-
puesta al tratamiento: un cambio de al menos 0,6 normalmente se considera como res-
puesta.

= Resultados informados por los pacientes: dada la naturaleza dolorosa y sintomatica de la
AR, es importante monitorear los resultados informados por el paciente [46]. Estos resultados
reflejan su perspectiva y se utilizan en la préactica clinica habitual de la AR. A continuacion,
presentamos los principales utilizados en la practica diaria.

» Evaluaciones de una sola pregunta: la evaluacion global del paciente (EGP) es una de
las preguntas més utilizadas en la practica y la investigacion de la AR y se incluye en varias
puntuaciones compuestas, como el DAS28. La EGP se evaliia a menudo mediante una sola
pregunta con una respuesta de 0 a 10 o 0 a 100. El contenido puede variar y se relaciona con
la salud global (p. €j., como esta su salud en general) o con la actividad de la enfermedad (p.
ej., qué tan activa es su artritis). Las palabras clave utilizadas, es decir, para la puntuacion de
0, 10 o 100 segun la escala utilizada, y el momento (es decir, este dia o esta semana) también
varian|33].

s Cuestionario de Evaluaciéon de la Salud: la mediciéon de la incapacidad funcional se
basa en varios indices. El Indice de Discapacidad del Cuestionario de Evaluacion de la Salud
de Stanford (HAQ-DI) es actualmente la medida més utilizada para el funcionamiento y la
discapacidad en las enfermedades reumaticas, en particular en la AR [47],[48],[49]. El HAQ
consta de 20 preguntas y estd ampliamente validado. La puntuacion va de 0 (sin incapacidad)
a 3 (incapacidad total); una puntuacion inferior a 0,5 se considera normal, mientras que una
puntuacién superior a 1,5 indica una discapacidad grave.

El HAQ ha demostrado ser tan informativo como el recuento articular o los datos radiograficos
o bioldgicos; sin embargo, no se utiliza ampliamente en la practica clinica debido a limitaciones
de tiempo [33].

5.2.1.7. Imagenes diagnésticas:

la prevencién de dano estructural para evitar la evolucién hacia una discapacidad grave es un
objetivo fundamental en la AR [50]. De este modo, el lugar que ocupan los criterios de evaluacion
estructural como son las imagenes diagnosticas ha adquirido una importancia primordial.
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= Radiografias: son un instrumento de medida ampliamente utilizado en torno a la moni-
torizacién, pero puede plantear problemas de reproducibilidad y medicién del examen, que
generalmente requiere de estandarizaciéon y evaluadores capacitados. La sensibilidad y especi-
ficidad de las radiografias puede variar dependiendo del estadio clinico de la AR [51].

= Ecografia articular: la ecografia articular permite confirmar la sinovitis y evaluar su acti-
vidad mediante Doppler [52|. La sinovitis suele evaluarse semicuantitativamente, al igual que
la actividad inflamatoria, mediante Doppler [52]. Las ecografias también pueden detectar ero-
siones, pero no todas las erosiones ecograficas evolucionan a erosiones radiograficas. De este
modo, la ecografia articular puede ser 1til en el momento del diagnéstico de la sinovitis y
durante el seguimiento para evaluar la actividad inflamatoria de la AR [33].

» Resonancia Magnética Articular: la resonancia magnética (RM) de la mano (generalmente
realizada en la mano dominante) puede ser ttil en la AR [53]. La RM permite la cuantificacion
de las lesiones de sinovitis y tendinitis, asi como detecciéon temprana de erosiones éseas que
no son visibles en una radiograffa estandar. Sin embargo, su coste y disponibilidad son un
obstaculo para su uso en la practica diaria [33].

5.2.2. Proteina 14-3-3 eta como biomarcador en artritis reumatoide

Las proteinas 14-3-3 son proteinas de union a residuos fosfo-serina/fosfo-treonina capaces de
asociarse con una amplia variedad de proteinas diana, como quinasas, fosfatasas, receptores trans-
membrana y factores de transcripcién. Estas proteinas se expresan de manera ubicua en los orga-
nismos eucariotas y, al interactuar con multiples moléculas funcionalmente diversas y generalmente
fosforiladas, regulan una gran cantidad de procesos fisioldgicos, entre ellos el trafico intracelular de
proteinas, la proliferacion celular, el crecimiento y la apoptosis, la regulaciéon del metabolismo, la
transduccion de senales y las respuestas al estrés [54].

Las proteinas 14-3-3 constituyen una familia altamente conservada compuesta por siete isoformas
(B, v, €, m, 0, 0 y (). En particular, la isoforma 14-3-3 eta es uno de los siete miembros de esta
familia y se expresa preferencialmente en concentraciones méas elevadas en ciertos tejidos, lo que
resalta la importancia de isoformas especificas en la regulacién de funciones dependientes del tipo
de tejido [54].
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Figura 5.3: Estructura tridimensional de la proteina 14-3-3 eta.
[55].

En la artritis reumatoide, la proteina 14-3-3 eta ha adquirido especial interés debido a su parti-
cipacién en mecanismos inflamatorios y destructivos a nivel articular. Esta proteina puede unirse a
numerosas proteinas de senalizacion e inducir un estado proinflamatorio mediante el aumento de los
niveles de interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-«), interleucina 1 beta (IL-17)
y metaloproteinasas de matriz (MMPs) [56]. Estas moléculas desempefian un papel fundamental en
la degradacion del cartilago y del hueso, por lo que la proteina 14-3-3 n se ha relacionado con el
dano articular progresivo y con la actividad de la enfermedad [54].

Diversos estudios han demostrado que la proteina 14-3-3 eta se expresa en altas concentraciones
en macroéfagos y fibroblastos sinoviales de pacientes con artritis reumatoide. La estimulacién con
TNF-a favorece su liberaciéon al medio extracelular, desde donde puede actuar sobre fibroblastos
similares a sinoviocitos (FLS), promoviendo su migraciéon e invasion. Este fenémeno contribuye a

la hiperplasia sinovial y a la formaciéon del pannus, procesos centrales en la fisiopatologia de la
enfermedad [57].
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Role of 14-3-3 in bone biology
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Figura 5.4: Papel de las proteinas 14-3-3 en la biologia dsea
[57].

Ademas de su relevancia fisiopatologica, la proteina 14-3-3 eta ha demostrado un importante
valor clinico como biomarcador. En un estudio poblacional, los pacientes con artritis reumatoide
presentaron niveles séricos promedio de 3.26 ng/mL, significativamente superiores a los 0.37 ng/mL
observados en individuos sanos. Estos niveles mostraron una correlaciéon positiva con el dafio radio-

grafico basal, lo que respalda su utilidad como indicador de progresion estructural de la enfermedad
[57].

La proteina 14-3-3 eta ha mostrado una capacidad diagnéstica comparable a biomarcadores
tradicionales como el factor reumatoide y los anticuerpos anti-CCP, con valores de sensibilidad y
especificidad que pueden alcanzar aproximadamente el 97.5 % y 90 %, respectivamente. Su principal
fortaleza radica en su capacidad para detectar la enfermedad en pacientes seronegativos, en quienes
se han reportado tasas de positividad cercanas al 75 % en pacientes negativos para anti-CCP y hasta
el 87.5% en aquellos negativos para factor reumatoide. Asimismo, la combinacion de la proteina
14-3-3 eta con biomarcadores tradicionales mejora significativamente la sensibilidad diagnéstica en
comparacion con el uso individual de cada marcador [56].

Ademas de su utilidad como biomarcador sérico, se ha reportado que la proteina 14-3-3 eta
también puede detectarse en saliva. Diajil et al. evaluaron las concentraciones séricas y salivales de
esta proteina en pacientes con artritis reumatoide y observaron niveles salivales significativamente
superiores en comparacion con individuos sanos. En particular, la concentraciéon promedio en saliva
fue de 3.800 + 2.659 ng/mL en pacientes con artritis reumatoide, mientras que en los controles
sanos fue de 1.563 + 0.620 ng/mL (p < 0,001). Estos resultados sugieren que la saliva constituye
una matriz biolégica prometedora para el tamizaje y monitoreo no invasivo de la artritis reumatoide
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[58]

5.2.3. Saliva como matriz biolégica

La saliva ha emergido como una matriz biologica de gran interés para aplicaciones diagnosticas
y de monitoreo debido a sus multiples ventajas frente a muestras convencionales como el suero. Al
igual que este ltimo, la saliva contiene hormonas, anticuerpos, factores de crecimiento, enzimas,
microorganismos y sus productos metabolicos. Muchos de estos constituyentes ingresan a la sali-
va desde la sangre mediante mecanismos como difusién pasiva, transporte activo y ultrafiltracion
extracelular, lo que permite considerar a la saliva, en numerosos casos, como un reflejo del estado
fisiologico del organismo [59].
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Figura 5.5: Diagrama esquematico que ilustra las principales vias por las que las moléculas del
suero ingresan a la saliva.
[59].

Histoéricamente, el uso de la saliva como herramienta de tamizaje fue reconocido desde la década
de 1960; sin embargo, su verdadero potencial se evidencié posteriormente al demostrarse ventajas
significativas frente al andlisis en suero. Entre estas ventajas se destacan su caracter no invasivo,
facilidad de uso, bajo costo y mayor seguridad al no requerir agujas para la toma de muestra.
Asimismo, no requiere personal médico altamente capacitado, permite la obtencion de multiples
muestras de manera sencilla y posibilita la recoleccion y anélisis en el hogar. Otras ventajas inclu-
yen un menor riesgo de contaminaciéon cruzada, menores costos de transporte y almacenamiento, y
una manipulacion mas simple durante los procedimientos analiticos [59].

Inicialmente, existieron preocupaciones respecto al uso de la saliva debido a que muchas molécu-
las de interés se encuentran en concentraciones inferiores a las observadas en sangre. No obstante, el
desarrollo de métodos moleculares altamente sensibles y el avance de la nanotecnologia han permi-
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tido superar esta limitacién, ampliando considerablemente las aplicaciones de la saliva como matriz
analitica [59].

Gracias a su precision, facilidad de uso y costo-efectividad, las pruebas basadas en saliva han
demostrado un importante potencial en aplicaciones clinicas y de investigaciéon. Estas caracteristicas
permiten plantear el uso de la saliva como una herramienta adecuada para el tamizaje y monitoreo
de enfermedades tanto orales como sistémicas, facilitando evaluaciones repetidas y descentralizadas.
Sin embargo, para su implementacién rutinaria es necesario continuar con la estandarizacion de
los métodos de recoleccion, la validacién de biomarcadores y el desarrollo de dispositivos sensibles,
especificos y comercialmente viables [59].

5.2.4. Celda Electroquimica

Esta conformada por tres electrodos: un electrodo de trabajo (WE), uno de referencia (RE)
y un contraelectrodo (CE). En el WE ocurre la reaccion electroquimica, para lo cual se le aplica
un potencial variable respecto del electrodo de potencial fijo (RE). La corriente resultante de la
reaccion quimica circula entre el WE y el CE. La variacién de potencial aplicado y la medicion de
corriente se controlan mediante un potenciostato [60].

5.2.5. Bionanosensores electroquimicos

Se utilizan para medir la presencia de un analito a partir de la detecciéon de cambios en el poten-
cial, la corriente, la resistencia o la conductividad producidos por una reaccién quimica de tipo redox
(reduccion-oxidacion) que tiene lugar dentro de una celda electroquimica. El analito de interés esta
contenido en una solucion electrolitica que interactiia (de manera convencional) con tres electrodos,
que acttian como transductor del sensor. Dos aspectos clave definen el nanosensor electroquimico:
1) el electrodo de trabajo y 2) la técnica electroquimica.

Los tipos de electrodos de trabajo se agrupan como electrodos de gota de mercurio, electrodos
a base de carbono, electrodos de carbono vitreo, electrodos de diamante, electrodos de pasta de
carbono, electrodos serigrafiados y electrodos a base de papel. Actualmente, las técnicas electroqui-
micas mas comunes son potenciométricas, conductimétricas, voltamperométricas, amperométricas
e impedanciométricas [61],[62].
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Figura 5.6: Bionanosensor electroquimico
[63]

En la Figura 5.6 se evidencia un bionanosensor electroquimico con configuraciéon de tres elec-

trodos. Los marcadores esféricos morados representan el analito objetivo. Se produce una reacciéon

redox en la superficie del electrodo de trabajo debido a la interaccion entre el electrodo funciona-

lizado y el analito objetivo. Como resultado de este proceso quimico, fluye una corriente a través

del electrodo de trabajo y el contraelectrodo. Si el analito se reduce en el electrodo de trabajo,

la corriente es catodica, mientras que la oxidacion del analito produce una corriente anddica. El

potenciostato garantiza las condiciones de voltaje requeridas en cada electrodo y mide la corriente

faradaica.

5.2.6. Técnicas electroquimicas

= Métodos potenciométricos: se basan en la medicion del potencial de carga en el electrodo

de trabajo. Este potencial resulta de las reacciones quimicas que tienen lugar dentro de la
solucién de muestra debido a la concentracién de analito en el electrodo de referencia y bajo
condiciones de flujo sin corriente. El potencial medido corresponde a la separacién de carga
a través de una interfaz que depende directamente del tipo de electrodo y puede describirse
utilizando la ecuacién de Nernst, que permite el calculo de actividades idénicas o concentraciéon
efectiva como una funcion del potencial del electrodo y un potencial estandar [64].

Meétodos voltamétricos: implican la aplicacién de un potencial dependiente del tiempo al
electrodo de trabajo. Este cambio de potencial genera un flujo de corriente que implica una
reacciéon quimica redox en la solucién de muestra entre los electrodos de trabajo y de refe-
rencia, lo que proporciona informacion cuantitativa y cualitativa asociada al analito objetivo.
Dependiendo del proceso de oxidacion o reduccion, la corriente fluye a través del electrodo de
trabajo hacia el contraelectrodo (también conocida como corriente faradaica). La magnitud
de esta corriente esta determinada por la velocidad de la reacciéon redox, que es proporcional
a la velocidad del transporte de masa hacia y desde el electrodo y a la cinética electronica [65].
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El transporte de masa representa la velocidad a la que las especies quimicas involucradas se
acercan o se alejan de la superficie del electrodo y puede expresarse mediante los modos de
difusién, migracion y conveccidén. El modo de difusién se basa en el movimiento de iones o
moléculas, debido a las diferentes concentraciones de analito en la superficie del electrodo y
en la solucién. En la conveccién, el movimiento ocurre cuando la solucién se mezcla mecani-
camente. Durante el modo de migracion, el reactivo y los productos se mueven debido a la
carga superficial del electrodo [65].

Los procesos voltamétricos generalmente ocurren en la region donde la difusiéon es el tnico
modo de influencia significativa en el transporte de masa. La velocidad a la que se mueven
los electrones en el proceso redox, es decir, la cinética electrénica, también afecta la corriente.
Si la cinética electrénica es rapida, el proceso redox es reversible y estd en equilibrio. Si la
cinética electrénica es lenta, el proceso redox es irreversible y la reaccién quimica no se describe
mediante la ecuacion de Nernst. Ademaéas de la corriente faradaica, existen otras corrientes
no faradaicas o de fondo que pueden afectar las mediciones voltamétricas. Esta corriente
generalmente esté relacionada con la reaccién redox de impurezas, en la solucién a granel y
la carga superficial del electrodo que conduce a la formaciéon de una interfaz estructurada
electrodo-solucion, también conocida como doble capa eléctrica (EDL) [65].
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[65]

Las diferentes técnicas de voltametria existentes se clasifican de forma tnica segin las ca-
racteristicas de potencial basadas en el tiempo aplicadas. Las técnicas mas comunes incluyen
la voltametria de barrido lineal y la voltametria ciclica. Cada una genera un gréafico o vol-
tamograma de la corriente frente al potencial aplicado, donde la corriente es funcién de la
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concentraciéon del analito objetivo. En la voltametria de barrido lineal, se aplica una rampa
de potencial lineal para analizar la reaccién de oxidacién o reduccién, mientras que en la vol-
tametria ciclica se utilizan potenciales positivos y negativos para analizar tanto el proceso de
oxidacién como el de reduccién del analito. En el proceso ciclico, la respuesta de la corriente
presenta picos de corriente separados para los procesos de oxidacion y reduccion. Si se produce
una reaccion redox irreversible, solo se define uno de estos picos [63].
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Figura 5.8: Representacion esquemaética de la voltametria ciclica: (a) forma de onda del potencial
aplicado en funcién del tiempo y (b) voltamograma resultante de corriente en funcion del potencial.
[66]

= Técnica amperométrica: La técnica amperométrica comparte principios con los métodos
voltamétricos; sin embargo, se diferencia porque el potencial aplicado al electrodo de trabajo se
mantiene constante durante la medicién. Bajo estas condiciones, la senal analitica corresponde
a la corriente generada por las reacciones de oxidacién o reducciéon que ocurren en la superficie
del electrodo y que se registra respecto al electrodo de referencia. Debido a su capacidad para
detectar pequenas variaciones de corriente, esta técnica suele ofrecer una mayor sensibilidad
que los métodos potenciométricos [63].

5.2.7. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)
5.2.7.1. Concepto basico de EIS

En una celda electroquimica convencional, las interacciones entre la materia (especies redox)
y el electrodo incluyen la concentracion de las especies electroactivas, la transferencia de carga y
la transferencia de masa desde la soluciéon a granel hasta la superficie del electrodo, ademas de
la resistencia del electrolito. Cada una de estas caracteristicas se representa mediante un circuito
eléctrico compuesto por resistencias, condensadores o elementos de fase constante, conectados en
paralelo o en serie para formar un circuito equivalente, como se muestra en la Figura 5.9, donde R
corresponde a la resistencia a la transferencia de carga, R, representa la resistencia del electrolito y
Cy es la capacitancia de la doble capa eléctrica [67].
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Figura 5.9: Esquema simple para describir el circuito de EIS y la reacciéon redox que tiene lugar en
la superficie del electrodo de trabajo en una celda electroquimica convencional.

[67]

Asi pues, la Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS) puede utilizarse para explo-
rar los procesos de transferencia de masa, transferencia de carga y difusiéon. En consecuencia, la
EIS permite estudiar propiedades intrinsecas de los materiales o procesos especificos que puedan
influir en la conductancia, resistencia o capacitancia de un sistema electroquimico.Su principio de
funcionamiento consiste en aplicar una perturbaciéon sinusoidal de pequena amplitud al sistema
electroquimico y analizar la respuesta de corriente obtenida en un amplio rango de frecuencias. La
respuesta de la celda electroquimica se considera pseudolineal, obteniéndose un desfase en el que
la respuesta de corriente a un potencial sinusoidal es una sinusoide a la frecuencia aplicada. Por lo
tanto, la senal de excitacién se presenta en funcién del tiempo, tal como se indica en la Ecuacion

(5.1) |67]:
E; = Epsin(wt) (5.1)
Donde Ej es el potencial en el tiempo ¢, Ey es la amplitud de la senal y w es la frecuencia radial.
La senal de excitaciéon aplicada en EIS puede describirse mediante una funcién sinusoidal en
la que el potencial varia periédicamente con el tiempo. La relaciéon entre la frecuencia radial y la

frecuencia aplicada se expresa como w = 27 f, donde w es la frecuencia angular y f es la frecuencia en
hertz. En sistemas lineales, la corriente resultante presenta la misma frecuencia que la sefial aplicada,
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pero con una amplitud diferente y un desfase de fase (®) respecto al potencial. Este desfase depende
de las propiedades electroquimicas de la interfaz y constituye una fuente importante de informacién
sobre el comportamiento del sistema [67].

