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Glosario

Símbolos

θC Ángulo de contacto
L Litro
mL Mililitro
µL Microlitro
nm Nanómetro
M Molar
mM Milimolar
g Gramo
mg Miligramo
µg Microgramo

Acrónimos y Abreviaturas

Ant Antígeno
CCU Cancer de Cuello Uterino
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
FTIR Espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier
NHS N-hidroxisuccinimida
LIG Grafeno Inducido por Láser
mAb Anticuerpo Monoclonal
NIC Neoplasia Intraepitelial Cervical
POCT Pruebas de laboratorio en el lugar de asistencia
PBS Tampón fosfato salino
PCR Reacción en cadena de la polimerasa
VPH Virus del Papiloma Humano
WE Electrodo de trabajo
CE Electrodo auxiliar
RE Electrodo de referencia

Términos

Anticuerpo Monoclonal Tipo de proteína producida en laboratorio que se acopla a deter-
minados objetivos corporales, como los antígenos presentes en la
superficie de las células malignas [1].

Antígeno Estructuras ajenas al cuerpo que el sistema inmunológico detecta
como amenaza, desencadenando la producción de anticuerpos [2].
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Biosensor Dispositivo analítico que combina un elemento biológico (como an-
ticuerpos o enzimas) con un transductor físico o químico para de-
tectar una sustancia específica [3].

Biomarcador Molécula, gen o característica que se puede medir de forma objetiva
y que indica un proceso biológico normal o patológico, o la respuesta
a un tratamiento [4].

Carga viral Cantidad de virus presente en una muestra biológica, importan-
te para evaluar la severidad de una infección o la eficacia de una
prueba de detección [5].

Curva de calibración Método gráfico que permite determinar la concentración de un com-
puesto desconocido comparando su señal analítica con la de mues-
tras estándar [6].

Detección precoz Conjunto de procedimientos y pruebas médicas destinadas a iden-
tificar enfermedades en etapas tempranas [7].

Dispositivo POCT Herramienta diagnóstica que permite realizar pruebas cerca del pa-
ciente y obtener resultados inmediatos, sin necesidad de un labo-
ratorio centralizado [8].

EDC/NHS Agentes de acoplamiento químico que permiten unir covalentemen-
te grupos carboxilo y amino, facilitando la inmovilización de bio-
moléculas como anticuerpos sobre superficies sólidas [9].

Epítopo Porción específica de un antígeno que es reconocida por un anti-
cuerpo o receptor inmune [10].

Especificidad clínica Capacidad del sensor para identificar correctamente las muestras
negativas, es decir, las que no contienen el virus. Un valor alto de
especificidad indica que el sensor genera pocos falsos positivos [11].

Estabilidad del sensor Habilidad de un sensor para mantener resultados precisos y consis-
tentes a lo largo del tiempo y bajo diferentes condiciones [12].

Falsos negativos Resultados incorrectamente negativos en una prueba diagnóstica,
cuando el paciente realmente tiene la enfermedad [13].

Grafeno Nanomaterial bidimensional compuesto por una sola capa de áto-
mos de carbono en estructura hexagonal. Presenta propiedades eléc-
tricas, térmicas y mecánicas excepcionales [14].

Grafeno funcionalizado Grafeno modificado químicamente para adquirir nuevas propieda-
des, como mayor afinidad por moléculas específicas o mayor esta-
bilidad en medios acuosos [15, 16].

Inmovilización covalente Técnica mediante la cual una biomolécula (como una enzima) se
une permanentemente a una superficie sólida a través de enlaces
covalentes [17].

LIG Material poroso tridimensional basado en grafeno, producido por
irradiación láser directa sobre precursores de carbono [18].
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Lesiones precancerosas Alteraciones celulares que, sin ser cáncer, pueden convertirse en
malignas con el tiempo si no se tratan [19].

Límite de detección Cantidad mínima de analito que puede ser detectada con confianza
por un sistema de medición, pero no necesariamente cuantificada
[20].

Límite de cuantificación Concentración más baja de un analito que puede ser determina-
da cuantitativamente por un método con una precisión y exactitud
aceptables, de forma confiable y demostrable, bajo condiciones ope-
rativas definidas [21].

Validación analítica Proceso sistemático y documentado mediante el cual se evalúan
parámetros como la exactitud, precisión, linealidad, sensibilidad,
límites de detección y cuantificación, robustez y especificidad, con
el objetivo de demostrar que un método analítico es adecuado, con-
fiable y reproducible para su uso previsto [22].

Nanosensor Dispositivo que detecta estímulos físicos, químicos o biológicos a
nivel nanométrico, con alta sensibilidad y especificidad [23].

Neoplasia Proliferación celular anormal que puede ser benigna (no cancerosa)
o maligna (cancerosa) [24].

NIC Lesión precancerosa que se categoriza en grado 1, 2 y 3 según su
severidad [25].

Oncogén Gen que, al mutar o activarse de forma anormal, puede inducir el
desarrollo de cáncer [26].

Orina simulada Mezcla química que imita la composición de la orina humana, uti-
lizada para investigación sin riesgos biológicos [27].

PCR Técnica molecular que permite amplificar pequeñas cantidades de
ADN, utilizada ampliamente para la detección de infecciones virales
[28].

Reproducibilidad Capacidad de un experimento o prueba para obtener resultados
consistentes cuando se repite bajo las mismas condiciones [29].

Sensibilidad analítica Capacidad del sensor para detectar correctamente las muestras po-
sitivas, es decir, aquellas en las que el virus está presente [30].

Tamizaje Estrategia de detección temprana que consiste en aplicar pruebas
diagnósticas a un conjunto de individuos saludables, con factores
de riesgo compartidos para la aparición de una enfermedad [31].

Test de Papanicolau También llamado citología, es un examen ginecológico para detectar
células anormales en el cuello uterino que puedan indicar lesiones
precancerosas o cáncer [32].

Virus Microorganismo infeccioso que necesita invadir células vivas para
replicarse. Está compuesto por ácidos nucleicos (ADN o ARN) y
proteínas [33].





Resumen

El cáncer cervicouterino representa una de las principales causas de mortalidad por cáncer en
mujeres en Colombia y América Latina, siendo el virus del papiloma humano (VPH), particular-
mente las variantes de alto riesgo VPH 16 y VPH 18, el principal agente etiológico. Las limitaciones
de acceso, costo y complejidad de los métodos de detección convencionales evidencian la necesidad
de tecnologías de diagnóstico innovadoras, portátiles y asequibles. En el presente estudio se reporta
el desarrollo y la validación de un biosensor electroquímico basado en LIG para la cuantificación
simultánea de proteínas L1 (VPH 16 y 18). Se describen los ensayos preliminares que demues-
tran la viabilidad del prototipo, estableciendo el marco de referencia para el futuro escalamiento y
optimización de este sistema de diagnóstico multiplexado.

Se evaluaron tres tratamientos de modificación superficial del LIG: hidratación previa, exposi-
ción a aire y plasma de aire. Los resultados indicaron que el tratamiento con plasma fue el más
efectivo para conferir hidrofilicidad al material mediante la introducción de grupos oxigenados en
la superficie. Sin embargo, compromete la estabilidad de la red del grafeno al introducir defectos
que afectan su conductividad. Por el contrario, la impresión directa demostró ser una alternativa
superior para la posterior etapa de inmovilización, ya que garantiza un soporte más homogéneo y
con menor alteración de sus propiedades intrínsecas.

La validación analítica del sensor incluyó la evaluación de linealidad, sensibilidad, selectividad
y robustez. El biosensor presentó un comportamiento lineal entre 6.25 y 200 ng/mL, con un límite
de detección de 2.87 ng/mL y un límite de cuantificación de 8.71 ng/mL, representando una mejora
de aproximadamente 62 veces en sensibilidad respecto a un nanosensor colorimétrico previamente
desarrollado para la misma aplicación. El proceso de obtención del biosensor demostró ser robusto
ante variaciones en el tiempo de incubación del anticuerpo durante el proceso de funcionalización. Se
identificó una limitación en la selectividad entre VPH 16 L1 y VPH 18 L1, atribuible a la similitud
estructural entre ambas proteínas. La prueba de concepto del dispositivo multiplexado con dos
electrodos de trabajo demostró la detección simultánea de ambas proteínas en orina artificial sin
interferencia significativa de la matriz urinaria, constituyendo un prototipo con potencial para su
aplicación en el diagnóstico no invasivo del VPH.

Palabras Clave: Cáncer cervicouterino, virus del papiloma humano (VPH), VPH 16, VPH 18,
grafeno inducido por láser (LIG), biosensor electroquímico, voltametría de onda cuadrada, tecnolo-
gías de detección, diagnóstico no invasivo, orina.





Abstract

Cervical cancer remains one of the leading causes of cancer mortality among women in Colombia
and Latin America, with human papillomavirus (HPV), particularly high-risk variants HPV 16 and
HPV 18, as its primary etiological agent. The limitations in accessibility, cost, and complexity of
conventional detection methods highlight the need for innovative, portable, and affordable diagnostic
technologies. This study reports the development and validation of an electrochemical biosensor
based on laser-induced graphene (LIG) for the simultaneous quantification of L1 proteins (HPV
16 and HPV 18). Preliminary assays demonstrating the viability of the prototype are described,
establishing the framework for future scaling and optimization of this multiplexed diagnostic system.

Three surface modification treatments of the LIG were evaluated: substrate hydration, air expo-
sure, and air plasma treatment. Results indicated that plasma treatment was the most effective in
conferring hydrophilicity to the material through the introduction of oxygen-containing groups on
the surface. However, it compromises the stability of the graphene network by introducing defects
that affect its conductivity. In contrast, direct printing proved to be a superior alternative for the
subsequent immobilization step, as it provides a more homogeneous support with minimal alteration
of its intrinsic properties.

Analytical validation of the sensor included evaluation of linearity, sensitivity, selectivity, and
robustness. The biosensor exhibited a linear response between 6.25 and 200 ng/mL, with a limit of
detection of 2.87 ng/mL and a limit of quantification of 8.71 ng/mL, representing an approximately
62-fold improvement in sensitivity compared to a previously developed colorimetric nanosensor for
the same application. The biosensor fabrication process demonstrated robustness to variations in
antibody incubation time during the functionalization protocol. A limitation in selectivity between
HPV 16 L1 and HPV 18 L1 was identified, attributed to the structural similarity between both
proteins. The proof-of-concept of the multiplexed device with two working electrodes demonstrated
simultaneous detection of both proteins in artificial urine without significant interference from the
urinary matrix, establishing a prototype with potential for non-invasive HPV diagnostics.

Keywords: Cervical cancer, human papillomavirus (HPV), HPV 16, HPV 18, laser-induced
graphene (LIG), electrochemical biosensor, square wave voltammetry, detection technologies, non-
invasive diagnostics, urine.
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Capítulo 1

Introducción

El cáncer de cuello uterino (CCU) constituye uno de los problemas de salud pública más rele-
vantes para las mujeres en Colombia y América Latina. Según el Centro de Información ICO/IARC
sobre VPH y Cáncer, en Colombia se diagnostican anualmente 4,742 nuevos casos y se registran
2,490 muertes por esta enfermedad, posicionándola como el tercer cáncer más frecuente en mujeres
de todas las edades y el segundo en el grupo de 15 a 44 años [61]. El principal agente etiológico
del CCU es el virus del papiloma humano (VPH), del cual las variantes de alto riesgo 16 y 18 son
responsables del 62.1 % de los casos de cáncer cervical invasivo en el país [61]. Estudios realizados
en Colombia en 2023 reportan una prevalencia de VPH de alto riesgo del 26.4 % en mujeres, con
mayor concentración en el grupo de 30 a 39 años [62], lo que evidencia la magnitud del problema y
la necesidad urgente de estrategias de detección eficaces y accesibles.