La impedancia se define como la relacion entre el potencial aplicado y la corriente obtenida, y se
expresa como una magnitud compleja. Matematicamente, puede representarse en forma polar como
Z = Zye'® o en forma rectangular como Z = Z' +iZ", donde Z’ corresponde a la componente real
asociada con procesos resistivos y Z” representa la componente imaginaria relacionada con fenéme-
nos capacitivos y difusivos. Esta representacion permite analizar de manera simultédnea diferentes
procesos electroquimicos que ocurren en la interfaz electrodo-solucion [67].

Los resultados obtenidos mediante EIS suelen representarse mediante diagramas de Nyquist y
Bode. En el diagrama de Nyquist se grafica la parte imaginaria negativa (—Z") en funcion de la
parte real (Z'), lo que facilita la identificacién de parametros como la resistencia de la solucion y
la resistencia a la transferencia de carga. En los diagramas de Bode, por su parte, se representa el
modulo de la impedancia y el angulo de fase en funcion del logaritmo de la frecuencia, proporcio-
nando informacién adicional sobre la respuesta del sistema en diferentes escalas temporales. Ambos
tipos de representacion son complementarios y ampliamente utilizados en el anélisis de biosensores

electroquimicos [67].

g2 Bode Plot 2 Nyquist Plot
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Figura 5.10: Representacion esquematica de los diagramas de Bode y Nyquist para un circuito RC

en paralelo
68

5.2.7.2. Circuitos equivalentes EIS

Los procesos electroquimicos asociados con la interfaz electrodo-electrolito y las reacciones redox
pueden representarse mediante un circuito eléctrico equivalente conformado por componentes como
resistencias, capacitores e inductores. Este circuito equivalente se disena e implementa con el fin de
comprender y evaluar los diferentes componentes individuales del sistema analizado por EIS. Uno
de los modelos mas utilizados es el circuito equivalente de Randles, el cual incluye (Rs), (Cg),(Ret)
y (Zw), asociada a los procesos de difusion que ocurren en la interfaz electrodo-electrolito, como se
muestra en la Figura 5.11 [67].
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Figura 5.11: Espectro de impedancia y circuito equivalente
[67]

Experimentalmente, un capacitor ideal rara vez describe con exactitud el comportamiento de
sistemas electroquimicos reales. Por esta razén, suele emplearse un elemento adicional denominado
elemento de fase constante (Constant Phase Element, CPE), el cual permite modelar de manera
mas precisa la respuesta capacitiva no ideal del sistema. Entre las principales causas de este compor-
tamiento se encuentran la rugosidad superficial, la heterogeneidad y la porosidad de los materiales
evaluados [67].

= Elemento de Gerischer Es un componente de los circuitos equivalentes utilizado para des-
cribir sistemas electroquimicos en los que los procesos de transferencia de carga se encuentran
acoplados con fenémenos de difusion dentro de materiales porosos [69]. A diferencia de la im-
pedancia de Warburg, que modela principalmente procesos difusivos, el elemento de Gerischer
representa situaciones en las que las especies electroactivas difunden a través de la estructura
del material y reaccionan simultaneamente en multiples sitios activos.

De acuerdo con Rys et al. [69], este elemento puede interpretarse como la respuesta de una linea
de transmisiéon semi-infinita compuesta por resistencias y elementos capacitivos distribuidos,
lo que le confiere una base fisica para describir materiales con estructuras tridimensionales y
alta porosidad.

La impedancia del elemento de Gerischer puede expresarse como:

7 __ Be
¢= V14 1ojw

donde Rg es un parametro resistivo asociado al proceso global de reacciéon-difusion, 74 es la

(5.2)

constante de tiempo caracteristica del sistema, j es la unidad imaginaria y w es la frecuencia
angular.
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Segtin Ry$ et al. [69], la inclusion del elemento de Gerischer mejora el ajuste de espectros
de impedancia en materiales con una estructura porosa desarrollada, ya que sus parametros
reflejan propiedades como la porosidad, la heterogeneidad y la accesibilidad de los poros. Por
esta razon, este elemento resulta especialmente util para modelar la respuesta electroquimica
de materiales tridimensionales y altamente porosos como lo es el grafeno inducido por laser.

5.2.8. Grafeno inducido por laser (LIG)

El grafeno, que es un alétropo del carbono de un 4tomo de espesor compuesto por atomos de
carbono organizados en una red hexagonal bidimensional |70] el cual ha recibido una atencion sig-
nificativa en diversos campos de investigacion debido a sus propiedades excepcionales, como su alta
area superficial especifica, excelente conductividad eléctrica, biocompatibilidad y estabilidad quimi-
ca, lo posicionan como un material altamente prometedor para sensores de vigilancia sanitaria |71].

En este contexto, han surgido nuevas estrategias para la obtencién de materiales basados en
grafeno que permitan aprovechar estas propiedades de manera més eficiente entre ellas, el grafeno
inducido por laser (LIG) el cual es un nanomaterial de carbono poroso tridimensional (3D) fabricado
mediante escritura directa con laser de didxido de carbono sobre materiales poliméricos en condi-
ciones ambientales. También se le denomina grafeno ablacionado por laser (LAG), grafeno rayado
por laser (LSG) o grafeno derivado por laser (LDG) [72].

La morfologia del LIG puede ser controlada facilmente por computador, lo cual es de gran im-
portancia para el desarrollo de sensores eléctricos/electroquimicos de alta sensibilidad y dispositivos
electronicos portatiles (wearables) para la deteccion de biomarcadores médicos. La poliimida (PI) y
sus complejos se utilizan comtinmente para preparar LIG. Asimismo, se ha reportado el uso de po-
liéterimida (PEI), cascara de papa, madera, corcho, coco, tela y polisulfona (PSU) como materiales
poliméricos base para grabar grafeno poroso 3D. En el proceso de preparacion del LIG, se emplea
frecuentemente un laser infrarrojo de CO2 (generalmente con una longitud de onda de excitacion
de 10.6 pm) [72].
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Figura 5.12: Representacién esquematica del proceso de fabricacion de electrodos LIG sobre PI
mediante irradiacién con un laser de COs.

[73]

Como se observa en la Figura 5.12 el principio principal consiste en que, durante el barrido del
laser sobre el material polimérico base, se rompen los enlaces nitrégeno-carbono, carbono-oxigeno y
carbono-oxigeno de dicho material, los cuales se reordenan posteriormente para formar una estruc-
tura de grafeno poroso tridimensional. Ademas del laser infrarrojo de CO2, se ha confirmado que
los laseres ultravioleta (UV) y los laseres de luz visible también pueden ser utilizados para preparar
LIG [71].

5.2.8.1. Area superficial electroquimicamente activa del grafeno inducido por laser

El 4rea de un electrodo suele definirse a partir de sus dimensiones fisicas; sin embargo, esta
aproximacion es estrictamente valida inicamente para superficies idealmente planas. En la préc-
tica, la mayoria de los materiales presentan micro y nanoestructuras que incrementan de manera
significativa la superficie realmente disponible para las reacciones electroquimicas. Esta superficie
efectiva se denomina éarea superficial electroquimicamente activa (Electrochemically Active Surface
Area, ECSA o EASA) y corresponde a la fraccion del electrodo que participa directamente en los
procesos de transferencia de carga. Una de las metodologias mas utilizadas para estimar la ECSA
es mediante la ecuaciéon de Randles—Sevcik para sistemas reversibles. Adicionalmente, se pueden
evaluar otros parametros electroquimicos relevantes, como la separacién entre los potenciales de
oxidacion y reduccion (AE,) y la relacion entre las corrientes pico anddica y catodica (Ipq/Ipe).
Estos parametros proporcionan informacion sobre la reversibilidad del sistema redox y la eficiencia
de la transferencia electronica en la superficie del electrodo. La relacion entre el area electroquimi-
camente activa y el area geométrica (Agpo) se conoce como rugosidad electroquimica y constituye
un parametro util para describir el grado de desarrollo superficial del material [74].

La ECSA cuantifica la superficie de interaccion efectiva de un transductor electroquimico y per-
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mite realizar comparaciones mas precisas entre distintos materiales de electrodo. En el caso del LIG,
este pardmetro resulta particularmente relevante debido a la estructura porosa y tridimensional ca-
racteristica del material, la cual puede incrementar el ntimero de sitios electroactivos disponibles y
favorecer tanto la transferencia electrénica como la inmovilizacién de biomoléculas sobre la super-

ficie [74].

En numerosos estudios, la ECSA de electrodos de LIG se ha estimado mediante voltametria
ciclica in situ, utilizando el par redox hexacianoferrato (II/III), [Fe(CN)g]*~/3~ y aplicando la
ecuacion de Randles-Sevcik. En este método, la corriente pico (ip) se grafica en funcion de la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido (1/1/ 2), obteniéndose una relacion lineal cuya pendiente permite
calcular el area electroquimicamente activa del electrodo [74]. La ecuaciéon de Randles-Sevcik para
un sistema reversible a temperatura ambiente puede expresarse como:

ip = 2,69 x 10° n¥2ADY2Cu1/? (5.3)

Cuadro 5.1: Descripcién de las variables empleadas en la ecuacién de Randles-Sevcik.
Simbolo Descripciéon

Corriente pico (A)

~
i

Numero de electrones transferidos

Area superficial electroquimicamente activa (cm?)
Coeficiente de difusion del analito (cm? s71)
Concentracion del analito en la solucién (mol cm™3)

Velocidad de barrido (V s71)

T Ay S

5.2.8.2. Caracterizacion estructural y morfolégica del LIG

= Espectroscopia Raman La espectroscopia Raman es una técnica ampliamente empleada
para estudiar los modos vibracionales de moléculas y materiales, siendo especialmente ttil en
la caracterizacion estructural de nanomateriales basados en carbono. En materiales graféni-
cos, el espectro Raman se caracteriza por la presencia de las bandas D, G y 2D, las cuales
proporcionan informacion sobre el grado de grafitizacion, la presencia de defectos y el orden
estructural del material. La identificaciéon de estas bandas en el material obtenido constituye
una evidencia de la conversiéon de la poliimida en estructuras grafénicas como resultado de la
irradiacion con laser de CO4 5.13 . Las bandas del espectro Raman de los materiales basados
en grafeno se presentan en el cuadro 5.2 |74].
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Figura 5.13: Espectros Raman representativos de materiales basados en grafeno inducido por laser

(LIG)

[74].

Cuadro 5.2: Bandas caracteristicas del espectro Raman de materiales basados en grafeno.

[74]

Banda

Desplazamiento Raman (cm™!)

Origen

D

1335

Asociada a defectos estructurales y discontinui-
dades presentes en la red de carbono grafitico.

G

1582

Relacionada con las vibraciones de los enla-
ces carbono-carbono (sp?) presentes en dominios
grafiticos ordenados.

2D

2668

Vinculada al orden estructural de las capas gra-
fénicas y a las interacciones entre laminas de gra-

feno.

Relacion Ip/Ig, relacion Irp/Ig:La relacion entre las intensidades de las bandas D y
G del espectro Raman (Ip/Ig) es un parametro ampliamente utilizado para la caracte-
rizaciéon de materiales basados en grafeno, ya que permite evaluar el grado de desorden
estructural asociado a la presencia de defectos, asi como estimar el tamano promedio de

los dominios de carbono con hibridacién sp? [74]. Adicionalmente, la relaciéon entre las
intensidades de las bandas 2D y G (Izp/Ig) constituye un indicador util de la calidad
estructural del grafeno y puede emplearse para identificar la presencia de laminas de
grafeno de alta calidad y con un reducido ntimero de capas |74].
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5.2.9. Biofuncionalizacién de superficies

La biofuncionalizacién de superficies es un proceso fundamental en el desarrollo de biosensores, ya
que permite inmovilizar biomoléculas de reconocimiento sobre la superficie del transductor con el fin
de conferir especificidad y sensibilidad hacia un analito determinado. En los biosensores basados en
grafeno, este proceso es especialmente importante debido a que la deteccion depende directamente de
la interaccion entre el biomarcador objetivo y las moléculas de reconocimiento ancladas a la superficie
del material. La adecuada biofuncionalizacién no solo favorece la unién estable de los bioreceptores,
sino que también contribuye a preservar su actividad biolégica y a mejorar la biocompatibilidad y
el desempeitio analitico del sensor [75].

5.2.9.1. Sondas biomoleculares

Las biomoléculas empleadas como elementos de reconocimiento, también denominadas sondas
biomoleculares o bioreceptores, incluyen aptameros, anticuerpos y enzimas. Entre ellas, los anticuer-
pos son ampliamente utilizados debido a su alta afinidad y especificidad hacia antigenos particulares,
lo que los convierte en herramientas idéneas para la detecciéon de proteinas y biomarcadores aso-
ciados a enfermedades. La seleccién del bioreceptor es un aspecto critico, ya que determina en gran
medida la selectividad y sensibilidad del biosensor [75].

5.2.9.2. Modificaciones covalentes y no covalentes

Los métodos de inmovilizacién de biomoléculas sobre materiales basados en grafeno pueden cla-
sificarse en covalentes y no covalentes. La modificacién covalente consiste en la formacién de enlaces
quimicos fuertes entre la superficie y la biomolécula, proporcionando una inmovilizacién altamente
estable. Para ello, es necesario introducir grupos funcionales reactivos mediante agentes como las
sales de arildiazonio o el acido 1-pirenobutirico (PBA), los cuales permiten posteriormente la inmo-
vilizacion de biomoléculas mediante quimica 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y
N-hidroxisuccinimida (NHS) [75].

Por otra parte, la modificacién no covalente se basa en interacciones como el apilamiento 7,
las interacciones electrostaticas y las fuerzas hidrofébicas, preservando la estructura electrénica del
grafeno. Un agente ampliamente utilizado en este tipo de funcionalizacién es el 1-pirenobutirico éster
succinimidilo (PBASE), el cual se adsorbe sobre la superficie del grafeno y reacciona con grupos
amino de biomoléculas [75]. En general, la modificacion covalente ofrece mayor estabilidad, mientras
que la no covalente permite conservar mejor las propiedades electronicas del grafeno.
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Figura 5.14: Esquema de biofuncionalizaciéon no covalente de una superficie de grafeno.
[76]

La Figura 5.14 muestra una estrategia representativa de biofuncionalizacién de superficies de
grafeno mediante el uso de moléculas bifuncionales. En este esquema, el PBASE se adsorbe sobre
la superficie del grafeno a través de interacciones m-m entre el grupo pireno y la red conjugada
de carbono sp?, preservando asi las propiedades electronicas del material. Posteriormente, el grupo
éster de N-hidroxisuccinimida reacciona con grupos amino primarios presentes en anticuerpos u otras
biomoléculas, formando enlaces amida estables que permiten su inmovilizaciéon sobre la superficie
del transductor. Aunque en este trabajo se emple6 PBA seguido de activacion con EDC/NHS para
la inmovilizacion covalente del anticuerpo, esta figura ilustra de manera clara el principio general de
anclaje molecular sobre materiales basados en grafeno y la posterior uniéon especifica de biomoléculas
de reconocimiento.

5.2.9.3. Inmovilizacion mediante quimica EDC/NHS

Una de las estrategias mas empleadas para la inmovilizacién covalente es la quimica de carbo-
diimidas, (EDC) y (NHS). En este proceso, los grupos carboxilo presentes en la superficie se activan
para reaccionar con grupos amino de proteinas o anticuerpos, formando enlaces amida estables.
Esta metodologia es ampliamente utilizada para inmovilizar anticuerpos sobre materiales basados
en grafeno y sus derivados, debido a la alta estabilidad y reproducibilidad que proporciona |75].

5.2.9.4. Pasivacion y bloqueo de sitios no especificos

Después de la inmovilizacién del bioreceptor, es necesario bloquear o pasivar los sitios libres de
la superficie para evitar la adsorcién no especifica de otras biomoléculas presentes en la muestra.
Este proceso mejora la selectividad del bionanosensor y reduce senales de fondo no deseadas. Entre
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los agentes de bloqueo més utilizados se encuentra la albtimina sérica bovina (BSA), una proteina

capaz de recubrir las regiones no ocupadas de la superficie y minimizar interacciones inespecificas,

contribuyendo asi a una deteccién mas confiable y reproducible [75].

5.3.

Trabajos Relacionados

= Desarrollo del sistema FREND para la deteccion rapida de sCD14 en biofluidos:

Este sistema fue desarrollado para la medicién cuantitativa y rapida del biomarcador sCD14
ya sea en una muestra de orina o suero para medir la actividad de la AR en 5 minutos. Con-
siste en un lector de cartuchos portatil que miden la fluorescencia inducida por laser en un
cartucho de solo uso [77]. Para medir los niveles de sCD14 con el sistema FREND™-CD14,
se anade una gota (35 microlitros) de suero u orina a una soluciéon de diluciéon y se aplica
a la entrada del cartucho, donde se mezcla con nanoparticulas fluorescentes conjugadas con
anticuerpos anti-CD14; cuando la muestra llega a la zona de prueba, hidrata los anticuerpos
anti-CD14 secos en la fase soélida.

El sistema FREND™-CD14 permite obtener resultados en aproximadamente 4 minutos, con-
siderando tanto la etapa de reacciéon en el cartucho como la lectura instrumental. La cuan-
tificacién de sCD14 se basa en la comparacion de las senales de fluorescencia generadas en
las regiones de prueba y referencia. La relacion entre ambas senales disminuye a medida que
aumenta la concentracion del analito, por lo que una menor razén de fluorescencia corresponde
a una mayor concentracion de sCD14 en la muestra. [78].

HANDSCAN: El dispositivo emplea técnicas de imagen 6ptica para la evaluacion de procesos
inflamatorios. Para ello, ambas manos son expuestas simultidneamente a luz roja e infrarroja
cercana, mientras una camara registra la radiacién transmitida. La sefial obtenida depende
de la cantidad de sangre presente en los tejidos, ya que un incremento en la vascularizaciéon
produce una mayor absorciéon de la luz y, en consecuencia, una disminucién de la intensidad
detectada. [79]. El procedimiento total dura aproximadamente de 5 a 10 minutos y puede ser
realizado por cualquier profesional de la salud después de una breve capacitacion [80].

El HandScan produce un valor para el nivel de inflamacion para cada articulaciéon por se-
parado y una puntuacién combinada para toda la mano. La inflamacion también se muestra
visualmente con una escala del verde al rojo superpuesta en las articulaciones de la mano y las
munecas. Esto puede ayudar a comprender la actividad actual de la artritis de un paciente,
asi como a localizar la actividad inflamatoria. Investigaciones anteriores demostraron que el
HandScan es una prueba sensible y especifica con buena validez [80],[81].

Biosensor para la cuantificaciéon del factor inhibidor de la migracién de macréfagos
(MIF): Se basa en un bionanosensor electroquimico, funcionalizado con un anticuerpo mono-
clonal (mAb) de IgM murino contra el MIF (factor inhibidor de la migracion de macrofagos)
humano, con un electrodo de oro modificado recubierto con compuestos de nanoparticulas de
oro, nanoparticulas de dioxido de titanio y tionina (NGP-NTiP-Thi), seguido de la adsorcién
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de anticuerpos anti-MIF de isotipo IgM o IgG1[82].

El bionanosensor de IgM detecto el MIF en una relacion lineal en el rango de 0,03 a 230 ng/mL,
con un limite inferior (S/N = 3) de 0,02 ng/mL. Las mediciones mostraron niveles considerables
de sensibilidad, selectividad, estabilidad y mantenimiento a largo plazo de la bioactividad,
esto lo demostraron en pruebas con MIF sérico en pacientes con artritis reumatoide (AR) en
comparaciéon con donantes sanos.