A pesar de la disponibilidad de pruebas de tamizaje como la citología cérvico-uterina y las
pruebas moleculares de ADN viral, estas presentan limitaciones importantes: baja sensibilidad,
necesidad de personal especializado, alto costo y escasa cobertura en zonas rurales y de bajos
recursos [63, 64]. A esto se suman barreras culturales y estructurales que persisten en América
Latina y que continúan obstaculizando el acceso al diagnóstico oportuno [65]. Adicionalmente, las
pruebas convencionales requieren muestras cervicales obtenidas mediante procedimientos invasivos,
lo que representa una barrera adicional para muchas mujeres. En este contexto, el desarrollo de
tecnologías de detección portátiles, sensibles, no invasivas y de bajo costo se convierte en una
necesidad estratégica para mejorar la cobertura del tamizaje y la detección temprana del VPH.

Los biosensores electroquímicos han emergido como una alternativa tecnológica con gran po-
tencial para abordar estas limitaciones, gracias a su elevada sensibilidad analítica, miniaturización,
portabilidad y compatibilidad con formatos de punto de atención. Como antecedente directo de
este trabajo, Navarro-Chica et al. desarrollaron un sensor colorimétrico con nanopartículas de oro
conjugadas con anticuerpos monoclonales para la detección selectiva de las variantes de alto riesgo
VPH 16 y VPH 18 [66]. Si bien el sensor es funcional, la toma de muestra cervical representa un
obstáculo para el tamizaje masivo debido a su carácter invasivo y a las limitaciones en sensibili-
dad de la técnica colorimétrica. El desarrollo de una plataforma con mayor sensibilidad capaz de
analizar muestras de orina resulta fundamental; esto permitiría una mejor acogida por parte de
la población en distintos marcos socioculturales, transformando el dispositivo en una herramienta
de diagnóstico inclusiva, de bajo costo y con alta aceptabilidad en sectores de medianos y bajos
recursos. Este trabajo surge como una evolución de ese esfuerzo, buscando desarrollar un biosensor
electroquímico basado en grafeno inducido por láser (LIG) que permita la detección simultánea de
VPH 16 y VPH 18 en orina, una muestra de obtención no invasiva, aprovechando las propiedades
electrónicas superiores del grafeno y la técnica electroquímica para alcanzar una sensibilidad mayor
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a la del dispositivo previo.
Este trabajo presenta la investigación realizada para el desarrollo y validación de un prototi-

po de biosensor electroquímico multiplexado basado en LIG, comenzando con el planteamiento del
problema, su justificación y los objetivos propuestos. Se abordará un marco teórico que destaca las
características del VPH y su relación con el CCU, las tecnologías disponibles para su detección, los
fundamentos de los biosensores electroquímicos, las propiedades del grafeno inducido por láser y los
métodos de funcionalización de superficies. A partir de esta base, se presentarán los resultados obte-
nidos en la modificación y caracterización del LIG, la optimización del protocolo de funcionalización
con los anticuerpos Anti-VPH 16 L1 y Anti-VPH 18 L1, y la validación analítica del dispositivo
incluyendo su prueba de concepto en orina artificial. Finalmente, se expondrán las conclusiones
derivadas del estudio y se señalarán posibles líneas de investigación para el futuro.
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Planteamiento del Problema

El cáncer de cuello uterino (CCU) no solo es una enfermedad prevenible [67], sino también un
reflejo de las profundas desigualdades en salud que afectan a millones de mujeres en el mundo. Estas
desigualdades se manifiestan en las barreras estructurales, económicas y geográficas que dificultan
el acceso oportuno a servicios de salud, especialmente en contextos donde la detección se realiza
de manera no organizada, es decir, únicamente cuando las mujeres acceden al sistema sanitario por
otras razones [64, 65]. En muchos países de América Latina, las mujeres solo acceden al tamizaje
cuando tienen la “oportunidad”, lo que genera procesos ineficientes y marcados por inequidades
persistentes [68]. A pesar de los avances científicos y la disponibilidad de estrategias de detección
temprana, miles de vidas se pierden cada año, especialmente en países de ingresos medianos y bajos.
A nivel mundial, el cáncer de cuello uterino es el cuarto tipo de cáncer más común entre las mujeres,
con una incidencia estimada de 600, 000 nuevos casos en 2022. Ese mismo año, más del 94 % de las
350, 000 muertes causadas por esta enfermedad ocurrieron en países de ingresos medianos y bajos,
reflejando la marcada desigualdad en el acceso a la prevención y al tratamiento oportuno [67]. En
Colombia, de acuerdo con Globocan 2022, el CCU fue el tercer tipo de cáncer más frecuente en
mujeres de todas las edades, consolidándose como un problema de salud pública prioritario [69]. A
diferencia de otros tipos de cáncer, el CCU cuenta con un agente causal claro en la mayoría de los
casos: el VPH. Este virus, que se transmite principalmente a través del contacto directo de piel con
piel durante relaciones sexuales vaginales, anales u orales, está presente en más de 200 variantes
[70], de las cuales las cepas 16 y 18 son responsables de aproximadamente el 70 % de los casos de
CCU y de las lesiones precancerosas del cuello uterino [71].

Aunque la mayoría de las infecciones por VPH son transitorias y eliminadas por el sistema in-
munológico en uno o dos años [72], las variantes de alto riesgo pueden persistir, inducir alteraciones
epiteliales y evolucionar en lesiones precursoras llamadas neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC)
[73] . Estas lesiones, especialmente las de grado 3 (NIC3) constituyen la fase más avanzada de la
lesión premaligna, presentando un riesgo considerablemente alto de evolucionar a cáncer cervicoute-
rino invasivo si no se detectan y tratan oportunamente [74]. Las pruebas de detección temprana,
como la citología cérvico-uterina (Pap) y las pruebas moleculares para la identificación del VPH,
desempeñan un papel crucial en la prevención del CCU. Sin embargo, estas técnicas aún presentan
limitaciones importantes para erradicar completamente la infección por VPH. Entre los desafíos más
comunes se encuentran la baja sensibilidad, la especificidad limitada, la escasa reproducibilidad, la
necesidad de personal altamente calificado para su interpretación y el alto costo de las instalaciones
necesarias para su aplicación [75].

Adicionalmente, el acceso a estas pruebas continúa siendo limitado para una gran proporción de
mujeres en Colombia, particularmente en regiones rurales y de bajos recursos, donde la cobertura
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del sistema de salud es insuficiente, los servicios especializados escasos y las barreras socioculturales
o económicas impiden la realización del tamizaje regular [76]. Esto ha llevado a que la mayoría de los
casos de CCU se detecten en estadios avanzados, cuando las opciones terapéuticas son más costosas,
complejas y con menor probabilidad de éxito [77]. La detección oportuna permite tratar las lesiones
precancerosas antes de que progresen a cáncer, lo que mejora considerablemente el pronóstico de
las pacientes. Asimismo, cuando ya se ha desarrollado la enfermedad, las pruebas de tamizaje
permiten su identificación en etapas iniciales, en las cuales los tratamientos son más efectivos y
las tasas de supervivencia más altas [78]. Uno de los aspectos más preocupantes en el contexto
colombiano es la detección tardía del cáncer de cuello uterino. Ante esta situación, se hace urgente
implementar estrategias más efectivas, accesibles y adaptadas a las condiciones sociales y geográficas
del país, que garanticen un diagnóstico oportuno y la reducción de la mortalidad por CCU [79]. En
respuesta a estas limitaciones, los biosensores electroquímicos han emergido como una alternativa
tecnológica con gran potencial para mejorar la detección del VPH y del CCU en estadios tempranos.
Estos dispositivos se caracterizan por su sensibilidad analítica, elevada especificidad, bajo costo
de producción, facilidad de miniaturización y portabilidad, lo que los convierte en herramientas
adecuadas para ser utilizadas incluso en entornos con recursos limitados [80]. Su capacidad para
detectar biomarcadores en concentraciones ultra-bajas es especialmente valiosa en etapas iniciales
de la enfermedad, donde la intervención temprana es crítica. Además, al poder utilizarse como
dispositivos point-of-care, ofrecen la posibilidad de ser implementados tanto en consultorios médicos
como en el hogar, lo que amplía su cobertura y facilita su integración en estrategias de salud pública
[75, 81, 82].
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Justificación

El CCU continúa siendo un problema de salud pública relevante, especialmente en países de
ingresos medios y bajos como Colombia, donde persisten múltiples barreras para su prevención y
detección temprana. Los genotipos 16 y 18 del VPH son responsables de aproximadamente el 70 %
de los casos de CCU, lo que hace que la detección oportuna de estos sea una prioridad clínica y epi-
demiológica con el fin de reducir la progresión hacia lesiones de alto grado o cáncer invasivo [67]. El
diagnóstico tradicional mediante citología cervicovaginal, aunque ampliamente utilizado, presenta
limitaciones importantes, como su sensibilidad, ya que suele generar falsos negativos, especialmente
en fases tempranas cuando aún no hay alteraciones visibles en las células [83, 84]. Esta técnica
también depende de personal capacitado, infraestructura clínica y logística que no siempre están
disponibles en regiones rurales o apartadas. Métodos moleculares como la PCR han mejorado la
sensibilidad diagnóstica, pero su alto costo, la necesidad de equipos especializados y la posibilidad de
errores en casos con carga viral baja, limitan su aplicación masiva [75]. Ante estas limitaciones, los
biosensores electroquímicos emergen como una alternativa innovadora y prometedora. Estos dispo-
sitivos permiten la detección de biomarcadores mediante la conversión de interacciones moleculares
en señales eléctricas cuantificables, ofreciendo alta especificidad, sensibilidad y límites de detección
extremadamente bajos [85]. En particular, los biosensores que emplean anticuerpos específicos con-
tra las oncoproteínas del VPH (como E6 y E7) logran una detección precisa, incluso en condiciones
fisiológicas complejas, gracias a la alta afinidad de estos bioreceptores [70]. El presente proyecto
propone el desarrollo de un biosensor electroquímico basado en grafeno inducido por láser (LIG)
por sus siglas en inglés, un material con propiedades excepcionales para aplicaciones biomédicas.
El LIG destaca por su alta movilidad electrónica, excelente conductividad, gran área superficial y
capacidad para inmovilizar biomoléculas mediante interacciones π-π o enlaces covalentes, lo cual
optimiza la detección específica de analitos [86]. Su fabricación es económica, rápida y directa sobre
polímeros comerciales, lo que permite obtener superficies porosas con alta densidad de sitios acti-
vos para una funcionalización eficiente [77]. A diferencia de otros métodos que requieren muestras
clínicas invasivas, este sensor será diseñado para detectar las moléculas de interés en orina. Diver-
sas investigaciones han demostrado que la orina es una muestra viable para la detección del VPH,
con resultados comparables al hisopado cervical en sensibilidad (83.3 %) y especificidad (81.8 %)
[87]. Usar esta matriz simplifica la recolección, reduce los costos operativos y elimina la necesidad
de personal clínico, lo cual facilita su aplicación en contextos donde el acceso al sistema de salud
es limitado. En Colombia, muchas comunidades enfrentan barreras estructurales que restringen el
acceso a servicios de salud, tales como la pobreza, aislamiento geográfico, discriminación y sistemas
poco adaptados culturalmente [88, 89]. Un ejemplo de estas comunidades son las mujeres indíge-
nas, en quienes estas barreras se agravan aún más por dinámicas sociales específicas como la alta
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movilidad, el bajo seguimiento en los controles médicos y una baja adherencia a los programas de
tamizaje. Esto hace que, incluso cuando se detecta una infección por VPH, sea difícil hacer un
seguimiento efectivo para determinar si la infección se vuelve persistente [90]. Un dispositivo por-
tátil, económico y fácil de usar puede marcar la diferencia en estos escenarios. La posibilidad de
realizar pruebas rápidas y no invasivas le da a las mujeres mayor autonomía sobre su salud, mejora
el acceso al diagnóstico temprano y contribuye a reducir la carga del cáncer cervicouterino en pobla-
ciones tradicionalmente desatendidas. La combinación de tecnología accesible, enfoque preventivo
y adaptabilidad a distintos contextos posiciona este proyecto como una propuesta pertinente y con
alto potencial de impacto. Más allá de una solución tecnológica, responde a una necesidad urgente
de equidad en salud. Su desarrollo puede fortalecer estrategias de diagnóstico oportuno, optimizar
recursos del sistema sanitario y avanzar hacia una cobertura más justa y efectiva en la prevención
del cáncer en Colombia y América Latina.
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Objetivos