Bionanosensor microfluidico rapido para la determinacion en el punto de atenciéon
de la artritis reumatoide mediante la detecciéon de anticuerpos antipéptido citru-
linado ciclico: Los autores desarrollaron una plataforma microfluidica para la deteccion de
anticuerpos anti-CCP, biomarcadores ampliamente utilizados en el diagnostico de la artritis
reumatoide. El sistema combiné un chip microfluidico funcionalizado mediante la interaccion
estreptavidina-biotina con un microespectrometro para realizar mediciones colorimétricas a
450 nm. La plataforma mostré una alta correlacién entre la senial 6ptica y la concentracion
del biomarcador, demostrando su potencial para el diagnoéstico temprano y el monitoreo de la
enfermedad en entornos de atencion inmediata.[83].

Nanobiosensor electroquimico para la deteccion temprana de biomarcadores de
artritis reumatoide: El trabajo de Selvam et al. desarrollé6 un inmunosensor electroquimico
para la deteccion de anticuerpos anti-CCP, uno de los biomarcadores més especificos para
el diagnéstico temprano de la artritis reumatoide. El sensor se construy6 sobre un electrodo
serigrafiado modificado con un nanocompuesto de MoSs, polianilina y nanoparticulas de oro,
y la deteccion se realizé mediante EIS. El dispositivo present6é un rango lineal de 0.25 a 1500
IU/mL y un limite de deteccion de 0.16 TU/mL, demostrando alta sensibilidad y selectividad
para la deteccion de biomarcadores asociados a la artritis reumatoide [84].

Inmunosensor electroquimico para la deteccién temprana del biomarcador de ar-
tritis reumatoide: anticuerpos antipéptido citrulinado ciclico en suero humano
basados en el sistema avidina-biotina: En este trabajo se desarrollo un inmunosensor
electroquimico libre de marcadores para la detecciéon de anticuerpos anti-CCP, empleando mi-
croelectrodos interdigitales modificados con péptidos citrulinados. La cuantificacion se realizo
mediante EIS, obteniendo un rango lineal de 1 a 800 IU/mL y un limite de deteccién de
0.60 IU/mL en PBS y 0.82 IU/mL en suero humano. El sensor demostré alta sensibilidad y
selectividad para la detecciéon temprana de biomarcadores asociados a la artritis reumatoide
[85].

Determinacion simultanea de la quimiocina CXCL7 y la metaloproteinasa MMP3
como biomarcadores de la artritis reumatoide: Los autores de este trabajo desarrollaron
el primer inmunosensor electroquimico dual para la determinaciéon simultanea de la quimio-
cina CXCL7 y la metaloproteinasa MMP3, dos biomarcadores relevantes para el diagndstico
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y seguimiento de la artritis reumatoide. El sistema utilizdé microesferas magnéticas carboxi-
ladas y electrodos de carbono serigrafiados duales, empleando un formato tipo sandwich con
anticuerpos de captura y deteccion. La cuantificacién se realizé mediante mediciones ampero-
métricas de HyOo mediadas por hidroquinona, obteniendo rangos lineales de 1 a 75 ng mL™!
para CXCL7 y de 2 a 2000 pg mL~! para MMP3, con limites de detecciéon de 0.8 ng mL™!
y 1.2 pg mL™!, respectivamente. El inmunosensor fue aplicado exitosamente en muestras de
suero de pacientes con artritis reumatoide [86].






CAPITULO 6

Materiales y Métodos

6.1.

Materiales y reactivos

6.1.0.1. Materiales Generales

Balon de fondo plano de 100 mL (SCHOTT DURAN)
Beakers de 200 mL, 100 mL, 50 mL y 25 mL

Cajas Petri

Pipetas de 1000 pL, 200 pL, 20 pL y 2 pl.

Tubos Falcon de 10 mL

Tubos Falcon de 50 mL

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Tubos Eppendorf de 2 mL

6.1.0.2. Reactivos

Anticuerpo Monoclonal Anti 14-3-3 eta (Sino Biological Inc., China)
Proteina recombinante 14-3-3 eta (Sino Biological Inc., China)

Proteina recombinante SARS-CoV-2 (2019-nCoV) / Nucleocapsid-His (Sino Biological Inc.,
China)

Proteina recombinante EBV GP350 protein (His Tag) (Sino Biological Inc., China)
Proteina recombinante NS1 (Sino Biological Inc., China)

BSA (Sigma-Aldrich, USA)

Acido 1-pirenebutirico (Toronto Research Chemicals (TRC, Canada)
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida clorhidrato (EDC.HCL.)

N-hidroxisuccinimida (NHS) (Sigma-Aldrich, USA)
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MES sodium salt (Glentham Life Sciences, UK)

Plata cloruro de plata (Ag/AgCl) (Sigma-Aldrich, USA)
Tinta de nanoparticulas de plata (NovaCentrix, USA)
Hidroxido de Sodio (NaOH) (Sigma-Aldrich, USA)
Acido clorhidrico (HCL) (Sigma-Aldrich, USA)

N,N-dimetilformamida (DMF) (Sigma-Aldrich, USA)

6.1.0.3. Equipos e Instrumentacion

Balanza analitica de precision (WTC 2000, RADWAG Balances & Scales, USA)

Microcentrifuga compacta (Mini-6K /7K, Biobase).

Campana de extraccion de gases (JPCEGH120PP-TOPA-A220, JPinglobal, USA)

Sonicador de ultrasonido (Elmasonic Easy 60H, Elma, Suiza)

Horno universal (UN110, Memmert, Alemania)

Microscopio electronico de barrido por emision de campo (FE-SEM) (CLARA, TESCAN,

USA)
Sistema laser de CO9 (VLS2.3DT, Universal Laser Systems, USA).
Microscopio Raman DXR3 (DXR3, Thermo Fisher Scientific, USA).

Potenciostato/Galvanostato PalmSens4 (PalmSens4, PalmSens, Paises Bajos).

6.1.1. Presupuesto
ESTRUCTURA DEL BIONANOSENSOR

ARTICULO COSTO UNIDAD | CANTIDAD UNIDAD PRECIO SUBTOTAL
Base del bionanosensor $2.315 500 Bionanosensores $1.157.500
Tinta de nanoparticulas de plata $99.486 1 Gramo $99.486
Pasta Plata Cloruro de Plata $25.159 2 Gramos $50.319
Anticuerpo $1.121.762 2 Unidades de 100 pL $2.243.460
Proteina recombinante $1.451.201 2 Unidades de 100 pg $2.902.320

TOTAL $6.453.085

Cuadro 6.1: Costos de materiales para la estructura del bionanosensor.
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EQUIPOS
NOMBRE PRECIO/HORA | HORAS | PRECIO SUBTOTAL
Potenciostato/galvanostato Palmsens4 $1.724 1.920 $3.310.080
Recursos de laboratorio htimedo $4.760 300 $1.428.000
Microscopio RAMAN $41.320 96 $3.966.720
Microscopio electronico de barrido Tescan Clara (FE-SEM) $152.310 48 $7.310.880
TOTAL $16.015.680

Cuadro 6.2: Costos de uso de equipos.

6.2. Revision bibliografica y seleccion del biomarcador y matriz bio-
logica

La primera fase metodologica consistié en la seleccion de la matriz biolégica y del biomarcador
mediante un enfoque estructurado basado en el uso de matrices de evaluacién, con el fin de asegurar
una elecciéon fundamentada tanto en criterios clinicos como experimentales.

Inicialmente, se construy6 una matriz comparativa de matrices biolégicas, en la cual se evaluaron
saliva, orina y sudor como posibles medios para la deteccién del biomarcador. Esta evaluaciéon se
realiz6 considerando criterios como la facilidad de obtencion de la muestra, el grado de invasividad,

la estabilidad de los analitos en la matriz, la presencia de proteinas potencialmente interferentes
y su compatibilidad con el desarrollo de un bionanosensor electroquimico. A cada alternativa se le
asigno un puntaje con base en estos criterios, permitiendo identificar la matriz con mayor viabilidad
para el proposito del estudio.

Posteriormente, se elaboré una matriz de posibles biomarcadores a partir de una revision de la
literatura cientifica, en la cual se recopilaron candidatos asociados a la artritis reumatoide y procesos
inflamatorios relacionados. Para cada biomarcador se consolid6é informacién relevante, incluyendo
su relaciéon con la enfermedad, rango de concentracién reportado, caracteristicas fisicoquimicas y
su presencia en la matriz biolégica seleccionada. Esta matriz permitié realizar una preselecciéon de
candidatos con potencial para ser detectados mediante técnicas electroquimicas.

Finalmente, se desarroll6 una matriz de decision en la que se integraron los criterios previamente
definidos para evaluar de manera conjunta los biomarcadores en funcién de su pertinencia clinica
y viabilidad experimental. En esta etapa se asignaron puntajes a cada candidato considerando
aspectos como sensibilidad, especificidad, estabilidad, disponibilidad de elementos de reconocimiento
y compatibilidad con el sistema de deteccién propuesto. Cada calificacion fue respaldada por la
evidencia reportada en la literatura y documentada en las notas asociadas a la matriz.

Este proceso estructurado permitié establecer, de manera objetiva y fundamentada, la combi-
nacién de matriz biolégica y biomarcador empleada en el desarrollo experimental del biosensor.

6.3. Proceso de fabricacién y funcionalizacién de los sensores

El presente trabajo se desarroll6 sobre una plataforma de biosensado electroquimico previa-
mente establecida en el Instituto iOMICAS. La estrategia general de deteccion label-free mediante
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EIS, el uso de anticuerpos inmovilizados sobre materiales carbonosos y el analisis de la respuesta
electroquimica a partir de cambios en la resistencia de transferencia de carga (R.;) se fundamen-
tan en trabajos previos como el de Nidzworski et al. [87], quienes demostraron la viabilidad de
inmunosensores impedimétricos ultrasensibles utilizando electrodos de diamante dopado con boro
funcionalizados con anticuerpos para la detecciéon del virus de la influenza. Posteriormente, Perdo-
mo et al. adaptaron este enfoque a electrodos de carbono de bajo costo y desarrollaron el sistema
SenSARS para el diagnostico rapido de SARS-CoV-2. Asimismo, la fabricaciéon del LIG sobre PI se
apoyo en los fundamentos reportados por de la Roche et al. [88], [63].

Aunque la estrategia general de funcionalizacion se baso principalmente en el protocolo desarro-
llado en SenSARS [89], en este trabajo se introdujeron modificaciones importantes para adaptarlo
a la deteccién de la proteina 14-3-3 eta. En particular, se emple6 acido PBA como molécula enla-
zadora no covalente, en lugar del PABA utilizado en SenSARS. Adicionalmente, se mantuvo el uso
de la quimica de activacion con EDC/NHS, pero con concentraciones, proporciones molares y con-
diciones experimentales ajustadas especificamente para favorecer la inmovilizacién del anticuerpo
monoclonal anti-14-3-3 eta. También se modificaron los tiempos de incubacién correspondientes a la
etapa de activacion superficial y a la inmovilizacién del anticuerpo, mientras que la etapa de bloqueo
con BSA se conservo bajo condiciones equivalentes a las reportadas en SenSARS. Estas adaptacio-
nes fueron necesarias debido a las diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas del biomarcador
objetivo, del anticuerpo empleado y de la matriz biolégica analizada.

En este contexto, la contribucién original del presente trabajo consistié en adaptar y validar esta
plataforma tecnologica para la deteccion electroquimica de la proteina 14-3-3 eta en saliva, con el
propésito de explorar su potencial como herramienta no invasiva para el monitoreo de la actividad
de la artritis reumatoide.

La fabricacién de los bionanosensores electroquimicos se llevé a cabo mediante la obtencién de
electrodos de LIG sobre sustratos de poliimida tipo Kapton, seguida de etapas de modificaciéon eléc-
trica, caracterizacion fisicoquimica y funcionalizacién quimica de la superficie con el fin de permitir
el reconocimiento especifico del biomarcador de interés.

6.3.1. Preparacion del sustrato de poliimida

La preparacion del sustrato de poliimida (Kapton de 125 um de espesor) se realizd siguiendo el
instructivo interno del laboratorio iOMICAS, con el objetivo de garantizar condiciones adecuadas
de limpieza y estabilidad térmica previas al proceso de impresién.

Inicialmente, el sustrato fue sometido a un proceso de curado térmico en horno a 150 °C du-
rante 30 minutos, con el fin de eliminar tensiones residuales y mejorar la estabilidad del material.
Posteriormente, se permitié su enfriamiento a temperatura ambiente sobre una superficie limpia.

A continuacion, se realizé un proceso de limpieza mediante ultrasonido, en el cual los sustratos
fueron sumergidos en alcohol isopropilico y sometidos a ultrasonido a 60 °C durante 10 minutos.
Este paso permitié remover contaminantes superficiales y asegurar una adecuada interaccion entre
el laser y la superficie del polimero. Finalmente, los sustratos fueron secados en ambiente limpio y
almacenados en condiciones controladas hasta su utilizacién.
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6.3.2. Obtencion de electrodos LIG

Los electrodos fueron obtenidos mediante irradiaciéon laser directa sobre la superficie de PI
utilizando un sistema de grabado laser ULS. Las condiciones de impresién se establecieron empleando
una potencia de 4.8 W.

Previo a la impresion, se realiz6 la limpieza de la impresora, incluyendo las partes moéviles
con etanol al 70 % y los lentes 6pticos mediante solucion especializada, con el fin de asegurar la
reproducibilidad del proceso. Asimismo, se realiz6 la calibracion del sistema oOptico mediante el
ajuste de altura del lente.

Durante la impresion, el laser induce la carbonizacién de la PI, generando una estructura porosa
de grafeno conductivo que conforma el electrodo de trabajo, el contraelectrodo y las pistas de
conexion.

Adicionalmente, se fabricaron mascarillas mediante corte laser, las cuales fueron utilizadas para
delimitar el area activa del sensor y evitar el contacto de las soluciones con las zonas de conexién
eléctrica.

6.3.3. Modificaciéon de contactos eléctricos y electrodo de referencia

Posterior a la impresién, los terminales eléctricos fueron recubiertos con tinta de plata conducti-
va, asegurando una adecuada conexién eléctrica entre el material grafénico y el sistema de medicion.
Este recubrimiento fue sometido a un proceso de curado térmico a 220 °C durante 30 minutos.

Posteriormente, el electrodo de referencia fue modificado mediante la aplicaciéon de tinta de
Ag/AgCl, seguido de un proceso de curado a 140 °C durante 30 minutos, con el fin de estabilizar
su potencial electroquimico.

6.3.4. Ensamblaje y caracterizacion fisicoquimica

Una vez completada la modificacion de los electrodos, se procedi6 a la adhesion de las mascarillas
previamente fabricadas, definiendo el 4rea activa de medicién.

Los sensores fueron caracterizados mediante espectroscopia Raman en diferentes regiones de la
superficie de LIG, con el fin de evaluar la homogeneidad del material y confirmar la formacion de
estructuras grafénicas. Para ello, se analiz6 la presencia y relacion de las bandas caracteristicas del
grafeno, tales como las bandas D, G y 2D.

6.3.5. Caracterizacion electroquimica inicial

La caracterizacion electroquimica inicial de los sensores se realizdé mediante voltametria ciclica
(CV), con el objetivo de evaluar parametros fundamentales como la capacitancia de la doble capa,
el area electroactiva, la relacion entre picos redox y la separacién de potenciales (AE,), indicadores
clave del comportamiento electroquimico del sistema.

Inicialmente, se empled solucién tampén PBS para la estimacion de la capacitancia de la doble
capa. Para ello, se realizaron mediciones de CV en un rango de velocidades de barrido de 0.05 a
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0.3 V/s (0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 y 0.3 V/s), registrando 5 ciclos por cada velocidad. Este procedi-
miento se repitié utilizando cuatro sensores diferentes por cada velocidad, con el fin de considerar
la variabilidad entre dispositivos.

A partir de los voltamogramas obtenidos, se extrajo la corriente capacitiva en el potencial cer-
cano a 0 V, identificando los valores de corriente anddica y catddica. Posteriormente, se calculd
la diferencia entre ambas corrientes (AI) y se obtuvo un valor promedio para cada velocidad de
barrido. Estos valores fueron graficados en funcion de la velocidad de barrido, obteniéndose una
relacion lineal cuya pendiente corresponde a la capacitancia de la doble capa del sistema, expresada
en faradios.

Posteriormente, se llevé a cabo la caracterizaciéon en presencia de una solucién redox de fe-
rricianuro/ferrocianuro, bajo las mismas condiciones de velocidad de barrido. A partir de estos
voltamogramas, se determinaron los picos de oxidacién y reduccién, calculando la separaciéon de
potenciales (AE,) como la diferencia entre ambos, asi como la relacion entre corrientes de pico
anodico y catodico (Ipq/Ipc), la cual se espera cercana a la unidad para sistemas reversibles.

El area electroactiva del electrodo se estim6 mediante la ecuacion de Randles—Sevcik, conside-
rando un proceso reversible:

I, = (2,69 x 10°) n*/2AD2C0v'/?

donde n corresponde al nimero de electrones transferidos (n = 1), A es el area electroactiva
del electrodo (cm?), D es el coeficiente de difusién (0,00276 cm?/s), C' la concentracién del analito
(2 x 107% mol/cm?) y v la velocidad de barrido (V/s).

Para la determinacion de A, se grafico la corriente de pico (I,) en funcion de la raiz cuadrada
de la velocidad de barrido (v'/?), obteniendo una relacién lineal. La pendiente de esta grafica fue
utilizada para calcular el area electroactiva del electrodo a partir de la ecuaciéon de Randles—Sevcik.

Este conjunto de analisis permitié validar el comportamiento electroquimico de los sensores y
establecer parametros de referencia para las etapas posteriores de funcionalizacién.

6.4. Diseno experimental y seleccién de sensores

6.4.1. Variabilidad intrinseca de los sensores LIG

Los sensores de LIG presentan variabilidad intrinseca en su respuesta electroquimica incluso
cuando son fabricados bajo condiciones nominalmente idénticas. Esta caracteristica es consecuen-
cia directa del proceso de formacién del material: durante la irradiacién léser sobre poliimida, el
calentamiento localizado induce la carbonizacién del polimero y la liberacién de especies gaseosas,
generando una estructura tridimensional porosa cuya arquitectura varfa segin la distribuciéon local
de energia del haz. Lin et al. demostraron que este proceso produce peliculas de grafeno poroso con
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heterogeneidades en el tamano y distribucién de poros, el grado de grafitizacién y la densidad de
defectos, lo que se traduce en diferencias en el area electroactiva y en las propiedades eléctricas y
electroquimicas del material [90].

Como consecuencia, sensores fabricados con los mismos pardmetros de impresion pueden pre-
sentar diferencias apreciables en parametros como la Cdl, Rct, la corriente faradaica y la respuesta
frente al analito. Todas las estrategias metodolégicas descritas en las secciones siguientes, inclu-
yendo la fabricacién por lotes, la preseleccién de sensores, la normalizacién de la senal y el uso
de multiples métodos para el célculo del limite de deteccion (LOD) y del limite de cuantificacion
(LOQ), responden a esta limitacion fundamental del material.

6.4.2. Fabricaciéon por lotes independientes

Con el proposito de abordar explicitamente la variabilidad descrita en la seccién anterior, los
sensores fueron fabricados en lotes independientes en dias diferentes. En todos los lotes se mantu-
vieron constantes los pardmetros de impresion laser (potencia, velocidad y resolucion), asi como las
etapas de limpieza, modificaciéon de contactos, funcionalizacién quimica, condiciones de incubacion
y parametros electroquimicos de mediciéon. La tinica variable introducida entre lotes correspondio
al momento de fabricacién, lo que permiti6é evaluar tanto la variabilidad interlote como la intralote
sobre el desempeno analitico del sistema.