4.1. Objetivo general

Desarrollar un biosensor electroquímico basado en LIG, funcionalizado con anticuerpos especí-
ficos, para la detección simultánea de las variantes de alto riesgo 16 y 18 del virus del papiloma
humano (VPH) en orina simulada.

4.2. Objetivos específicos

Modificar el LIG para garantizar su hidrofilicidad de manera reproducible.

Optimizar la inmovilización covalente de anticuerpos en la superficie del nanosensor para
permitir la detección simultánea de las variantes de alto riesgo VPH 16 y VPH 18.

Validar analíticamente el sensor basado en LIG para la detección simultánea de las variantes
de alto riesgo del VPH 16 y 18.
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5.2. Marco Teórico

5.2.1. VPH

Características generales del VPH

El virus del papiloma humano (VPH) es una infección de transmisión sexual causada por el
virus del papiloma humano que consta de ADN de doble cadena y forma parte de la familia Papi-
llomaviridae. En este grupo, se encuentran diversos géneros, aunque los más relevantes en términos
de su posible origen oncogénico son los géneros Alfa (α), Beta (β), Gamma (γ), Mu (µ) y Nu (ν)
[91]. El VPH es un virus desnudo, lo que implica que no posee una membrana lipídica externa. Esta
característica complica la identificación inmunológica del virus, dado que la falta de una envoltura
lipídica contribuye a su bajo nivel de inmunogenicidad, lo que reduce la activación de respuestas
inmunitarias innatas y adaptativas eficaces [92]. Su diámetro varía entre 45 y 55 nanómetros, y su
genoma se compone de alrededor de 8.000 pares de bases. Este se divide en áreas codificantes (que
generan proteínas) y una zona no codificante denominada región larga de control (LCR). Aunque la
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LCR no produce proteínas directamente, desempeña roles fundamentales en el control de la trans-
cripción, replicación genómica y ensamblaje de nuevas partículas virales [93] El genoma del VPH
está organizado en genes de expresión temprana (E) y expresión tardía (L), como se muestra en la
Figura 5.1.

Los genes E1, E2 y E4 regulan la replicación del ADN viral y la modulación del ciclo celular.
Los genes E5, E6 y E7 codifican proteínas oncogénicas del mismo nombre, las cuales interfieren
con funciones clave de la célula huésped. Durante la infección, el ADN viral puede integrarse en
el genoma de la célula huésped. En este proceso, los genes E6 y E7 se sobreexpresan de manera
persistente, lo que resulta fundamental en la alteración del ciclo celular.

La proteína E6 se une a la proteína asociada E6AP , formando un complejo que dirige la
degradación de la proteína supresora de tumores p53 [94]. De igual modo, E6 interactúa con dominios
PDZ de proteínas involucradas en la polaridad y adhesión celular, procesos importantes para la
conservación de la estructura celular y del epitelio. Al interferir con estos procesos, E6 contribuye a
la pérdida de control tisular, facilitando la progresión tumoral [95, 96, 97]. Además, E6 puede activar
la transcriptasa inversa de la telomerasa humana (hTERT), cuya expresión es más prevalente en
tejidos tumorales, promoviendo así la inmortalización celular [98]. De esta forma, E6 desempeña
un papel importante en la modulación de la progresión hacia la malignidad [99]. Por su parte,
E7 degrada la proteína del retinoblastoma (pBR), lo que desregula el ciclo celular y favorece la
proliferación descontrolada de las células infectadas [100]. En cuanto a los genes tardíos L1 y L2,
estos codifican las proteínas estructurales que constituyen la cápside viral [101].