En total se fabricaron dos lotes utilizados para construir curvas de calibracion. El primer lote
se destino a una curva en el rango de 1 a 4 ng/mL de la proteina 14-3-3 eta, seleccionado por
encontrarse dentro del intervalo de concentraciones de interés clinico reportado en saliva. El segundo
lote se emple6 para una curva en el rango de 0.5 a 20 ng/mL, con el propdsito de evaluar el
comportamiento del biosensor tanto en concentraciones cercanas al limite inferior de detecciéon como
en niveles superiores al rango fisiopatologico esperado.

Este segundo lote fue también utilizado para los experimentos de reactividad cruzada y evalua-
cion en saliva artificial, dado que el primer lote no cont6é con suficientes sensores remanentes para
estas pruebas y no fue posible obtener posteriormente un lote con caracteristicas electroquimicas
suficientemente similares para garantizar comparaciones directas.

6.4.3. Caracterizacion inicial y criterios de preseleccion

Antes de su uso en etapas posteriores, todos los sensores fueron sometidos a una caracterizaciéon
electroquimica inicial mediante EIS en presencia de la solucion redox ferricianuro/ferrocianuro. A
partir de esta caracterizacién se obtuvo la Rct, empleada como parametro principal para evaluar el
comportamiento del electrodo.

Con base en esta caracterizacién y en la inspeccién visual de cada sensor, se aplicaron los
siguientes criterios de exclusion:

= Valores atipicamente bajos de Rct, asociados a cortocircuitos parciales, discontinuidades es-
tructurales o diferencias significativas en el area electroactiva.



44 Capitulo 6. Materiales y Métodos

= Coloracién excesivamente oscura o superficie con apariencia escamosa o irregular, indicativas
de carbonizaciéon heterogénea y menor reproducibilidad electroquimica.

Los sensores que superaron la preseleccion fueron distribuidos segin los objetivos experimentales
de cada lote, tal como se describe en las secciones correspondientes.

6.4.4. Proceso de funcionalizacién quimica

Previo a la funcionalizacion, los sensores fueron sometidos a un proceso de limpieza electroqui-
mica mediante voltametria ciclica en soluciéon de NaOH 1 M, utilizando una ventana de potencial
de —0.3 V a 0.3 V. Las mediciones se realizaron con una velocidad de barrido de 0.1 V/s y un
incremento de potencial de 0.01 V. Se registraron 5 ciclos por cada medicién, precedidos por un
tiempo de equilibrio de 3 s con el fin de estabilizar el sistema electroquimico. Posteriormente, se
realiz6 un enjuague con agua tipo I y secado a temperatura ambiente bajo condiciones controladas
del laboratorio

Con el fin de monitorear la evoluciéon del sistema durante el proceso de funcionalizacién, para
cada lote se seleccionaron tres bionanosensores de manera aleatoria, los cuales fueron caracteriza-
dos en cada etapa mediante EIS en presencia de una solucion redox de ferricianuro/ferrocianuro
1 mM,en un rango de frecuencias comprendido entre 0.02 Hz y 10 kHz, con 39 puntos distribuidos
logaritmicamente ( 6.7 puntos por década). Se aplicé una perturbacion sinusoidal de 10 mV de
amplitud alrededor del potencial de circuito abierto (OCP), utilizando un potencial de corriente
continua de 0 V respecto a este.

El OCP fue monitoreado durante un tiempo maximo de 60 s previo a cada medicién, con el fin
de garantizar la estabilidad del sistema. Adicionalmente, se establecié un tiempo de equilibrio de
15 s antes de la adquisicion de los espectros. Obteniendo valores de resistencia de transferencia de
carga (R.) como parametro de seguimiento.

Posteriormente, se depositaron 3 uL. PBA a una concentracién de 20 mM sobre el electrodo de
trabajo, seguido de incubacién durante 1 hora a 4 °C en caja de Petri. Luego, se realiz6 un lavado
con agua tipo I y secado a temperatura ambiente, seguido de caracterizacion electroquimica.

A continuacion, se llevo a cabo la activacion quimica de la superficie mediante la deposicion de
3 pL de una solucion de EDC/NHS (200 mM:50 mM), incubando durante 20 minutos. Posterior-
mente, los bionanosensores fueron lavados con soluciéon tampon MES y agua tipo 1.

Seguidamente, se inmovilizo el anticuerpo anti-14-3-3 eta mediante la deposicion de 4.5 uL de
una solucion de anticuerpo a una concentracion de 50 pug/mL, incubando durante aproximadamente
18 horas en cadmara hiimeda. Tras la incubacion, se realizé un lavado con PBS y agua tipo I, seguido
de secado y caracterizacién electroquimica.
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Posteriormente, se llevé a cabo el bloqueo de sitios no especificos mediante la deposicién de 3 uLu
de BSA al 1%, incubando durante 1 hora a 4 °C en ciAmara himeda. Luego, los bionanosensores
fueron lavados, secados y caracterizados mediante EIS.

Finalmente, se realizo la interaccion con el analito mediante la deposicion de 4.5 pL, de proteina
14-3-3 eta sobre el electrodo de trabajo, incubando durante 20 minutos. Posteriormente, se realiz6
un lavado final, secado y caracterizacion electroquimica mediante EIS en solucion de ferricianu-
ro/ferrocianuro.

Las mediciones correspondientes a la interaccién con el analito se realizaron de acuerdo con la
distribucién establecida para cada lote, permitiendo la construcciéon de curvas de calibracién inde-
pendientes y la evaluaciéon de la capacidad de cuantificacién del bionanosensor tanto en condiciones
controladas como en presencia de matriz de saliva.

6.4.5. Procesamiento de datos

Los datos electroquimicos obtenidos en cada etapa del proceso fueron exportados en formato
Excel y posteriormente analizados mediante la herramienta computacional desarrollada en este
trabajo.

6.5. Analisis de datos mediante herramienta computacional A&M
EIS Studio

Con el objetivo de garantizar un procesamiento estandarizado, reproducible y coherente con el
enfoque experimental del estudio, se desarrollé6 una herramienta computacional en Python para el
analisis integral de los espectros de EIS.

La aplicacion fue disenada para automatizar el flujo de anélisis desde la adquisicién de los datos
hasta la cuantificaciéon del biomarcador, permitiendo reducir la variabilidad asociada al procesa-
miento manual y asegurar la consistencia en la interpretaciéon de los resultados. En particular, la
herramienta permite: (i) la importacion de datos experimentales, (ii) el ajuste de espectros mediante
modelos de circuitos equivalentes, (iii) la construccion de curvas de calibracion y (iv) la cuantifica-
cion del analito basada en dichas curvas.

La herramienta recibe como entrada archivos en formato Excel (.xlsx) exportados directamente
de los equipos PalmSens, los cuales contienen la informacion de frecuencia, componente real (Z’)
y componente imaginaria (—Z"”) de la impedancia. Estos datos son procesados automaticamente,
verificando la integridad de las columnas requeridas y eliminando valores no validos.
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El desarrollo de la aplicacién se realizdé empleando librerias cientificas como NumPy, Pandas,
SciPy y Matplotlib, junto con una interfaz grafica desarrollada en Flet. El cédigo completo de la
herramienta se encuentra disponible en el archivo fuente desarrollado en Python.

6.5.1. Ajuste de espectros de impedancia

Los espectros EIS fueron ajustados mediante modelos de circuitos equivalentes previamente
descritos en el marco tedrico. La aplicaciéon implementa diferentes configuraciones del circuito de
Randles y sus extensiones, permitiendo representar los fenémenos electroquimicos asociados a la
interfaz del sensor.

El ajuste se realizd6 mediante optimizacién no lineal por minimos cuadrados, minimizando la
diferencia entre los valores experimentales y los valores estimados por el modelo. La funcién objetivo
empleada corresponde a:

1 |\ Zewp — Zi |>2

2 erp fit

— |Zexp — <1 fit] 6.1
X =N > ( Zow) (6.1)

Adicionalmente, la calidad del ajuste fue evaluada mediante el coeficiente de determinacion:
Sy —yrat)?
>y —9)?

A partir de este proceso, se obtuvo la respuesta simulada del sistema y los parametros electro-

R*=1- (6.2)

quimicos asociados a cada medicion.

6.5.2. Extraccion de parametros electroquimicos

De los modelos ajustados se extrajeron los pardmetros electroquimicos relevantes, particular-
mente la resistencia de transferencia de carga (R.), la cual fue utilizada como variable analitica
principal.

En el contexto de este trabajo, el valor de referencia o blanco corresponde al bionanosensor
funcionalizado hasta la etapa de bloqueo con BSA, es decir, antes de la interaccién con el analito.
Este valor permite establecer una linea base que representa el estado inicial del sistema sin presencia
del biomarcador.

6.5.3. Seleccion y validaciéon del circuito equivalente

Con el fin de garantizar una interpretacion adecuada de los espectros de impedancia electroqui-
mica (EIS), se realizo una comparacion sistematica de diferentes circuitos equivalentes utilizando
los mismos espectros experimentales obtenidos durante las distintas etapas de funcionalizacién y
deteccion del bionanosensor. El objetivo de este analisis fue identificar el modelo que ofreciera el
mejor equilibrio entre calidad de ajuste, estabilidad numérica, interpretacién fisica y comparabilidad
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con la literatura.

Se evaluaron cuatro configuraciones de circuitos equivalentes: (i) circuito de Randles con capa-
citor ideal (Randles (C)), (ii) circuito de Randles modificado con un elemento de fase constante
(Randles (CPE)), (iii) circuito de Randles con capacitor ideal y elemento de Warburg (Randles
(C) + Warburg), y (iv) circuito de Randles con CPE y elemento de Gerischer (Randles (CPE) +
Gerischer). Los ajustes se realizaron mediante algoritmos de optimizacion no lineal implementados
en la aplicacion desarrollada en Python, minimizando la diferencia entre los valores experimentales
y los valores predichos por cada modelo.

La calidad del ajuste se evalu6 mediante el coeficiente de determinacion (R?) y el estadistico x2.
El coeficiente de determinacién permitié cuantificar la proporcién de la variabilidad experimental
explicada por el modelo, mientras que el estadistico x? se utilizé como indicador del error residual
global del ajuste. En general, valores de R? cercanos a 1 y valores bajos de x? indican un ajuste
adecuado.

Adicionalmente, se analizaron los diagramas de Nyquist y Bode, asi como la estabilidad de los
pardmetros obtenidos, con el fin de verificar la consistencia fisica de cada modelo. La seleccion final
del circuito equivalente se bas6 no solo en el desempeno estadistico, sino también en la interpreta-
bilidad del pardmetro de (R, utilizado como senal analitica principal del biosensor.

Aunque se evaluaron modelos més complejos que incorporan elementos difusionales como War-
burg y Gerischer, el circuito de Randles modificado con un elemento de fase constante (CPE) fue
seleccionado como modelo principal para el anélisis del biosensor. Esta decisién se fundament6 en
que dicho modelo proporcioné una calidad de ajuste adecuada, una convergencia numérica robusta
y una interpretacion fisica directa del parametro R.:, manteniendo al mismo tiempo una estructu-
ra suficientemente simple para su aplicaciéon sistematica en el procesamiento automatizado de los
espectros.

6.6. Definicion de la senal analitica y normalizacién

Esta seccion define la variable de respuesta utilizada en todas las etapas posteriores del estudio.
Es importante establecer estos conceptos antes de describir la construccién de las curvas de calibra-
cion, ya que todas las métricas analiticas del trabajo dependen de las definiciones aqui presentadas.

6.6.1. Fundamento de la senal: cambios en Rct

El proceso de reconocimiento molecular entre el anticuerpo inmovilizado y la proteina 14-3-3 eta
modifica las propiedades interfaciales del electrodo, alterando la transferencia electrénica del par
redox ferricianuro/ferrocianuro y produciendo cambios cuantificables en Rct. Si bien el valor absoluto
de Rct es altamente sensible a estos eventos de unién, su uso directo para comparar sensores presenta
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limitaciones debido a las diferencias basales entre dispositivos LIG descritas en la Seccién 6.4.1.

6.6.2. Senal analitica normalizada

Para reducir el efecto de la variabilidad intrinseca entre sensores, la senal primaria se definié
como la variaciéon relativa de Rct respecto al valor del mismo sensor inmediatamente después del
bloqueo con BSA. Este estado de referencia fue seleccionado porque representa la condicion final
del biosensor antes de la exposicién al analito, incorporando ya todas las etapas de modificacién
superficial, activacién quimica, inmovilizacién del anticuerpo y bloqueo de sitios de adsorcién no
especifica.

La senal normalizada se calculdé mediante:

Rct,analito - Rct,BSA
Rt Bsa

A-Rct,norm = (63)

donde:

» R Bsa: resistencia de transferencia de carga medida inmediatamente después del bloqueo con
BSA.

» Rt analito: resistencia de transferencia de carga medida después de la incubacién con PBS, con
la proteina 14-3-3 eta o con un interferente.

Esta normalizacién expresé la respuesta como un cambio relativo al comportamiento basal de
cada sensor, reduciendo el impacto de las diferencias intrinsecas entre electrodos y facilitando la
comparacion entre réplicas dentro de un mismo lote.

6.6.3. Construcciéon y normalizaciéon de blancos

Para determinar el ruido basal del sistema, se construyé un conjunto de blancos procesados bajo
condiciones equivalentes a las muestras con proteina. Dado que la incubaciéon del analito se realizé
depositando 4.5 pl de solucion durante 20 minutos a 4 °C, los sensores blanco fueron sometidos al
mismo tiempo de incubacién pero con una gota de PBS sobre el electrodo de trabajo. Esto permitié
evaluar la variaciéon de la sefial atribuible al tiempo de incubacién, el manejo experimental y la
exposicion a la matriz tampoén, sin presencia del biomarcador.

Para cada sensor blanco se realizaron dos mediciones consecutivas:

= Una medicion inicial inmediatamente después del bloqueo con BSA (R Bsa)-
= Una segunda medicion después de incubar PBS durante 20 minutos a 4 °C (Rct,PBS,20min)-
Las senales del blanco se calcularon con las mismas expresiones definidas anteriormente:

Rct,PBS,20min - Rct,BSA
Rt Bsa

ARctblanco = (64)
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ARct,blancoabs = Rct,PBS,QOmin - Rct,BSA (6-5)

donde AR planco corresponde a la sefial normalizada y ARc blancoabs @ la sefial absoluta.
Estos valores constituyeron la poblacion de referencia utilizada en los analisis estadisticos pos-
teriores para estimar la media y la desviacién estandar del ruido experimental del sistema.

6.7. Construccion de las curvas de calibracion

Una vez definida la sefial analitica (Seccion 6.6) y seleccionados los sensores mediante los criterios
de preseleccion (Seccion 6.4.3), se procedi6 a construir las curvas de calibracion. Dado que cada lote
presentO caracteristicas particulares asociadas a la heterogeneidad estructural del LIG, cada curva
fue tratada como un sistema analitico independiente con su propia ecuaciéon de calibracion.

6.7.1. Protocolo de medicion

Para cada concentraciéon nominal se emplearon multiples sensores independientes del mismo lote.
Cada sensor fue funcionalizado segun el protocolo establecido y caracterizado electroquimicamente
mediante EIS antes y después de la incubacién con la proteina. Los valores de Rct se obtuvie-
ron ajustando los espectros a modelos de circuitos equivalentes implementados en la herramienta
computacional desarrollada en este trabajo. La senal analitica se calcul6 utilizando la expresion
normalizada definida en la Seccién 6.6.2.

6.7.2. Rangos de calibracién evaluados

Se construyeron dos curvas de calibracion independientes:

= Curva 1 (Lote 1): rango de 1 a 4 ng/mL, seleccionado por corresponder al intervalo de
concentraciones de interés clinico reportado en saliva para la proteina 14-3-3 eta.

» Curva 2 (Lote 2): rango de 0.5 a 20 ng/mL, con el propdésito de evaluar el comportamiento
del biosensor en concentraciones cercanas al limite inferior de deteccién y en niveles superiores
al rango fisiopatologico esperado.

6.7.3. Ajuste lineal y evaluaciéon de la calidad del modelo

Para cada concentracién se calcularon el valor promedio de la senal analitica, la desviacién
estandar y el coeficiente de variacion (CV %). Los valores promedio fueron graficados en funciéon de
la concentraciéon nominal y ajustados mediante regresion lineal simple:

y =mz + b (66)
donde:
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= y: sefial analitica normalizada (ARct norm )-
» z: concentracion nominal de la proteina 14-3-3 eta (ng/mL).
= m: pendiente de la recta; representa la sensibilidad analitica del biosensor.

= b: intercepto de la curva.

La calidad del ajuste lineal fue evaluada mediante el coeficiente de determinacion (R?), el anélisis
visual de los residuos y la coherencia de la tendencia con el comportamiento esperado del sistema.
La pendiente de cada curva fue posteriormente utilizada para determinar el LOD y el LOQ.

6.7.4. Analisis estadistico complementario

Con el fin de fortalecer la evaluacion estadistica del desempeno analitico del biosensor, se realizé
un andlisis de varianza de una via (ANOVA) para cada curva de calibracion. Este analisis permitio
determinar si la concentracién de la proteina 14-3-3n tuvo un efecto estadisticamente significativo
sobre la respuesta electroquimica normalizada del sensor.

El ANOVA se aplicé utilizando los valores individuales de AR norm Obtenidos para cada sensor,
y no los promedios por concentraciéon, debido a que las réplicas individuales representan la unidad
experimental del analisis. Para cada curva se compararon los grupos correspondientes al blanco y a
las concentraciones evaluadas. Se emple6 un nivel de significancia de o = 0,05.

Adicionalmente, para cada concentracion se calcularon la media, la desviacién estandar, el co-
eficiente de variacion porcentual (CV %) y el error estandar de la media (SEM), definido como:

sem =P (6.7)

Vn
donde SD corresponde a la desviaciéon estdndar y n al nimero de sensores evaluados por con-

centracion. Estos parametros permitieron describir la dispersién experimental, la repetibilidad de
la respuesta y la incertidumbre asociada al valor promedio reportado.

6.8. Determinacién del LOD y el LOQ

El limite de deteccion (LOD) corresponde a la concentracion més baja del analito que puede
diferenciarse de manera confiable del blanco, mientras que el limite de cuantificacion (LOQ) es la
concentracién mas baja que puede medirse con precisién y exactitud suficientes para ser reportada
cuantitativamente [91, 92].

Debido a la variabilidad intrinseca de los sensores LIG, no se considerd adecuado depender de un
Gnico criterio para estimar estos parametros. En su lugar, se implementaron cuatro metodologias
complementarias que evaluaron la sensibilidad analitica desde diferentes perspectivas. Todas las
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metodologias se aplicaron de manera independiente a las dos curvas de calibracién, utilizando la
pendiente y el intercepto especificos de cada lote.
6.8.1. Meétodo 1: Relevancia estadistica

Este método comparé estadisticamente el grupo blanco con cada concentracion de la curva de
calibracién. Cada concentracion fue comparada con el blanco mediante una prueba ¢ de Student
de dos colas para muestras independientes con varianzas desiguales (prueba de Welch), con las
siguientes hipotesis:

= Hj: la media de la concentracién evaluada es igual a la media del blanco.

= H;: la media de la concentracion evaluada es diferente a la media del blanco.

Se adopt6 un nivel de significancia o« = 0,05. E1 LOD correspondié a la concentraciéon mas baja
con p < 0,05; el LOQ a la concentracién méas baja con p < 0,05 y CV < 20%.
6.8.1.1. Criterios operativos de detectable y cuantificable

Como complemento a los métodos de célculo, se establecieron criterios operativos para clasificar
cada concentraciéon de la curva:

= Detectable: p < 0,05 en la comparacién frente al blanco.

s Cuantificable: p < 0,05 y CV < 20 %.

El umbral de CV < 20 % se seleccion6 de acuerdo con recomendaciones ampliamente aceptadas
en validacion bioanalitica para concentraciones cercanas al limite inferior del rango de trabajo (FDA,
2018; EMA, 2011). Bajo estos criterios, el LOD experimental se defini6 como la concentracion
més baja clasificada como detectable, y el LOQ experimental como la mas baja clasificada como
cuantificable.

6.8.2. Meétodo 2: Blancos normalizados (ICH Q2)

Siguiendo el enfoque de la guia ICH Q2(R2), el LOD y el LOQ se calcularon a partir de la
desviacion estandar de los blancos normalizados y la pendiente de la curva de calibracion [93]:

YLop = fblanco,norm + 3O'blanco,norm (68>

YLOQ = ZTblanco,norm + 100blanco,norm (6-9)

Transformando a unidades de concentracion con la ecuacién de calibracion:

b
e=2"" (6.10)
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se obtuvieron las siguientes expresiones:

LOD — iblanco,norm + 3O'blanco,norm —b (611)
m

o jblanco,norm + 10O—bla,nco,norm -b

LOQ =

(6.12)

m
Este enfoque es especialmente adecuado para biosensores con alta variabilidad intersensor, ya
que considera el ruido experimental después de corregir las diferencias basales entre dispositivos.

6.8.3. Meétodo 3: Desviacion estandar residual de la regresion

En este método, la desviacion estandar de la respuesta (o) se estimé a partir de los residuos
de la regresion lineal, calculados como la diferencia entre los valores experimentales y los valores
predichos por la curva de calibraciéon. Posteriormente, los limites de detecciéon y cuantificacion se
calcularon mediante:

rop =237 (6.13)
m
1

Log = %2 (6.14)
m

Este enfoque incorpora la incertidumbre asociada al ajuste de la curva de calibraciéon mediante
la desviacion estandar de los residuos, reflejando la concordancia entre los valores experimentales y
los valores predichos por el modelo. De esta manera, la estimacion del LOD y LOQ se fundamenta
en el desempeno global de la regresion y no tinicamente en la variabilidad del blanco.

6.8.4. Interpretacion comparativa de los tres métodos

Los tres métodos descritos deben entenderse como complementarios, no como procedimientos
mutuamente excluyentes. Cada uno evaltia un aspecto distinto del desempeno analitico:

» Método 1 (relevancia estadistica): estimacion experimental directa basada en los datos
observados; vincula significancia estadistica con precisiéon experimental.

» Método 2 (blancos normalizados): refleja la sensibilidad del sistema una vez controlada
la principal fuente de dispersion (variabilidad basal entre sensores).

» Método 3 (Residual de la regresion): incorpora la incertidumbre global del modelo lineal,
atil para comparar curvas con distintas pendientes o rangos.

La comparacion entre metodologias evidencia que el LOD y el LOQ no son parametros absolutos,
sino métricas que dependen del modelo matemaético empleado, del tratamiento de la senal, de la dis-
persion del blanco y de la incertidumbre de la curva. Esta estrategia multifactorial es consistente con
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las recomendaciones de la IUPAC y la ICH, que reconocen la validez de miltiples enfoques y sena-
lan que la seleccién del método debe responder a las caracteristicas particulares del sistema analitico.

En el presente trabajo, las tres metodologias fueron aplicadas para obtener una vision integral
del desempeno del biosensor, no para seleccionar arbitrariamente el valor mas favorable.

6.9. Evaluacion de especificidad: reactividad cruzada

La especificidad constituye uno de los parametros més relevantes en la validacién de biosensores,
ya que refleja la capacidad del elemento de reconocimiento biolégico para responder preferentemente
frente al analito objetivo, minimizando la interferencia de otras moléculas presentes en la muestra
(ICH, 2023; FDA, 2018).

6.9.1. Seleccion de interferentes y protocolo

La evaluacion de reactividad cruzada se llevo a cabo con cuatro interferentes: albiimina sérica
bovina (BSA), empleada como control de adsorcién no especifica, y proteinas asociadas a los virus
del dengue, SARS-CoV-2 y Epstein-Barr (EBV). Estos analitos fueron seleccionados con base en su
disponibilidad experimental y su capacidad para representar moléculas bioldgicas potencialmente
presentes en matrices complejas.

Para cada interferente se emplearon tres sensores independientes (n = 3), ntimero definido en
funcién de la disponibilidad limitada de estas proteinas y de los sensores remanentes en el lote.
Todos los sensores pertenecieron al Lote 2 (curva 0.5-20 ng/mL). Cada interferente fue preparado
y aplicado siguiendo el mismo protocolo utilizado para la proteina 14-3-3 eta: 4.5 ul. de solucién
depositados sobre el electrodo de trabajo e incubados durante 20 minutos a 4 °C. Posteriormente,
los sensores fueron lavados, secados y caracterizados mediante EIS. La sefial analitica se calcul6 con
la misma metodologia descrita en la Seccién 6.6.

6.9.2. Criterio de comparaciéon e interpretaciéon

La respuesta de cada interferente fue comparada con la sefial generada por la proteina 14-3-3 eta a
3.8 ng/mL, concentracion asociada a pacientes con artritis reumatoide activa segun la literatura. Los
resultados se expresaron como promedio + desviacion estdndar. Una respuesta significativamente
menor para los interferentes respecto al biomarcador fue interpretada como evidencia de especificidad
del bionanosensor y de baja reactividad cruzada.

6.10. Prueba de concepto en saliva artificial

Con el proposito de evaluar preliminarmente la capacidad del bionanosensor para mantener su
desempeno analitico en una matriz compleja, se realizaron experimentos de deteccion de la proteina
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14-3-3 eta en saliva artificial.

La saliva artificial utilizada en este estudio se preparo6 con el fin de simular las condiciones i6énicas
y quimicas de la saliva humana, permitiendo evaluar el desempeinio del bionanosensor en una matriz
compleja bajo condiciones controladas. La formulacién se bas6é en una composiciéon reportada en la
literatura con pH 7.2 [94].

La solucion estuvo compuesta por NaCl (4.29 mM), KCI (17.98 mM), CaCly (1.10 mM), MgCls
(0.08 mM), H2SO4 (0.50 mM), NaHCO3 (3.27 mM) y urea (3.33 mM), todos disueltos en agua
tipo I. Debido a que no se disponia de NagPOy4 (3.90 mM), este fue reemplazado por una mezcla
equimolar de NaHsPO4-HsO y NagHPO4, ambos a 1.95 mM, con el fin de mantener la capacidad
amortiguadora del sistema fosfato.

Los reactivos fueron disueltos bajo agitacién magnética y el pH se ajustd a 7.2 cuando fue nece-
sario. La solucion se almaceno a 4 °C hasta su utilizacion en la preparacion de muestras fortificadas
con la proteina 14-3-3 7.

6.10.1. Concentraciones evaluadas y protocolo

Se evaluaron dos concentraciones de la proteina 14-3-3 eta en saliva artificial: 1 ng/mL, por
encontrarse cercana al limite inferior del rango de interés, y 3.8 ng/mL, por corresponder al valor
clinicamente relevante reportado en la literatura para pacientes con artritis reumatoide activa.

Para cada concentracion se prepar6 saliva artificial dopada con la cantidad correspondiente de
proteina recombinante. Se depositaron 4.5 ul. de muestra sobre cada bionanosensor funcionalizado
y se incubaron durante 20 minutos a 4 °C, reproduciendo las condiciones de las etapas anteriores.
Después de la incubacion, los bionanosensores fueron lavados, secados y caracterizados por EIS. La
senial analitica se calcul6é con la misma estrategia de normalizacion descrita en la Secciéon 6.6.2.

Todas las pruebas se realizaron con sensores del Lote 2, dado que el Lote 1 no contd con sen-
sores suficientes para experimentos adicionales. Las concentraciones fueron estimadas empleando la
ecuacion de calibraciéon de la Curva 2.

6.10.2. Criterios de evaluaciéon

Para cada nivel de concentraciéon se calcularon el promedio, la desviacién estandar y el error
relativo respecto al valor nominal esperado. La cercania entre la concentraciéon teoérica y la cuan-
tificada fue interpretada como evidencia preliminar de la capacidad del biosensor para operar en
una matriz compleja y estimar concentraciones clinicamente relevantes del biomarcador. Esta etapa
constituy6é una prueba de concepto y no una validaciéon clinica formal.
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6.11. Limitaciones del estudio

A pesar de las estrategias implementadas para reducir la variabilidad y fortalecer la robustez
del método analitico, el estudio estuvo sujeto a diversas limitaciones experimentales que deben con-
siderarse al interpretar los resultados y al extrapolar el desempenio del biosensor a escenarios clinicos.

La variabilidad estructural del LIG, aunque mitigada mediante preselecciéon y normalizacion, no
pudo eliminarse completamente. En consecuencia, los parametros analiticos obtenidos, incluyendo
la pendiente de las curvas de calibracion y los valores de LOD y LOQ), deben interpretarse como
estimaciones dependientes del lote y de las condiciones experimentales especificas evaluadas.

La disponibilidad limitada de sensores funcionales condicion6 el disefio experimental. La fabrica-
cion y funcionalizacion de sensores LIG presenta una tasa de descarte considerable, lo que restringio
el namero de réplicas disponibles para los experimentos de reactividad cruzada (n = 3 por in-
terferente) y concentro6 las pruebas complementarias en el Lote 2. No fue posible obtener un lote
adicional con caracteristicas electroquimicas suficientemente similares para realizar comparaciones
directas con el Lote 1.

La disponibilidad limitada de algunas proteinas interferentes redujo el ntimero de réplicas en los
ensayos de reactividad cruzada. Estudios futuros deberan ampliar tanto el nimero de repeticiones
como la diversidad de proteinas potencialmente interferentes evaluadas.

La evaluacion en saliva artificial constituyo una prueba de concepto y no una validacion clinica.
Esta matriz no incorpora la variabilidad biolégica, la complejidad protedémica ni los posibles efectos
de degradacién presentes en muestras reales. Los resultados de esta etapa deben interpretarse como
evidencia preliminar de viabilidad técnica.

Finalmente, los valores de LOD y LOQ reportados no deben considerarse constantes universales
del sistema. Estos pardmetros dependen del lote de sensores, del rango de calibracion, del método
de procesamiento de la senal y de la metodologia empleada para su estimacién, caracteristica espe-
cialmente relevante en biosensores basados en materiales heterogéneos como el LIG.

Nota. A pesar de estas limitaciones, el diseno experimental implementado proporcion6 una base
metodologica solida para evaluar el desempeno analitico del bionanosensor y demostrar su capacidad
preliminar para detectar y cuantificar la proteina 14-3-3 eta en condiciones controladas y en matrices
complejas.






CAPITULO 7

Resultados y Discusion

7.1. Revision bibliografica y seleccién del biomarcador y matriz bio-
logica

Cuadro 7.1: Matriz de decisiéon para la seleccion del biomarcador y la matriz bioldgica para el
desarrollo del bionanosensor.

Criterio Orina Sudor Saliva

Parametro Peso CTX-II Glc-Gal-PYD sCD14 IL-6 ORM2 miRNA-146a PCR IL-6 Calprotectina Vimentina 14-3-3 ETA GRP78/BiP Anti-CCP
Especificidad 22.0% 1 1 2 2 2 1 1 1 1 2 2 3 3
Sensibilidad 22.0% 1 1 3 2 3 1 1 1 1 3 3 2 1
Matriz 18.67 % 1 1 1 1 1 1 2 2 2 3 3 3 3
Disponibilidad de anticuerpos 18.67 % 0 0 3 3 3 0 3 3 2 3 3 1 0
Disponibilidad comercial 18.67 % 0 0 3 2 3 0 1 2 1 1 2 1 0
Puntaje total 0.62666 0.62666 2.40662 1.99996 2.40662 0.62666 1.55996  1.74662 1.37330 2.40662 2.59328 2.03330 1.43998

Cuadro 7.2: Comparacion multicriterio de matrices biologicas para la seleccion de la muestra més
apropiada.

Criterio Orina Sudor Saliva
Facil adquisicion (11.67 %) 2 1 3
Proteinas interferentes (25.00 %) 2 1 3
Enzimas degenerativas (20.00 %) 2 3 1
pH (11.67 %) 1 2 3
Metabolitos y contaminantes (20.00 %) 1 2 3
Dieta e hidratacion (11.67 %) 1 2 3
Puntaje total 1.57 1.83 2.60

La evaluacién comparativa de las matrices biolégicas mostré que la saliva obtuvo el mayor
puntaje ponderado (2.60), superando al sudor (1.83) y a la orina (1.57) (Cuadro 7.2). Este resultado
se atribuye a su caracter no invasivo, facilidad de recoleccién y compatibilidad con el monitoreo
frecuente, caracteristicas que la convierten en una matriz adecuada para el seguimiento de pacientes
con artritis reumatoide.
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Posteriormente, la matriz de decisién para biomarcadores indicé que la proteina 14-3-3 eta en
saliva present6 el puntaje total més alto (2.59328), por encima de otros candidatos evaluados (Cua-
dro 7.1). Este biomarcador destaco por su relevancia clinica, su presencia en saliva y la disponibilidad
de anticuerpos y reactivos comerciales para su deteccion.

En conjunto, estos resultados sustentaron la selecciéon de la combinacién saliva-14-3-3 eta como
la alternativa mas adecuada para el desarrollo del bionanosensor electroquimico propuesto.

7.2. Proceso de fabricaciéon y funcionalizacién de los bionanosenso-
res

La Figura 7.1 presenta los bionanosensores de grafeno inducido por laser fabricados y empleados
durante el desarrollo experimental. Se observa la configuracion de tres electrodos, la cual permitié
realizar las etapas de funcionalizacién superficial y las mediciones electroquimicas necesarias para
la deteccién de la proteina 14-3-3 eta.

Figura 7.1: Bionanoensores de grafeno inducido por laser (LIG).

7.3. Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion estructural del grafeno inducido por laser (LIG) se realiz6 mediante espec-
troscopia Raman en 3 sensores del lote 1 con el fin de evaluar el grado de defectos, el namero de
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capas y la calidad estructural del material obtenido.
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Figura 7.2: Espectro Raman de los bionanosensores LIG.
En el espectro se identificaron las bandas D, G y 2D, tipicas de materiales grafénicos. La banda
D se asocia con defectos estructurales y bordes del material, la banda G corresponde a la vibracién

de los enlaces sp 2 , y la banda 2D proporciona informacién sobre el niimero de capas y el grado de
orden estructural.

Cuadro 7.3: Parametros Raman promedio obtenidos para tres bionanosensores LIG.

Sensor ID IG IQD ID/IG IQD/IG La (nm)

1.1 296,01 + 140,66 270,39 +£39,29 119,81 £27,93 1,07+0,37 0,44+0,04 19,11 +6,54
1.2 273,05+ 9,50 221,90 +25,58 9856 +7,690 1,24+0,19 0,45+0,02 15,66+ 2,35
1.3 230,60 £ 16,89 253,54 2254 113,64 +20,39 0,91+0,01 0,45+£0,04 21,124+0,33

Promedio global 266,55+ 70,09 248,61 £32,01 110,67 +18,62 1,07£0,24 0,44+0,03 18,63+ 3,97

Los parametros obtenidos se resumen en la Tabla 7.3. La relacion Ip/Ig presenté un valor
promedio de 1.07 + 0.24, indicando una elevada densidad de defectos, caracteristica tipica del
grafeno inducido por laser. La relacion Isop/Ig fue de 0.44 £ 0.03, lo que sugiere la formacion de
grafeno multicapa. A partir de estos resultados se estim6 un tamano promedio de cristalito lateral
(La) de 18.63 £ 3.97 nm.

La desviacion estandar observada entre los 3 bionanosensores evidencia una variabilidad inheren-
te al proceso de fabricaciéon, atribuible a pequenas diferencias locales en la distribucién de energia
del laser y en la carbonizacién de la poliimida. Sin embargo, los valores se mantuvieron dentro
de rangos consistentes, indicando que los bionanosensores presentan una estructura fisicoquimica
comparable.
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7.4. Caracterizacién electroquimica inicial

La caracterizacion electroquimica inicial de los bionanosensores LIG se realizé mediante volta-
metria ciclica con el fin de evaluar su capacidad de almacenamiento de carga, el area electroactiva
y la eficiencia en la transferencia electrénica antes del proceso de funcionalizacion. Para ello, se
analizaron los bionano sensores en soluciéon tampén PBS y en presencia del sistema redox ferricia-
nuro/ferrocianuro a diferentes velocidades de barrido.

0,00008 | ‘ ‘ ‘
@ Datos experimentales —— 2,12 x 104z — 8,52 x 10~ R? = 0,997

0,00006 |

=
—0,00004 - |
~
4

0,00002 |

0 | | | | |
5.10"2 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Velocidad (V/s)

Figura 7.3: Relacion entre la diferencia de corriente capacitiva (AI) y la velocidad de barrido
utilizada para la estimacién de la capacitancia de doble capa del electrodo.

En PBS, la diferencia entre las corrientes anddica y catédica mostré una relacién lineal con la
velocidad de barrido (Figura 7.3), con un coeficiente de determinacién de R? = 0,997. La pendiente
de la regresion lineal fue 2,12 x 10™* A V™1, a partir de la cual se calculé una capacitancia de doble
capa de 0.212 mF. Este valor confirma la presencia de una interfaz electrodo-electrolito con alta
capacidad de acumulacién de carga, consistente con la estructura tridimensional porosa del LIG.
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Figura 7.4: Relacion entre la corriente de pico de oxidaciéon y la raiz cuadrada de la velocidad de

barrido utilizada para la estimacion del area electroactiva del electrodo mediante la ecuacién de
Randles—Sevcik.

Cuadro 7.4: Valores de area efectiva y area geométrica de los sensores LIG

Parametro Valor

Area electroactiva  0.291 cm?
Area geométrica 0.175 cm?

En presencia del par redox ferricianuro/ferrocianuro, la corriente de pico aumento6 linealmente
con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (Figura 7.4), con un coeficiente de determinacion de
R? = 0,996. A partir de la pendiente de esta relacién y de la ecuaciéon de Randles-Sevcik, se estimé
un area electroactiva de 0.291 cm?, aproximadamente 1.66 veces mayor que el &rea geométrica
del electrodo (0.175 cm?). Este resultado evidencia que la estructura porosa del LIG incrementa
significativamente la superficie disponible para la transferencia electronica y para la inmovilizacién
de biomoléculas.
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Cuadro 7.5: Separaciéon entre potenciales de oxidacion y reducciéon y relacidon entre corrientes de
pico para diferentes velocidades de barrido en presencia del sistema ferricianuro /ferrocianuro.

Velocidad de barrido (V/s) AE, (mV) |[I,q/Iy|

0.05 173.53 0.99
0.10 234.78 0.97
0.15 285.81 0.96
0.20 326.64 0.95
0.25 367.47 0.94
0.30 387.89 0.94

La separacion entre los potenciales de oxidacion y reduccion (AE,) aument6 desde 173.53 mV
hasta 387.89 mV al incrementar la velocidad de barrido de 0.05 a 0.30 V/s. Estos valores son
superiores al valor tedrico esperado para un sistema reversible, lo que indica un comportamiento
cuasirreversible. A pesar de ello, la relaciéon entre las corrientes de pico anddico y catodico se
mantuvo cercana a la unidad en magnitud (|I,q/Ipc| = 0,94-0.99), lo que confirma una respuesta
electroquimica estable y reproducible.