Figura 5.1: Estructura del genoma viral de la variante 16 del VPH. Se muestra la organización de
las regiones de expresión temprana (E1–E7), expresión tardía (L1 y L2), y la región larga de control
(LCR), así como la función de cada una de las proteínas codificadas por estos genes. (Adaptado de:
[34])
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Estructura del VPH y la cápside viral

La cápside del VPH está compuesta principalmente por la proteína L1, que se organiza siguiendo
una simetría icosaédrica con patrón de triangulación T=7. Este patrón geométrico describe cómo se
ensamblan los pentámeros proteicos para formar una estructura casi esférica, altamente simétrica
y estable. Lo que posibilita una disposición cuasi-equivalente de 360 réplicas de la proteína L1
distribuidas en 72 pentámeros. Esta estructura no solo otorga estabilidad estructural al virión, sino
que también participa en la identificación de receptores celulares y el comienzo del proceso infeccioso
mediante su interacción con la proteína L2 [102].

Durante la entrada a la célula, el virión experimenta una acidificación endosomal que provoca
cambios en la estructura de la cápside, permitiendo que L1 se separe parcialmente del complejo
L2/ADN viral. Sin embargo, evidencias recientes sugieren que una fracción de L1 permanece aso-
ciada al genoma durante el transporte intracelular, posiblemente en forma de capsómeros. Esta
asociación residual podría desempeñar un papel clave en la estabilización del complejo subviral y
en la protección del ADN viral durante el tránsito hacia el núcleo celular, contribuyendo así a una
infección eficiente [103, 104].

Por su parte, la proteína L2, aunque menos abundante, es crucial en el envasado del ADN viral
y desempeña un papel mediador en el proceso de liberación del genoma hacia el núcleo de la célula
huésped tras la entrada del virus. Esta proteína facilita la evasión del sistema endosomal y guía el
complejo ADN-L2 hacia el núcleo para la posterior expresión del material genético viral [105], como
se ilustra en la Figura 5.2.

Figura 5.2: Estructura del VPH.(A) Esquema en corte transversal del virión que muestra su or-
ganización interna. La cápside está compuesta por proteínas L1 (proteína de cápside mayor) y L2
(proteína de cápside menor), que protegen el núcleo interno del virus. En el interior se observa el
ADN genómico viral, asociado a histonas celulares que estabilizan y compactan el material genético.
(B) Representación tridimensional de la cápside externa del VPH, formada por 72 pentámeros de
la proteína L1 organizados con simetría icosaédrica. La notación T = 7d indica el número de trian-
gulación de la cápside, un parámetro geométrico que describe el grado de subdivisión de cada cara
triangular del icosaedro y, por tanto, la complejidad del ensamblaje viral. (Adaptado de: [35, 36])
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Organización estructural de la proteína L1

La proteína L1 desempeña un rol crucial en la estabilidad estructural de la cápside viral, pues
establece interacciones tanto internas como externas entre los capsómeros, garantizando así la in-
tegridad del virión [106]. Además, las regiones de superficie de la proteína L1 del virus del papilo-
ma humano, en particular los bucles estructurales BC, DE, FG y HI, han sido distinguidas como
los epítopos inmunodominantes encargados de ser reconocidos por anticuerpos neutralizantes tipo-
específicos [107]. Esto las sitúa como objetivos esenciales tanto para la creación de vacunas como
para biosensores diagnósticos [107, 108]. Estas cadenas conformacionales se diferencian de la cápside
viral y representan los puntos de interacción inicial con anticuerpos monoclonales, como se observa
en la Figura 5.3

Figura 5.3: Estructuras de la proteína L1 del VPH-16. Izquierda: Pentámero de L1 visualizado en
vista superior para mostrar su organización radial característica en la cápside. Derecha: Monómero
de L1 con bucles inmunodominantes BC, DE, FG y HI resaltados en amarillo, en complejo con el
anticuerpo Fab F5-196. (Adaptado de: [37, 38])

Se ha demostrado que los anticuerpos dirigidos contra estos epítopos presentan alta eficacia en
sistemas de detección basados en nanomateriales, como biosensores funcionalizados con grafeno,
dado que estas regiones garantizan una exposición accesible y específica del antígeno [109]. L1 está
compuesta por 504 aminoácidos, tiene un peso molecular cercano a 55 kDa y constituye cerca del
80 % de la proteína total del virus [110].

La configuración tridimensional de L1 se divide en tres zonas esenciales: el núcleo central, la
región amino (N-terminal) y la región carboxilo (C-terminal). El N-terminal incluye los primeros
19 aminoácidos, que se mantienen altamente conservados entre los distintos tipos de VPH, lo que
resalta su papel fundamental en la formación del virión. La región central (aminoácidos 20-382) está
compuesta por 11 láminas β, que se conectan entre sí mediante ciclos ubicados en la superficie de
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los capsómeros. Estas conexiones estructurales permiten mantener la forma del virión y destacan
áreas clave para el reconocimiento inmunológico [111].

La región C-terminal (aminoácidos 383-504) se estructura en cinco hélices α (h1-h5). Estos
componentes cumplen roles fundamentales en la estabilidad de la cápside viral. Las hélices h2,
h3 y h4 tienen una interacción directa con los monómeros vecinos, promoviendo la creación de
capsómeros pentaméricos [112]. La hélice h1 se acopla a las láminas β internas (β-E y β-F) del núcleo
proteico, fortaleciendo la estructura del virión, mientras que las hélices h4 y h5 están asociadas con
la lámina β-J, la cual funciona como una bisagra flexible al vincular el brazo C-terminal con el
núcleo, facilitando los reajustes conformacionales requeridos para estabilizar la cápside [113], como
se representa en la Figura 5.4

Figura 5.4: Diagramas de cintas del pentámero de L1 del VPH16 en la conformación presente en
partículas similares al virus (VLPs) pequeñas. (A) Tres subunidades están coloreadas en verde, azul
y rojo; los brazos C-terminales aparecen en gris para indicar que estas regiones se reordenan durante
el ensamblaje en viriones o cápsides completas. (B) Subunidad individual (orientada como la azul
en (A). Se indican los elementos estructurales secundarios: láminas β (B–I), hélices α (h1–h5), y
las asas entre láminas (por ejemplo, B–C, C–D). Las terminaciones están marcadas como N (20)
(primer residuo ordenado) y C (extremo carboxilo visible). Las cisteínas responsables de los enlaces
disulfuro interpentámero se muestran en amarillo (residuos 175 y 428).(Fuente: [39])

.

Clasificación Clínico-patológica del VPH

El VPH pertenece a un grupo de virus epiteliótrofos que infectan principalmente la piel y las
membranas mucosas. Su acción genera proliferaciones benignas, como los papilomas, que bajo ciertas
condiciones pueden sufrir transformaciones malignas. El VPH es reconocido como el agente etiológico
principal del carcinoma cervicouterino, por lo que entender su biología es crucial para tratar de
manera apropiada los procesos de carcinogénesis cervical [114].

Actualmente, más de 200 tipos de VPH han sido identificados, cuyas manifestaciones clínicas
abarcan un extenso espectro de lesiones proliferativas en la piel, las mucosas bucales, laríngeas y
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el tracto anogenital [115]. Al menos 20 de estos tipos presentan preferencia por infectar el epitelio
de la región anogenital, siendo los principales agentes etiológicos de las neoplasias asociadas a este
virus. En el sistema reproductivo femenino, algunos tipos se relacionan con varias afecciones, tales
como los condilomas acuminados (verrugas genitales), la papulosis bowenoide (lesiones papulares
de tonalidad rojo-violácea), las neoplasias intraepiteliales cervicales, vaginales y vulvares, además
del surgimiento de cáncer invasivo [116]. Desde el punto de vista clínico y epidemiológico, los tipos
de VPH se clasifican en dos grandes categorías según su potencial oncogénico: bajo riesgo y alto
riesgo, como se resume en la Tabla 5.1

Tabla 5.1: Clasificación de los VPH de acuerdo con el riesgo oncogénico y las enfermedades asociadas.
(Fuente: [55])

Clasificación de VPH Genotipos Enfermedad asociada
Alto riesgo oncogénico 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

56, 58, 59
Cáncer cervical, anal, vaginal, vulvar,
orofaríngeo y lesiones precursoras.

Bajo riesgo 6, 11 Verrugas genitales, papilomatosis respi-
ratoria recurrente.

Probablemente carcinogénico 68 Cáncer cervical.
Posiblemente carcinogénicos 26, 30, 34, 53, 66, 67, 70, 73,

82, 85, 97
Incierta.

Los genotipos de VPH de bajo riesgo, tales como los genotipos 6 y 11, son los causantes de
la mayoría de las verrugas genitales y no tienen una relación directa con la aparición de cáncer.
Otros genotipos de bajo riesgo incluyen los tipos 40, 42, 43, 44, 54, 61 y 70, que también pueden
ser identificados mediante pruebas moleculares basadas en detección de ADN . Por otro lado, los
VPH de alto riesgo incluyen un mínimo de 17 genotipos, incluyendo VPH-16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68 y 82 [117]. En este conjunto, los tipos 16 y 18, se vinculan a
lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL) y neoplasias intraepiteliales cervicales (CIN
II/III), consideradas precursoras del cáncer cervicouterino. La clasificación histológica empleada en
el contexto clínico distingue entre CIN I (bajo grado), asociada a infecciones transitorias, y CIN
II/III (alto grado), que implican un mayor riesgo de progresión maligna NIH [118]. La implicación
del VPH no se limita al cuello uterino. Diversos estudios han demostrado su participación en cán-
ceres de pene, ano, orofaringe y laringe, especialmente en individuos inmunocomprometidos o con
infecciones persistentes por tipos oncogénicos [119].

Oncogénesis Viral

La infección por el VPH requiere contacto directo con epitelios, generalmente a través de mi-
croabrasiones que ocurren durante el contacto sexual, las cuales permiten el acceso del virus a las
células basales del epitelio de la mucosa genital. Una vez allí, el VPH aprovecha mecanismos de en-
docitosis mediada por clatrina para ingresar a la célula huésped, donde libera su material genético
y comienza su ciclo de replicación [40], como se muestra en la Figura 5.5
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Figura 5.5: Ciclo de vida del VPH y progresión al cáncer. (a) El VPH accede a las células basales
del epitelio a través de abrasiones. Tras su reconocimiento, el virión es endocitado y transportado
por la vía endosomal hasta el núcleo, donde inicia la transcripción temprana y puede entrar en
fase de latencia. (b) A medida que las células basales se diferencian y migran hacia la superficie,
se expresan proteínas estructurales que permiten el ensamblaje y liberación del virión durante la
descamación. (c) La persistencia viral en células basales puede llevar a la integración del genoma
del VPH, favoreciendo la progresión hacia el cáncer (Fuente: [40])

.