En conjunto, estos resultados demuestran que los sensores de grafeno inducido por laser presen-
tan una elevada capacitancia interfacial, un area electroactiva significativamente superior al area
geométrica y una transferencia electronica eficiente frente al sistema ferricianuro/ferrocianuro.
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Figura 7.5: Interfaces principales de la aplicacion A&M EIS Studio.
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7.4.1. Desarrollo de la aplicaciéon para el analisis automatizado de datos elec-
troquimicos

Como complemento al desarrollo experimental del biosnanoensor, se disefié una aplicacion de
escritorio denominada A&M FEIS Studio, desarrollada en Python con el objetivo de automatizar el
procesamiento de datos de EIS, reducir errores asociados al analisis manual y facilitar la interpre-
tacion de los resultados obtenidos durante la investigacion.

La aplicacién integra diferentes modulos que permiten realizar de manera secuencial las etapas
principales del analisis electroquimico. En primer lugar, incluye una interfaz para la carga y orga-
nizacién de archivos en formato Excel provenientes del potenciostato. Posteriormente, permite la
visualizacién de diagramas de Nyquist y el ajuste de los datos experimentales a distintos circuitos
equivalentes, entre ellos Randles, Randles con elemento de fase constante (CPE), Randles con War-
burg y Randles con Gerischer. Asimismo, incorpora un moédulo de ajuste automatico que procesa
miultiples archivos de manera simultdnea y extrae parametros electroquimicos como la Rs, R, el
parametro del CPE (Q), el exponente n y los parametros asociados al elemento de Gerischer.

Adicionalmente, la aplicacién cuenta con un modulo para la construcciéon de curvas de calibra-
cion, en el cual se calculan automaticamente los promedios, desviaciones estandar, regresion lineal,
R?, pendiente, intercepto, LOD y LOQ. Finalmente, se desarroll6 un médulo de cuantificacion que
permite estimar la concentraciéon del biomarcador 14-3-3 eta en muestras desconocidas a partir de
la ecuacién de calibracién correspondiente al lote de sensores analizado. Este médulo compara la
respuesta del sensor incubado con proteina frente a su respectivo blanco con BSA y genera una
interpretacion preliminar del resultado.

La Figura 7.4 presenta las principales interfaces de la aplicacion, incluyendo el (1) Modulo de
carga de archivos Excel. (2-4) Herramientas para ajuste individual, superposicién y procesamiento
automaético de datos de espectroscopia de impedancia electroquimica. (5-6) Visualizacion detallada
de resultados y parametros electroquimicos. (7) Modulo de cuantificacion del biomarcador 14-3-3 7
a partir de la curva de calibracién del lote correspondiente.

El desarrollo de esta herramienta constituyd un aporte adicional del presente trabajo, ya que
permitié estandarizar el analisis de datos electroquimicos, disminuir significativamente el tiempo de
procesamiento y facilitar la implementaciéon de una metodologia reproducible para la caracterizacién
y cuantificaciéon del biomarcador propuesto.

7.4.2. Seleccion del circuito equivalente

Con el fin de justificar el modelo electroquimico empleado para el ajuste de los espectros de
impedancia electroquimica, se compararon cuatro circuitos equivalentes utilizando los mismos es-
pectros experimentales obtenidos a lo largo del estudio: Randles (C), Randles (CPE), Randles (C) +
Warburg y Randles (CPE) + Gerischer. Para cada modelo se evalud la calidad del ajuste mediante
el coeficiente de determinacion (R?) y el estadistico x2.

El circuito Randles (C) presenté el desempefio mas limitado, con un R? promedio de 0.910 y
un x? promedio de 0.0319, lo que evidencia que un capacitor ideal no describe adecuadamente la
naturaleza altamente porosa y heterogénea del grafeno inducido por laser (LIG). La incorporacion
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de un elemento de fase constante (CPE) mejoro significativamente la calidad del ajuste, alcanzando
un R? promedio de 0.976 y un x? promedio de 0.0073, lo cual confirma el comportamiento capacitivo
no ideal del material.

Los modelos que incorporaron elementos difusionales mostraron el mejor desempeno estadistico.
El circuito Randles (C) + Warburg alcanzé un R? promedio de 0.9968 y un x? promedio de 0.0053.
No obstante, el mejor ajuste global se obtuvo con el circuito Randles (CPE) + Gerischer, que
presenté un R? promedio de 0.9980 y el valor més bajo de x? (0.0014). Estos resultados indican
que este modelo fue el mas adecuado para describir el comportamiento electroquimico del sistema,
al incorporar simultaneamente el comportamiento capacitivo no ideal de la interfaz y los procesos
acoplados de transferencia de carga y difusion caracteristicos de materiales porosos como el LIG.

Con base en estos resultados, el circuito Randles (CPE) + Gerischer fue seleccionado como
modelo principal para el procesamiento de los espectros EIS y la extraccion del parametro de R,
utilizado como variable analitica para la construccion de las curvas de calibracion y la cuantificacién
de la proteina 14-3-3 eta. La superioridad de este modelo sugiere que la respuesta electroquimica
del biosensor no puede describirse inicamente mediante un circuito de Randles convencional, sino
que requiere considerar la complejidad estructural y los fenémenos de transporte presentes en la
arquitectura tridimensional del grafeno inducido por léaser.

Cuadro 7.6: Comparaciéon del desempeno de los circuitos equivalentes evaluados para el ajuste de
los espectros EIS.

Circuito equivalente n R? promedio x? promedio Seleccién
Randles (C) 37 0.9100 0.0319 No
Randles (CPE) 37 0.9764 0.0073 No
Randles (C) + Warburg 37 0.9968 0.0053 No
Randles (CPE) + Gerischer 74 0.9980 0.0014 Si

7.5. Funcionalizacién de la superficie LIG

7.5.1. Seguimiento electroquimico del proceso de funcionalizaciéon

Con el propésito de verificar la correcta modificaciéon superficial de los electrodos y monitorear la
evolucidn electroquimica del sistema durante las distintas etapas de funcionalizacién, en cada lote se
seleccionaron aleatoriamente tres bionanosensores de control. Estos sensores fueron caracterizados
mediante EIS después de cada etapa critica del protocolo, incluyendo la adsorciéon del PBA; la
inmovilizacién del anticuerpo monoclonal anti-14-3-3 eta y la etapa de bloqueo con BSA.
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Figura 7.6: Diagramas de Nyquist representativos obtenidos durante el seguimiento electroquimico

La Figura 7.6 presenta diagramas de Nyquist representativos correspondientes a las etapas de
funcionalizacién evaluadas. Los espectros se identifican mediante un cédigo de color, donde el azul
corresponde al sensor desnudo, el naranja a la modificacién con PBA, el verde a la inmovilizacién
del anticuerpo monoclonal (MAD) y el rojo a la etapa de bloqueo con BSA. En todos los casos
se observd un incremento progresivo en el didmetro del semicirculo, lo cual indica un aumento de
la R.. Este comportamiento es consistente con la incorporacion secuencial de capas organicas y
biomoleculares sobre la superficie del LIG, las cuales dificultan el intercambio electrénico entre la
sonda redox ferri/ferrocianuro y el electrodo.

El incremento inicial registrado tras la adsorcién del PBA confirma la interaccién no covalente
entre el grupo pireno y la superficie grafitica del LIG mediante apilamiento 77, proporcionando
grupos carboxilo disponibles para la posterior activaciéon quimica. Posteriormente, la inmovilizaciéon
del anticuerpo produjo un aumento adicional de R, atribuible a la formacién de una capa proteica
sobre la superficie del electrodo. Finalmente, la etapa de bloqueo con BSA generé el mayor incre-
mento en la senal, lo cual evidencia la ocupacién de sitios no especificos remanentes y la formacion
de una barrera adicional al transporte de carga.

Cuadro 7.7: Valores promedio de AR¢ norm obtenidos durante el seguimiento electroquimico del
proceso de funcionalizacion utilizando tres bionanosensores de control.
Etapa de funcionalizacién Promedio AR norm DE CV (%)

Desnudo-PBA 0.575980793 1.426831  247.722
PBA-MAbDb 1.005295788 0.691202  68.75606
MAb-BSA 2.004756946 1.57257  78.44191
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Con el fin de cuantificar estos cambios, se calcul6 el valor promedio de AR norm para los
tres sensores de control en cada etapa (Cuadro 7.7). El cambio entre la superficie desnuda y la
etapa posterior a la inmovilizacion de PBA fue de 0,576 + 1,427, mientras que la inmovilizacién
del anticuerpo generd un incremento promedio de 1,005 £ 0,691. La transiciéon desde la superficie
funcionalizada con anticuerpo hasta la etapa de bloqueo con BSA produjo el mayor aumento, con
un valor de 2,005 + 1,573.

Aunque se observaron coeficientes de variacion elevados (247.7 %, 68.8% y 78.4 %, respectiva-
mente), atribuibles a la variabilidad intrinseca de los sensores de grafeno inducido por laser, en todos
los casos se mantuvo una tendencia consistente de incremento en la resistencia de transferencia de
carga. Fste comportamiento fue utilizado como criterio experimental para considerar exitosa cada
etapa del proceso de funcionalizacion.

No obstante, es importante sefialar que este seguimiento electroquimico constituye una validacién
funcional del proceso de modificacién superficial, pero no proporciona evidencia fisicoquimica directa
de la inmovilizacion del anticuerpo ni de la eficiencia de la activaciéon quimica con EDC/NHS. Una
caracterizacion mas exhaustiva de la morfologia, porosidad, homogeneidad y quimica superficial
del LIG, asi como de los cambios inducidos durante la funcionalizacién, requeriria el empleo de
técnicas complementarias como microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia de fuerza
atomica (AFM), espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS), espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), mediciones de angulo de contacto y mapeo Raman. Estas técnicas
permitirian confirmar de manera directa la formacion de enlaces quimicos, la distribucién homogénea
de las capas depositadas y la inmovilizacion efectiva del anticuerpo sobre la superficie del sensor,
constituyendo una linea de trabajo relevante para el fortalecimiento fisicoquimico de esta plataforma
en estudios futuros.
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7.6. Curva de calibracion de 0,5 - 20 ng/ml

4 T T \
—@— Promedio + DE 0,125z + 0,253 R? = 0,979

RCT promedio

0 5 10 15 20

Concentracion (ng/mL)

Figura 7.7: Curva de calibracién normalizada para el rango de 0,5-20 ng/mL. Las barras de error
representan la desviacion estandar de tres mediciones independientes para cada concentracion.

Cuadro 7.8: Resultados del ANOVA y SEM para la curva de calibracién en el rango de 0,5-20
ng/mL.

Grupo n Suma Promedio Varianza SEM

Blanco 20 3.739448 0.1869724 0.07803987932  0.06436943869
0,5 ng/mL 3  1.195051894  0.3983506312  0.004547150057  0.03893220628
1 ng/mL 3 1.509365231  0.5031217437  0.01436963542  0.06920894792
3,8ng/mL 3  2.151975004 0.7173250014  0.05504418598 0.1354550183
10 ng/mL 2 2.5060766 1.2530383 0.03751542867 0.1369588052
20 ng/mL 3 8.627759314  2.875919771 0.5142555687 0.4140272007

Cuadro 7.9: Resultados del anéalisis de varianza de una via (ANOVA) para la curva de calibracion
en el rango de 0,5-20 ng/mL.

Fuente de variacién SS gl MS F Valor p
Entre grupos 19.98240978 5 3.996481955 41.49561939 < 0,0001
Dentro de grupos 2.696706216 28  0.09631093628 - -

Total 22.67911599 33 - - -
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Cuadro 7.10: Curva de calibracion del bionanosensor en el rango de 0.5 a 20 ng/mL de proteina
14-3-3 eta.
Concentracion (ng/mL) Promedio AR norm Deviacion Estandar

0 0.1869724 0.2793561872
0.5 0.3983506312 0.06743255933
1 0.5031217437 0.1198734141
3.8 0.7173250014 0.2346149739
10 1.2530383 0.1936889999
20 2.875919771 0.7171161473

Cuadro 7.11: Parametros de la regresion lineal y valores estimados LOD y LOQ calculados mediante
el método de la desviaciéon estandar del blanco para la curva de calibracién normalizada en el rango
de 0,5-20 ng/mL.

Pendiente Intercepto LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)
0.125 0.256 6.704548493 22.34849498

Cuadro 7.12: Datos utilizados para el célculo del error residual de la regresion en el rango 0,5-20

ng/ml.
Concentracion (ng/mL) Senal real Senal predicha Delta Error
0.5 0.3983506312 0.3185 0.07985063125 0.08742708707
1 0.5031217437 0.3810 0.1221217437
3.8 0.7173250014 0.7310 0.0136749986
10 1.2530383 1.5060 0.2529617002
20 2.875919771 2.7560 0.1199197715

Cuadro 7.13: Estimacion del LOD y LOQ mediante el método del error estdndar residual de la
regresion en el rango de 0,5-20 ng/ml.

Pendiente Intercepto LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)
0.125 0.256 2.09825009 6.994166965
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Cuadro 7.14: Evaluacién de la relevancia estadistica de cada concentraciéon frente al blanco y su
clasificacion como detectable y cuantificable en el rango de 0,5-20 ng/mL..

Concentracién (ng/mL) Promedio DE CV (%) p vs blanco Detectable Cuantificable
Blanco 0.1869724 0.2793561872  149.4104 - - -
0.5 0.3983506312  0.0674325593  16.9279 0.0116 Si Si
1 0.5031217437 0.1198734141  23.8259 0.0093 Si No
3.8 0.7173250014  0.2346149739  32.7069 0.2526 No No
10 1.2530383 0.1936889999  15.4575 0.0421 Si Si
20 2.875919771  0.7171161473  24.9352 0.0209 Si No

7.6.1. Analisis de la curva de calibracién de 0,5-20 ng/mL

La curva de calibracion construida en el rango de 0,5 a 20 ng/mL mostré una relacion lineal
positiva entre la concentraciéon de la proteina 14-3-3 eta y la respuesta electroquimica normalizada
del bionanosensor (ARt norm). A medida que aument6 la concentracion del analito, se observo un
incremento progresivo de la senal, desde un valor promedio de 0,398 en 0,5 ng/mL hasta 2,876 en
20 ng/mL. Esto evidencia la capacidad del sistema para responder de manera dependiente de la
concentracion.

La regresion lineal obtenida, descrita por la ecuacion y = 0,125z + 0,256, presentd un coeficiente
de determinacion de R? = 0,979, lo que indica una adecuada correlacion lineal dentro del intervalo
evaluado. Este comportamiento confirma que el bionanosensor mantiene una tendencia consistente
frente al aumento de la concentracion de proteina 14-3-3 7.

A pesar de la linealidad observada, el anélisis de la variabilidad experimental revel6 limitaciones
importantes. El blanco presenté una desviacién estandar de 0,279 y un coeficiente de variacion de
149,4 %, lo que refleja una alta dispersion de la senal basal. Esta variabilidad impact6 directamente
la estimacion de los parametros analiticos del bionanosensor.

Mediante el método basado en la desviacién estandar del blanco se obtuvo un LOD de 6,70
ng/mL y un LOQ de 22,35 ng/mL. Bajo este criterio conservador, unicamente las concentracio-
nes superiores a aproximadamente 7 ng/mL podrian considerarse detectables de manera robusta,
mientras que la cuantificacion confiable requeriria concentraciones superiores a 22 ng/mL.

Por otro lado, el método basado en el error estandar residual de la regresiéon produjo valores
menos restrictivos, con un LOD de 2,10 ng/mL y un LOQ de 6,99 ng/mL. Esta diferencia entre mé-
todos evidencia que la estimacién de los limites analiticos depende fuertemente del criterio empleado
y de la variabilidad del blanco.

La comparacién estadistica frente al blanco mostré que las concentraciones de 0,5, 1, 10 y 20
ng/mL presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Sin embargo, la concen-
tracion de 3,8 ng/mL no mostr6 una diferencia significativa frente al blanco (p = 0,2526). Este
resultado es relevante, ya que 3,8 ng/mL corresponde a una concentracion de interés clinico para el
monitoreo de la artritis reumatoide.

Adicionalmente, se realizo un analisis de varianza de una via (ANOVA) utilizando los valores
individuales de la respuesta electroquimica normalizada correspondientes al blanco y a las concentra-
ciones evaluadas en el rango de 0,5 a 20 ng/mL. El analisis evidencio diferencias estadisticamente
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significativas entre los grupos (F' = 41,50, p < 0,0001), confirmando que la sefial del biosensor
depende de la concentracién de la proteina 14-3-3 eta. Este resultado proporciona evidencia esta-
distica global complementaria a la regresion lineal, al calculo de LOD/LOQ y a las comparaciones
individuales frente al blanco.

En conjunto, estos resultados demuestran que el bionanosensor presenta una respuesta lineal
adecuada y dependiente de la concentracion de proteina 14-3-3 eta en el rango de 0,5-20 ng/mL.
No obstante, la alta variabilidad del blanco y la falta de significancia estadistica en 3,8 ng/mL
evidencian que la reproducibilidad del sistema debe optimizarse para mejorar la robustez analitica
y permitir una deteccién mas confiable en concentraciones clinicamente relevantes.

7.7. Curva de calibracién de 1 - 4 ng/ml

Curva de calibraciéon 1-4 ng/mL normalizada

—o- Promedio + DE —y = 0,184x + 0,0747, R* = 0,992
1’4 T I T I T I T T T

12] |

ARt norm promedio

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Concentracion (ng/mL)

Figura 7.8: Curva de calibraciéon normalizada para las concentraciones de 1-4 ng/ml.
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Cuadro 7.15: Resultados del ANOVA y SEM para la curva de calibracion en el rango de 1-4 ng/mL.

Grupo n Suma Promedio Varianza SEM

Blanco 16 1.556017000  0.0972510625  0.05390581385 0.0580440640
1ng/mL 2 0.5110135766 0.2555067883  0.006346902146  0.05633339217
2ng/mL 2 0.8020644900 0.4010322450  0.004657266272  0.04825591296
3 ng/mL 2 1.2577602830  0.6288801415  0.004380205412  0.04679853316
4 ng/mL 2 1.6608146350  0.8304073176 0.2416537579 0.3476016095

Cuadro 7.16: Resultados del analisis de varianza de una via (ANOVA) para la curva de calibracion
en el rango de 1-4 ng/mL.

Fuente de variacion SS gl MS F Valor p
1.377965064 4 0.3444912661  6.142247011  0.002394612988
1.065625339 19  0.05608554418 - -

2.443590404 23 - - _

Entre grupos
Dentro de grupos
Total

Cuadro 7.17: Curva de calibracion del bionanosensor en el rango de 1 a 4 ng/mL de proteina 14-3-3
eta.

Concentraciéon (ng/mL) Promedio AR yorm  Desviacion estandar

N

0.0972510625
0.2555067883
0.4010322450
0.6288801415
0.8304073176

0.2321762566
0.0796674472
0.0682441666
0.0661831203
0.4915829105

Cuadro 7.18: Parametros de la regresiéon lineal y valores estimados del LOD y LOQ calculados
mediante el método de la desviacién estandar del blanco para la curva de calibracién normalizada
en el rango de 1-4 ng/mL.

Pendiente Intercepto LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)

0.184 0.0747 3.785482435 12.618274780
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Cuadro 7.19: Datos utilizados para el calculo del error estandar residual de la regresion en el rango
de 1-4 ng/mL.

Concentracion (ng/mkL) Senal real Senal predicha Delta Error

1 0.2555067883 0.2587 0.0031932117  0.01849046334
2 0.4010322450 0.4427 0.0416677550
3 0.6288801415 0.6267 0.0021801415
4 0.8304073176 0.8107 0.0197073176

Cuadro 7.20: Estimacion del LOD y LOQ mediante el método del error estdndar residual de la
regresion en el rango de 1-4 ng/mlL.

Pendiente Intercepto LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)

0.184 0.0747 0.3014749457 1.0049164860

Cuadro 7.21: Evaluacién de la relevancia estadistica de cada concentraciéon frente al blanco y su
clasificacion como detectable y cuantificable en el rango de 1-4 ng/mL.

Concentracién (ng/mL) Promedio DE CV (%) pvsblanco Detectable Cuantificable
Blanco 0.0972510625 0.2321762560 238.7390431 - - -

1 0.2555067883 0.0796674472  31.1801685  0.1710389901 St St

2 0.4010322450 0.0682441666 17.0171270  0.0131030273 St St

3 0.6288801415 0.0661831203  10.5239641  0.0077165027 St St

4 0.8304073176  0.4915829105  59.1978057  0.2831424210 No No
7.7.1. Analisis de la curva de calibraciéon de 1-4 ng/mL

Con el propoésito de evaluar el desempenio del bionanosensor en un intervalo més cercano a las
concentraciones clinicamente relevantes de la proteina 14-3-3 eta, se construy6é una curva de cali-
bracion en el rango de 1 a 4 ng/mL. La respuesta electroquimica normalizada del bionanosensor
(ARct norm) mostro un incremento progresivo con el aumento de la concentracion del analito, pasan-
do de un valor promedio de 0,256 en 1 ng/mL a 0,830 en 4 ng/mL. Este comportamiento confirma
que el bionanosensor conserva una respuesta dependiente de la concentraciéon dentro del intervalo
de mayor interés para el monitoreo de la artritis reumatoide.

La regresion lineal obtenida estuvo descrita por la ecuaciéon y = 0,184z + 0,0747, con un co-
eficiente de determinacion de R? = 0,992. Este valor, superior al observado en la curva de 0,5-20
ng/mL, evidencia una excelente linealidad y sugiere que el bionanosensor presenta un comporta-
miento mas consistente cuando se analiza en un intervalo reducido. Adicionalmente, la pendiente
de la recta fue mayor que la obtenida en la curva de rango amplio (0,184 frente a 0,125), lo que
indica una mayor sensibilidad analitica en este rango, ya que pequeiios cambios en la concentracién
producen variaciones més pronunciadas en la sefial electroquimica.
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El célculo del LOD y del LOQ mediante el método basado en la desviaciéon esténdar del blanco
arrojo valores de 3,79 ng/mL y 12,62 ng/mL, respectivamente. Estos resultados reflejan el impac-
to de la elevada variabilidad del blanco, cuyo coeficiente de variaciéon alcanzo 238,7 %. Debido a
esta dispersion, este método proporciona una estimaciéon conservadora que podria subestimar la
capacidad real del bionanosensor para detectar concentraciones bajas.

En contraste, el método basado en el error estandar residual de la regresién produjo valores
considerablemente mas favorables, con un LOD de 0,30 ng/mL y un LOQ de 1,00 ng/mL. Estos
resultados indican que el bionanosensor posee la capacidad teorica de detectar concentraciones infe-
riores a 1 ng/mL y de cuantificar de manera confiable a partir de aproximadamente 1 ng/mL. Este
hallazgo es especialmente relevante, ya que las concentraciones de interés clinico del biomarcador se
encuentran dentro de este intervalo.

La evaluacion estadistica frente al blanco mostré que las concentraciones de 2 ng/mL y 3 ng/mL
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,0131 y p = 0,0077, respectivamente).
La concentracion de 1 ng/mL no alcanzo significancia estadistica (p = 0,1710), aunque fue clasificada
como detectable y cuantificable con base en el método del error estdndar residual de la regresion.
Por otra parte, la concentracion de 4 ng/mL tampoco mostro diferencia significativa frente al blanco
(p = 0,2831), lo cual se explica por la elevada desviacion estandar observada en este punto y su
consecuente coeficiente de variacion de 59,2 %.

De manera complementaria, se realiz6 un anéalisis de ANOVA para la curva de 1-4 ng/mlL,
utilizando los valores individuales de AR norm del blanco y de cada concentracién evaluada. El
analisis mostré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (F = 6,14, p = 0,0024),
lo que confirma que la respuesta electroquimica del biosensor presenta una dependencia significativa
con la concentraciéon de la proteina 14-3-3 eta dentro del intervalo de mayor interés clinico.

En conjunto, los resultados obtenidos en la curva de 1-4 ng/mL demuestran que el bionanosensor
presenta un desempeno analitico superior al observado en el rango amplio de 0,5-20 ng/mL, con
mayor linealidad, mayor sensibilidad y limites de deteccion mas favorables. Asimismo, el intervalo
evaluado incluye concentraciones cercanas al rango fisiopatologico de la proteina 14-3-3 eta asociado
con la actividad de la artritis reumatoide.

7.8. Discusion

Estos resultados evidencian que el valor del LOD depende de manera importante del método
matemético utilizado. El método de blancos normalizados, altamente influenciado por la variabili-
dad basal entre sensores de grafeno LIG, produjo estimaciones conservadoras incompatibles con el
rango clinico del biomarcador. En contraste, el método del error estandar residual de la regresion
proporcioné valores méas favorables, aunque basados en un escenario ideal derivado del modelo de
regresion.

Desde la perspectiva clinica, la ventana de concentraciéon del biomarcador 14-3-3 eta es rela-
tivamente estrecha. Concentraciones cercanas a 1 ng/mL pueden encontrarse en individuos sanos,
mientras que valores alrededor de 3,8 ng/mL se han reportado en pacientes con artritis reumatoide
activa. Debido a esta proximidad, cualquier aumento del LOD hacia valores superiores a 1 ng/mL
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compromete la capacidad del bionanosensor para discriminar adecuadamente pacientes con niveles
bajos o moderados del biomarcador.

Bajo el escenario mas conservador, representado por el método de blancos normalizados, el bio-
nanosensor no seria capaz de detectar de forma confiable concentraciones clinicamente relevantes,
incluyendo 3,8 ng/mL. Incluso en la curva de 1-4 ng/mL, el LOD de 3,78 ng/mL se sittia practica-
mente sobre el valor medio asociado con enfermedad activa, lo que implica un riesgo considerable
de falsos negativos.

Por el contrario, el método del error estandar residual de la regresiéon sugiere que, en condi-
ciones analiticas ideales, el sistema podria detectar concentraciones tan bajas como 0,30 ng/mL
y cuantificar de manera confiable a partir de 1,00 ng/mL. Sin embargo, este escenario no refle-
ja completamente la variabilidad experimental observada, por lo que debe interpretarse como una
estimacién teorica del potencial del bionanosensor y no como una garantia de desempeno clinico.

En consecuencia, no es apropiado concluir que el bionanosensor se encuentra listo para pruebas
clinicas o validaciéon diagnéstica. Los resultados obtenidos demuestran una prueba de concepto
técnicamente solida y metodolégicamente consistente, pero también evidencian que la variabilidad
intersensor constituye actualmente la principal limitacién del sistema.

Se recomienda que futuros trabajos se enfoquen en optimizar el proceso de fabricaciéon del grafeno
inducido por laser, estandarizar la funcionalizacién superficial, incrementar el nimero de réplicas
experimentales y validar el bionanosensor en saliva humana real. Estas mejoras serdn fundamen-
tales para reducir la dispersion analitica y establecer limites de detecciéon robustos y clinicamente
relevantes.

Ademas del ajuste lineal y los célculos de LOD y LOQ), se incorpordé un analisis estadistico
complementario que incluy6 coeficiente de variacion (%CV), error estandar de la media (SEM),
intervalos de confianza del 95 %, analisis de varianza (ANOVA) y pruebas post hoc de Tukey. Estas
herramientas permiten evaluar de manera mas rigurosa la precision, repetibilidad y selectividad del
bionanosensor.

En conjunto, los resultados confirman que el bionanosensor basado en electrodos de grafeno indu-
cido por laser posee un potencial prometedor para el monitoreo no invasivo de la artritis reumatoide.
No obstante, su desempenio actual debe interpretarse como evidencia preliminar de factibilidad téc-
nica y no como validaciéon clinica definitiva.
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Cuadro 7.22: Bionanosensores electroquimicos reportados para la detecciéon de biomarcadores aso-
ciados con artritis reumatoide.

Biomarcador Tipo de sensor/electrodo Meétodo de detec- Rango lineal Limite de detec- Matriz Ref.
cion cion
Factor reumatoide (FR) y anticuerpos anti-CCP
IgM-RF Matriz de microelectrodos de  EIS 1-200 UI/mL 0.22 UI/mL Suero [95]
onda entrelazada (IDWuE)
FR y CCP Microesferas magnéticas +  H2O3z/hidroquinona - FR: 0.8 UI/mL; CCP:  Suero [96]
electrodos serigrafiados (SPE) 2.5 UI/mL
CcCp SPE modificado con  Electroquimica 0.25-1500.0 UI/mL  PBS: 0.16 UI/mL; Suero [84]
MoSs /polianilina/ AuNPs suero: 0.22 UI/mL
CCP Grafeno dopado con nitrégeno  Inmunosensor electro-  0.125-2000 pg/mL - Suero [97]
+ nanoparticulas de oro quimico libre de marca-
dores
CCP IDWLE con sistema avidina-  Electroquimica basada  1-800 UI/mL PBS: 0.60 UI/mL; Suero [85]
biotina en impedancia suero: 0.82 UI/mL
Interleucina-13 (IL-153)
IL-18 Poli(acido 2-tiofen-3-il-  Impedancia electroqui-  0.01-3 pg/mL 3 fg/mL Suero y saliva  [98]
malénico) sobre ITO mica humana
Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-«)
TNF-« Capas antibioincrustantes Inmunosensor para  0.01-500 ng/mL 10 pg/mL Sangre com-  [99]
sangre completa pleta
TNF-«a SAM de acido bismutio- EIS 1-100 pg/mL [100]
succinilpropiénico sobre Au
TNF-« Sistema de perlas magnéticas EIS 1-1000 pg/mL 1 pg/mL Suero [101]
Otros biomarcadores de artritis reumatoide
MIF Nanoparticulas de oro  Electroquimica 0.03-230 ng/mL 0.02 ng/mL Suero [82]
(AuNPs)  +  nanoparticu-
las de TiO2
CXCL7 y  Microesferas magnéticas car- Amperométrico CXCLT7: 1-75 CXCLT7: 0.8 ng/mL; Suero [86]
MMP3 boxiladas + SPE dual ng/mL; MMP3: MMP3: 1.2 pg/mL
2.0-2000 pg/mL
RANKL SPE injertado con estreptavi- Amperométrico 10.4-1000 pg/mL 3.1 pg/mL Suero [102]
dina/4cido 4-aminobenzoico
Proteina 14-3-3n
14-3-3n Grafeno inducido por laser Espectroscopia de im- 14 ng/mL 3.79 ng/mL? Saliva artifi- Este
(LIG) funcionalizado con anti- pedancia electroquimi- cial trabajo

14-3-3n sobre sustrato flexible ca (EIS)

de poliimida

& LOD calculado mediante el método basado en la desviacion estandar del blanco utilizando la curva de calibracion
de 1-4 ng/mL.

En el cuadro 7.22 [103] presenta una comparacion del bionanosensor desarrollado en este trabajo
con inmunosensores electroquimicos reportados recientemente para la detecciéon de biomarcadores
asociados con artritis reumatoide. Para esta comparacion se seleccioné exclusivamente el LOD co-
rrespondiente a la curva de calibracion de 1-4 ng/mL, dado que este intervalo coincide con el rango
clinicamente mas relevante de concentraciéon de la proteina 14-3-3 eta. Asimismo, se reporté el valor
obtenido mediante el método de blancos normalizados (3,78 ng/mL), ya que este enfoque constituye
el criterio mas conservador y es conceptualmente el mas comparable con la metodologia empleada
en la mayoria de los estudios descritos en la literatura, los cuales estiman el limite de detecciéon a
partir de la desviacion estandar del blanco y la pendiente de la curva de calibracion, de acuerdo con
las recomendaciones de la guia ICH Q2(R2).

Desde esta perspectiva, el valor de 3,78 ng/mL representa la estimacion mas rigurosa del desem-
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peno analitico del bionanosensor y, por tanto, el escenario més exigente para evaluar su potencial
clinico. Este valor se sitiia practicamente sobre la concentraciéon media reportada en saliva para
pacientes con artritis reumatoide activa (3,8 ng/mL), lo que implica que aproximadamente la mitad
de los pacientes podria presentar concentraciones iguales o inferiores al limite de deteccién, asumien-
do una distribucién aproximadamente simétrica alrededor del valor promedio. En otras palabras,
aun cuando el bionanosensor lograra detectar pacientes con concentraciones superiores al promedio,
existirfa un riesgo considerable de falsos negativos en individuos con niveles bajos o moderados del
biomarcador, incluyendo pacientes con actividad inflamatoria temprana o con respuesta parcial al
tratamiento.

La comparacién con los inmunosensores incluidos en la Tabla 7.22 muestra que numerosos siste-
mas electroquimicos para biomarcadores de artritis reumatoide alcanzan limites de deteccién en el
rango de pg/mL e incluso fg/mL. Por ejemplo, sensores para IL-13, TNF-a, MIF y RANKL presen-
tan sensibilidades varios érdenes de magnitud superiores a la obtenida en este trabajo. Expresado
en unidades equivalentes, el LOD de 3,78 ng/mL corresponde a 3780 pg/mL, valor que es entre tres
y seis 6rdenes de magnitud mayor que los mejores resultados reportados en la literatura cientifica.
Este anélisis evidencia que, aunque el bionanosensor desarrollado logré demostrar capacidad de de-
teccién en saliva artificial, su sensibilidad actual atn se encuentra por debajo del estado del arte en
inmunosensores electroquimicos para artritis reumatoide.

No obstante, esta comparacién debe interpretarse en el contexto del objetivo y alcance del
presente estudio. Muchos de los sistemas reportados emplean nanomateriales hibridos altamente
optimizados, estrategias de amplificaciéon de senal y extensos procesos de validacién experimental.
En contraste, el presente trabajo constituye una prueba de concepto desarrollada en el contexto
de un proyecto de pregrado, cuyo principal aporte consiste en demostrar la viabilidad de utilizar
electrodos flexibles de grafeno inducido por léser y espectroscopia de impedancia electroquimica
para la deteccién no invasiva de la proteina 14-3-3 eta en saliva artificial.

En consecuencia, aunque los resultados obtenidos son prometedores y confirman la factibilidad
técnica de la plataforma, no es apropiado concluir que el bionanosensor se encuentra listo para
pruebas clinicas o validacién diagnostica. La proximidad entre el LOD conservador y la concentracion
media asociada con enfermedad activa, junto con la elevada variabilidad intersensor observada,
indican que aun se requieren optimizaciones sustanciales para reducir el riesgo de falsos negativos
y garantizar una cobertura adecuada del rango clinico real del biomarcador.

7.9. Prueba de concepto en saliva artificial

Cuadro 7.23: Resultados de la prueba de concepto del bionanosensor en saliva artificial utilizando
concentraciones clinicamente relevantes de proteina 14-3-3 eta.

Concentracion real (ng/mL)  Promedio DE Valor predicho (ng/mL)

1.0 0.379585 0.1947105812 0.98868
3.8 0.6524236667 0.2129347458 3.171392
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7.9.1. Analisis de prueba de concepto en saliva artificial

Con el fin de evaluar la aplicabilidad del bionanosensor en una matriz biolégica simulada, se
realizo6 una prueba de concepto empleando saliva artificial suplementada con proteina 14-3-3 eta a
concentraciones de 1,0 y 3,8 ng/mL, correspondientes a valores cercanos al rango de interés clinico
para el monitoreo de la actividad de la artritis reumatoide.

La cuantificacion se llevo a cabo utilizando la curva de calibracién construida en el rango de
0,5-20 ng/mL, debido a que este fue el lote experimental seleccionado para la validacion en matriz.
Aunque la curva de 1-4 ng/mL present6 un mejor desempeno analitico, no se dispuso de un ntimero
suficiente de sensores con caracteristicas equivalentes para repetir la prueba de concepto en ese
intervalo, por lo que se empled la curva de rango amplio como referencia para la estimacion de las
concentraciones en saliva artificial.

Los resultados obtenidos mostraron que la muestra preparada a 1,0 ng/mL fue estimada por el
bionanosensor en 0,989 ng/mL, lo que corresponde a un error relativo de aproximadamente 1,1 %.
Por su parte, la muestra preparada a 3,8 ng/mL fue cuantificada en 3,171 ng/mL, con un error
relativo de 16,5 %.

Estos resultados demuestran que el bionanosensor fue capaz de detectar y cuantificar la proteina
14-3-3 eta en una matriz compleja que simula las caracteristicas fisicoquimicas de la saliva, man-
teniendo una buena concordancia entre las concentraciones reales y las concentraciones predichas.
La elevada exactitud observada para la concentracion de 1,0 ng/mL confirma que el sistema puede
generar estimaciones confiables incluso en concentraciones bajas.

Aunque en la concentracion de 3,8 ng/mL se observd una subestimacion moderada, el valor
predicho permaneci6é dentro del mismo orden de magnitud y conservé una adecuada aproximacién al
valor real. Esta diferencia puede atribuirse a efectos de matriz, variaciones en la interaccién antigeno-
anticuerpo o a la variabilidad experimental inherente al proceso de fabricacién y funcionalizacién
de los sensores.

En conjunto, la prueba de concepto en saliva artificial confirma la viabilidad del biosnanoensor
electroquimico para detectar y estimar la concentracion de la proteina 14-3-3 eta en una matriz que
reproduce de manera aproximada algunas de las caracteristicas fisicoquimicas de la saliva. Estos
resultados respaldan el potencial del dispositivo como herramienta para el monitoreo no invasivo de
la actividad de la artritis reumatoide; sin embargo, deben interpretarse dentro del alcance de una
validacién preliminar en condiciones controladas de laboratorio.

Para avanzar hacia niveles superiores de madurez tecnologica y evaluar su aplicabilidad clinica
real, serd necesario validar el sistema en muestras de saliva humana obtenidas de pacientes con ar-
tritis reumatoide y de individuos sanos, incorporando ademés el efecto de interferentes y condiciones
propias de la matriz biolégica, tales como proteinas salivales endégenas, mucinas, enzimas, variacio-
nes en la viscosidad, fenémenos de biofouling, metabolitos y otros componentes inmunolégicamente
relevantes. Asimismo, serd indispensable realizar estudios clinicos en una cohorte representativa que
permitan determinar parametros de desemperno diagnostico como la sensibilidad y especificidad cli-
nica, establecer curvas de calibracién en muestras reales y comparar los resultados con métodos de
referencia ampliamente utilizados, como ELISA.

En este contexto, el presente trabajo debe considerarse como una prueba de concepto que de-
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muestra la factibilidad técnica del enfoque y establece una base experimental solida para el desarrollo
futuro de un sistema point-of-care orientado al monitoreo no invasivo de la actividad de la artritis
reumatoide.

7.10. Prueba de reactividad cruzada en saliva artificial

Evaluacioén de reactividad cruzada a 20 ng/mL
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Figura 7.9: Evaluacion de la reactividad cruzada del bionanosensor.

7.10.1. Evaluacion de la reactividad cruzada

Con el objetivo de determinar la selectividad del bionanosensor, se evalu6 su respuesta frente
a proteinas potencialmente interferentes a una concentracion de 20 ng/mL. Se analizaron BSA,
proteinas asociadas al virus del dengue, al SARS-CoV y al virus EBV, las cuales fueron seleccionadas
debido a que eran los tnicos antigenos disponibles al momento del estudio. Para cada interferente
se emplearon tres sensores independientes, y los resultados se compararon con la respuesta obtenida
para la proteina objetivo 14-3-3 eta bajo las mismas condiciones experimentales.

La proteina 14-3-3 eta gener6 una respuesta promedio de AR norm = 3,07 £ 0,72, significativa-
mente superior a la observada para todos los interferentes evaluados. En contraste, BSA present6
una senial de 0,31 £ 0,04, dengue de 0,46 + 0,15, SARS-CoV de 0,10 + 0,42 y EBV de 0,18 £+ 0,22.
Estos valores representan respuestas entre aproximadamente 3% y 15 % de la senal obtenida para
la proteina objetivo.

Entre los interferentes, la proteina asociada al dengue produjo la respuesta més alta; sin embargo,
esta correspondi6 tnicamente al 15% de la senal observada para 14-3-3 eta. BSA, utilizada como
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control negativo y agente bloqueante del sensor, mostrd una respuesta cercana al nivel basal, lo
que confirma que el bloqueo superficial fue efectivo y que la senal del bionanosensor no se debe
a adsorcién inespecifica significativa. De igual manera, las proteinas virales evaluadas generaron
respuestas considerablemente menores que la proteina objetivo, evidenciando una baja reactividad
no especifica del sistema.

En conjunto, estos resultados demuestran que el bionanosensor posee una adecuada selectividad
hacia la proteina 14-3-3 eta, ya que la respuesta obtenida para el biomarcador fue entre 6 y 32 veces
mayor que la registrada para los interferentes evaluados. La baja reactividad cruzada observada
respalda la especificidad del anticuerpo inmovilizado y confirma que la sefial electroquimica esté
dominada por el reconocimiento molecular especifico del biomarcador de interés.

La evaluacién de reactividad cruzada constituye una evidencia importante del desempeno anali-
tico del bionanosensor, ya que demuestra su capacidad para discriminar la proteina 14-3-3 eta frente
a otras proteinas no relacionadas presentes en matrices bioloégicas complejas.

No obstante, estos resultados deben interpretarse dentro del alcance de una validaciéon prelimi-
nar. Aunque se evaluaron interferentes relevantes como proteinas asociadas a dengue, SARS-CoV
y virus de Epstein-Barr, la selectividad del sistema no puede considerarse completamente valida-
da debido a que no se dispuso de proteinas recombinantes adicionales con secuencias peptidicas
semejantes en la regién especifica reconocida por el anticuerpo monoclonal anti-14-3-3 eta. La iden-
tificaciéon y evaluacién sistemética de proteinas salivales potencialmente homoélogas requeriria un
analisis bioinformético detallado de las secuencias primarias y de los epitopos presentes en las pro-
tefnas expresadas en saliva, lo cual excede el alcance del presente trabajo de grado.

Esta consideracion es particularmente importante, dado que la reactividad cruzada constituye
una de las principales fuentes de interferencia y de resultados falsamente positivos en inmunosensores
basados en reconocimiento antigeno-anticuerpo. En consecuencia, aunque los resultados obtenidos
proporcionan evidencia favorable de selectividad analitica, serd necesario realizar estudios futuros
con un panel mas amplio de proteinas estructuralmente relacionadas y con muestras de saliva
humana real para confirmar de manera maés robusta la especificidad del bionanosensor en condiciones
clinicamente relevantes.



CAPITULO 8

Conclusiones

En este trabajo se desarroll6 un biosensor electroquimico basado en grafeno inducido por laser
(LIG) funcionalizado con acido 1-pirenebutirico, quimica EDC/NHS y anticuerpos anti-14-3-3 eta
para la deteccidon de la proteina 14-3-3 eta en saliva como biomarcador de actividad de la artritis
reumatoide. La seleccion de la saliva como matriz bioldgica y de la proteina 14-3-3 eta como biomar-
cador se realizé6 mediante un proceso estructurado de revisiéon bibliografica y matrices de decision,
lo que permitié sustentar la pertinencia clinica y experimental de la estrategia propuesta.

Los resultados obtenidos demuestran que la tecnologia de grafeno inducido por laser constituye
una plataforma altamente prometedora para el desarrollo de biosensores electroquimicos debido a
su bajo costo, facilidad de fabricacion y elevada area superficial. La caracterizacién fisicoquimica
y electroquimica confirmé la formacion de estructuras grafénicas con propiedades adecuadas para
aplicaciones de biosensado, mientras que la estrategia de funcionalizaciéon permitié inmovilizar exi-
tosamente el anticuerpo y generar una respuesta electroquimica sensible frente al biomarcador de
interés.

No obstante, uno de los hallazgos méas importantes de este trabajo fue la confirmacion de la alta
variabilidad intrinseca de los sensores LIG. A pesar de mantenerse constantes los pardmetros de
fabricacion, se observaron diferencias significativas en la resistencia de transferencia de carga y en la
respuesta analitica entre sensores aparentemente idénticos. Esta variabilidad representa actualmente
la principal limitacion de la tecnologia y evidencia que, en su estado actual, la fabricacion de sensores
LIG atin no ofrece el nivel de reproducibilidad requerido para una produccién estandarizada a gran
escala.

Para enfrentar esta limitacion, se implementaron estrategias metodologicas como la fabricacién
por lotes independientes, la preseleccién electroquimica de sensores y la normalizacion de la senal
respecto al valor basal después del bloqueo con BSA. Estas estrategias permitieron reducir parcial-
mente el efecto de la heterogeneidad entre dispositivos y posibilitaron la construccion de curvas de
calibracion funcionales. Sin embargo, los resultados también muestran que la necesidad de descartar
sensores y construir calibraciones especificas para cada lote reduce la eficiencia del proceso y pone
de manifiesto que la reproducibilidad del material sigue siendo un reto técnico no resuelto.

La herramienta computacional desarrollada en Python constituyd un aporte significativo del
trabajo, ya que automatizo el ajuste de espectros de impedancia, la extracciéon de parametros elec-
troquimicos y la cuantificacion del analito. Esta herramienta no elimina la variabilidad experimental,
pero si reduce errores asociados al procesamiento manual y garantiza un analisis consistente y re-
producible de los datos.

Desde el punto de vista analitico, el biosensor fue capaz de detectar la proteina 14-3-3 eta en ran-
gos de concentracion clinicamente relevantes, incluyendo valores cercanos a 3.8 ng/mlL, reportados
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en saliva de pacientes con artritis reumatoide activa. Las pruebas de reactividad cruzada mostraron
una respuesta significativamente menor frente a proteinas interferentes como dengue, SARS-CoV-2
y virus de Epstein-Barr, lo que respalda la especificidad del sistema. Asimismo, la deteccion en
saliva artificial fortificada confirmo6 que el biosensor conserva su capacidad de reconocimiento en
una matriz mas compleja que los tampones de laboratorio.

Sin embargo, es importante senalar que la validaciéon experimental presenta limitaciones. Las
pruebas de reactividad cruzada y de deteccién en saliva artificial se realizaron Unicamente con
uno de los lotes fabricados, debido a la disponibilidad limitada de sensores y a la dificultad para
reproducir posteriormente un lote con comportamiento electroquimico comparable. Ademas, aunque
la saliva artificial representa un avance hacia condiciones mas realistas, no reproduce completamente
la complejidad biolégica de muestras clinicas reales, donde pueden existir variaciones en viscosidad,
composicién proteica y presencia de interferentes no evaluados.

En consecuencia, este trabajo debe considerarse principalmente como una prueba de concepto
que demuestra la viabilidad técnica de detectar la proteina 14-3-3 eta mediante un biosensor elec-
troquimico basado en LIG, mas que como un dispositivo completamente validado para uso clinico.
Los resultados obtenidos son suficientemente sélidos para justificar la continuaciéon del proyecto,
pero también evidencian que atn es necesario optimizar la reproducibilidad de fabricacion, ampliar
la validacion analitica y realizar estudios con muestras clinicas de pacientes.

En términos generales, esta investigacién establece una base metodologica y experimental ro-
busta para el desarrollo de herramientas de monitoreo no invasivo de la artritis reumatoide. El
trabajo integra de manera exitosa la seleccion racional del biomarcador, la fabricacién de sensores,
la funcionalizacién quimica, el analisis electroquimico y el procesamiento computacional de datos.
Aunque persisten limitaciones importantes, el biosensor desarrollado representa un avance signifi-
cativo hacia la creacion de dispositivos portéatiles y accesibles que, en el futuro, podrian facilitar
el seguimiento continuo de la actividad de la enfermedad y contribuir a prevenir dafo articular
irreversible y discapacidad en pacientes con artritis reumatoide.



CAPITULO 9

Trabajos futuros

El presente trabajo constituye una prueba de concepto que demuestra la viabilidad de detectar la
proteina 14-3-3 eta en saliva mediante un bionanosensor electroquimico basado en grafeno inducido
por laser (LIG). La principal contribucion de esta investigacion radica en la innovacion conceptual
de emplear un biomarcador asociado con la actividad de la artritis reumatoide en una matriz no
invasiva como la saliva, utilizando una plataforma electroquimica portétil con potencial para el
monitoreo clinico. No obstante, para transformar esta prueba de concepto en una tecnologia con
aplicacién real en el entorno asistencial, serd necesario avanzar en multiples etapas de validacion,
escalamiento y maduracién tecnolégica.

En primer lugar, es fundamental optimizar el proceso de fabricacién del grafeno inducido por
laser con el fin de reducir la variabilidad intrinseca observada entre sensores y mejorar la reproduci-
bilidad del sistema. Esto incluye la evaluacién sistematica de parametros de fabricacion, el desarrollo
de criterios de control de calidad automatizados y la implementaciéon de protocolos estandarizados
que permitan obtener dispositivos con propiedades electroquimicas mas homogéneas y compatibles
con procesos de manufactura reproducibles a mayor escala.

En segundo lugar, serd necesario ampliar la validacién analitica del bionanosensor de acuerdo
con lineamientos internacionalmente aceptados para dispositivos de diagnostico in vitro. Esto im-
plica incrementar el nimero de lotes independientes y de réplicas experimentales, asi como evaluar
de manera exhaustiva parametros como sensibilidad, especificidad, precision intra e interlote, re-
petibilidad, reproducibilidad, estabilidad durante el almacenamiento, robustez y resistencia frente
a interferentes presentes en matrices biologicas complejas. Estas etapas permitiran establecer con
mayor solidez el desempeno analitico y la confiabilidad del sistema.

Posteriormente, sera indispensable realizar estudios de validacién clinica con muestras de saliva
de pacientes con artritis reumatoide y de individuos sanos. Estos estudios deberan incluir cohortes
suficientemente amplias y representativas para determinar la sensibilidad y especificidad clinica
del bionanosensor, establecer puntos de corte diagnoésticos y analizar la correlacién de los niveles
de la proteina 14-3-3 eta con indices clinicos de actividad de la enfermedad, tales como DAS28-
PCR, asi como con otros biomarcadores inflamatorios y hallazgos clinicos relevantes. Esta etapa
permitirad determinar el verdadero valor clinico del dispositivo como herramienta de monitoreo de
la enfermedad.

De manera complementaria, sera importante explorar estrategias avanzadas de funcionalizacién y
nuevos materiales que incrementen la estabilidad del reconocimiento biolégico, reduzcan la adsorciéon
no especifica y prolonguen la vida tutil del bionanosensor. Asimismo, la miniaturizacién del sistema
electrénico, la integracién con potenciostatos portatiles de bajo consumo, el desarrollo de interfaces
moviles y la incorporacion de algoritmos automatizados para el anélisis de datos representan pasos
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esenciales para consolidar un sistema auténomo y facil de usar por parte del paciente o del personal
de salud.

Desde la perspectiva de maduraciéon tecnolégica, este trabajo puede ubicarse en un nivel de
preparacion tecnologica (Technology Readiness Level, TRL) cercano a TRL 3, correspondiente a la
demostraciéon experimental de una prueba de concepto en condiciones controladas de laboratorio.
Las etapas futuras deberén orientarse a avanzar hacia TRL 4 y TRL 5 mediante la validacién del
prototipo en entornos de laboratorio méas representativos y en matrices biolégicas reales, para poste-
riormente alcanzar niveles superiores de madurez tecnolégica mediante la integracién del hardware,
el software y la interfaz de usuario en un sistema funcional completamente portatil.

A largo plazo, el objetivo es evolucionar hacia un dispositivo point-of-care capaz de realizar
mediciones rapidas, cuantitativas y no invasivas en el hogar, en consultorios médicos o en entornos
con recursos limitados. Este sistema podria proporcionar informacién en tiempo real sobre la ac-
tividad inflamatoria de la artritis reumatoide y facilitar la toma de decisiones clinicas oportunas.
Ademas, permitiria estudiar la relacion entre las variaciones del biomarcador y factores desencade-
nantes como estrés, dieta, calidad del sueno, infecciones, actividad fisica y adherencia al tratamiento,
contribuyendo al desarrollo de estrategias de medicina personalizada orientadas a prevenir brotes
inflamatorios y optimizar el manejo terapéutico.

En conjunto, estas lineas de investigaciéon permitiran consolidar la presente prueba de concepto,
validar rigurosamente su desempeinio analitico y clinico, aumentar su nivel de madurez tecnologica y
acercar el bionanosensor desarrollado a una futura aplicacién como herramienta portatil, accesible
v no invasiva para el monitoreo continuo de la artritis reumatoide.
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Declaracion sobre el uso de inteligencia artificial

Durante la elaboracién de este trabajo de grado se utiliz6 ChatGPT de OpenAl como herra-
mienta de apoyo para la correccién de estilo, revisiéon gramatical, organizaciéon del documento y
conversiéon de tablas y figuras a formato IXTEX.

El uso de esta herramienta se limitd a tareas de asistencia en la redaccién y presentacion del
manuscrito. El disenio experimental, la ejecucion de los experimentos, el analisis e interpretaciéon de
los resultados y las conclusiones fueron desarrollados integramente por las autoras bajo la direccién
del profesor asesor.

Las autoras revisaron y validaron todo el contenido generado con apoyo de inteligencia artificial
y asumen plena responsabilidad por la exactitud, originalidad e integridad del presente trabajo.
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Tablas complementarias

Tabla de normalizacion de blancos 1-4 ng/mL

Cuadro 10.1: Valores individuales empleados para la estimacion de la senial basal del sistema (0
ng/mL) en la curva de calibracién normalizada.

Hoja Concentracién (ng/mkL) Rs Ret ARt ARctnorm Promedio Desviacion estandar
3 S35 0 51.59123 385.2520 0.306241 0.306241 0.0972510625 0.232176256
3 S13 0 36.48072 503.2322

9 S32 0 44.22371 392.7291 0.366299  0.366299
9 S8 0 28.68187 536.5853

13 S30 0 50.00442 350.2365 0.041240 0.041240
13 _S11 0 33.02640 364.6803

15 S29 0 47.85695 243.3351 0.336560  0.336560
15 S10 0 31.63653 325.2321

19 S27 0 52.34717 363.7638 0.274437  0.274437
19 S2 0 36.37059 463.5942

21 S26 0 45.78376 384.9828 0.395128  0.395128
21 S3 0 30.30042 537.1003

23 S25 0 46.54640 439.4615 0.030739  0.030739
23 S9 0 30.61770 452.9701

25 S24 0 48.77178 416.3693 -0.407110 -0.407110
25 510 0 26.02516 246.8598

27 S23 0 42.87215 362.2761 0.173006  0.173006
27 ST 0 27.66815 424.9522

33 S20 0 47.36457 324.7789 0.234599  0.234599
33 _S6 0 32.70468 400.9715

35 S19 0 30.89182 411.0642 0.196926  0.196926
35 S6 0 29.79630 492.0134

37 S18 0 34.63602 407.2419 0.055014  0.055014
37 87 0 33.14346 429.6458

39 S17 0 34.13769 459.8974 -0.031140 -0.031140
39 S3 0 36.09775 445.5747

41 S16 0 29.05961 479.0562 0.001588  0.001588
41 S5 0 29.30443 479.8170

43 S15 0 29.86847 618.4405 -0.164310 -0.164310
43 S2 0 28.79100 516.8218

45 S14 0 28.94052 477.4089 -0.253200 -0.253200
45 S1 0 29.86965 356.5301
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Tabla de normalizacién de blancos 0,5-20 ng/mL

Cuadro 10.2: Valores individuales empleados para la estimacion de la senal basal del sistema (blan-

cos) utilizados en la curva de calibracion normalizada de 0.5-20 ng/mL.

Hoja R Rct ARt AR¢t norm Promedio Desviacion estandar
3 S35 51.59123 385.2520 0.306241 0.306241 0.1869724 0.2793561872
3 S13 36.48072 503.2322

7 S33 45.48266 347.6395 0.659806 0.659806
7 S8 29.72606 577.0141

9 S32 44.22371 392.7291 0.366299 0.366299
9 S8 28.68187 536.5853

11 S31 46.44228 412.2889 0.465684 0.465684
11 S4 30.13831 604.2850

13 S30 50.00442 350.2365 0.041240 0.041240
13 S11 33.02640 364.6803

15 S29 47.85695 243.3351 0.336560 0.336560
15 S10 31.63653 325.2321

17 S28 113.12480 326.0653 0.457575 0.457575
17 S5 32.58752 475.2647

19 S27 52.34717 363.7638 0.274437 0.274437
19 S2  36.37059 463.5942

21 S26 45.78376 384.9828 0.395128 0.395128
21 S3 30.30042 537.1003

23 S25 46.54640 439.4615 0.030739 0.030739
23 S9 30.61770 452.9701

25 S24 48.77178 416.3693 -0.407110 -0.407110
25 S10 26.02516 246.8598

27 S23 42.87215 362.2761 0.173006 0.173006
27 ST 27.66815 424.9522

31 S21 44.58099 362.3416 0.600366 0.600366
31 S1  30.32351 579.8790

33 S20 47.36457 324.7789 0.234599 0.234599
33 S6  32.70468 400.9715

35 S19 30.89182 411.0642 0.196926 0.196926
35 S6 29.79630 492.0134

37 S18 34.63602 407.2419 0.055014 0.055014
37 S7 33.14346 429.6458

39 S17 34.13769 459.8974 -0.031140 -0.031140
39 S3 36.09775 445.5747

41 S16 29.05961 479.0562 0.001588 0.001588
41 S5 29.30443 479.8170

43 S15 29.86847 618.4405 -0.164310 -0.164310
43 S2  28.79100 516.8218

45 S14  28.94052 477.4089 -0.253200 -0.253200
45 S1  29.86965 356.5301
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Cuadro 10.3: Parametros electroquimicos obtenidos para los sensores blanco

Sensor Rs (2) Ru () R? x>
S37 49.709 172843  0.998282  0.001645
S35 51.591  385.252  0.998821  0.001837
S34 49.940  167.684  0.967366  0.009030
S33 45.483  347.640  0.999295  0.000530
532 44.223 392729  0.997349  0.002421
S31 46.442  412.289  0.999600  0.000427
S30 50.044  350.237  0.999578  0.000389
529 47.857  243.335  0.999838  0.000043
528 113.125  326.065  0.999906  0.000004
S27 52.347  363.764  0.999948  0.000007

Promedio 55.076 316.584 0.995998 0.001633
Desv. estandar 20.336 88.620 0.010234 0.002938
CV (%) 36.92 27.99 1.03 179.89
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