El VPH en su etapa inicial puede mantenerse en forma episomal, es decir, como ADN circular
independiente no integrado al genoma celular, lo que posibilita una infección latente o productiva
sin modificaciones directas en el ADN del huésped. Este estado suele estar relacionado con lesiones
intraepiteliales de bajo grado (CIN I), que en la mayoría de los casos son transitorias y se resuelven
espontáneamente [120]. No obstante, cuando la infección persiste, particularmente con genotipos
de alto riesgo como VPH-16 y VPH-18, puede producirse la integración del genoma viral en zonas
de fragilidad cromosómica, lo que pone en riesgo la estabilidad genética de las células y marca un
punto de inflexión hacia la transformación neoplásica [121]. En el proceso de integración, el virus
suele interrumpir la región E2 de su propio genoma, provocando la sobreexpresión de los oncogenes
E6 y E7. Estas proteínas virales obstaculizan vías esenciales de regulación celular: E6 fomenta la
degradación de la proteína p53 a través de su interacción con la ligasa ubiquitina E6AP, evitando
de esta manera la apoptosis. Por otro lado, E7 inactiva la proteína pRb, liberando el factor de
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transcripción E2F y promoviendo una proliferación celular descontrolada [122]. Este conjunto de
alteraciones moleculares no solo obstaculiza la diferenciación epitelial, sino que también promueve
la acumulación de fallos genéticos, generando condiciones favorables para que las células infectadas
adquieran características neoplásicas. En consecuencia, el ciclo viral pasa de una etapa productiva
a una etapa transformante, donde la célula pierde la capacidad de reparar su ADN o eliminar el
genoma viral, lo que favorece la progresión hacia lesiones de alto grado (CIN II/III) y, eventualmente,
hacia cáncer cervical invasivo [121].

5.2.2. Estrategias de prevención del CCU

Tamización

Dentro de las estrategias de prevención del CCU, el tamizaje, también denominado cribado,
cumple un papel fundamental al enfocarse en la detección precoz de lesiones premalignas o malignas
en mujeres aparentemente sanas, a través de exámenes diagnósticos que facilitan la intervención
precoz y, en consecuencia, la reducción de la mortalidad vinculada a esta enfermedad [123]. En
Colombia, la implementación del tamizaje se adapta según el grupo etario y el contexto territorial.
Por lo tanto, se aconseja la citología cervicovaginal para mujeres de 25 a 29 años cada tres años si los
hallazgos son negativos, mientras que la prueba del ADN del VPH se aconseja para mujeres de 30
a 65 años, con una periodicidad de cada cinco años en caso de resultados normales. Igualmente, en
áreas rurales o de acceso complicado, se recomienda la revisión visual como alternativa para mujeres
de entre 30 y 50 años [124]. En particular, para las mujeres con VIH, se recomienda comenzar el
tamizaje desde los 21 años o el primer año de actividad sexual, siguiendo un programa de control
más estricto que comprende pruebas citológicas anuales y una revisión visual del tracto anogenital
[125]. Este esquema se alinea con el enfoque de cribado primario basado en genotipado parcial del
VPH, que ha sido promovido por la OMS, y cuyo algoritmo diagnóstico se muestra en la Figura 5.6.

Como la mayoría de las infecciones por VPH son transitorias y no están vinculadas a lesiones,
incluso en mujeres de más de 30 años, el test de VPH muestra una especificidad relativamente baja,
de aproximadamente el 89 % [126] . Esto requiere la realización de un segundo tamizaje (triage) para
detectar, entre el conjunto de mujeres que tengan VPH positivo, aquellas que realmente presentan
lesiones precancerosas o cáncer, los cuales deberán confirmarse mediante estudios histológicos. En
este contexto, la citología ha sido adoptada como método de triage en varios países que utilizan
el test de VPH como herramienta primaria de tamización, debido a su capacidad para identificar
alteraciones celulares relevantes [127].
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Figura 5.6: Algoritmo de cribado basado en el genotipado parcial. Este esquema muestra la ruta
clínica ante un resultado positivo en la prueba de detección de VPH. Las pacientes con genotipos
16/18 son remitidas directamente a colposcopia. En casos positivos para otros genotipos de alto
riesgo, se realiza citología para clasificar la lesión. Si esta es atípica (ASCUS), se indica colposcopia;
si es normal (NLM), se realiza seguimiento a 12 meses (Fuente: [41]).

.
De acuerdo con el enfoque establecido por el Ministerio de Salud, las estrategias de prevención

del cáncer de cuello uterino se estructuran en tres etapas: primaria, secundaria y terciaria. Cada
una corresponde a una etapa diferente del proceso de salud-enfermedad, con metas y medidas
particulares. La Tabla 5.2 presenta una síntesis comparativa de estos niveles según su definición,
objetivo, etapa de la enfermedad y tipo de intervención.

Tabla 5.2: Niveles de prevención aplicados al cáncer cervicouterino, según la Estrategia Mundial de
la OMS. (Adaptado de: [56])

Categoría Primario Secundario Terciario
Definición Acciones orientadas a evitar

la aparición de la enferme-
dad mediante el control de
sus agentes causales y facto-
res de riesgo.

Medidas orientadas a detec-
tar precozmente la enferme-
dad o sus lesiones precurso-
ras para detener su progre-
sión.

Medidas orientadas a tra-
tar la enfermedad estableci-
da, reducir sus complicacio-
nes y mejorar la calidad de
vida.

Objetivo Disminuir la incidencia de
la infección por VPH y del
CCU.

Reducir la prevalencia de le-
siones precancerosas y detec-
tar el cáncer en estadios tem-
pranos.

Aumentar la supervivencia y
la calidad de vida de las pa-
cientes con CCU.

Etapa de la enferme-
dad.

Prepatogénico. Patogénico temprano. Patogénico tardío / secuelas.

Actividades - Vacunación contra el VPH
(niñas 9–14 años).
- Educación sexual e infor-
mación sobre factores de ries-
go.
- Promoción del uso de pre-
servativo.

- Tamizaje mediante prueba
de VPH, citología (Papani-
colaou) o inspección visual
con ácido acético (IVAA).
- Tratamiento de lesiones
precancerosas (crioterapia,
LEEP, conización).

- Tratamiento del cáncer in-
vasivo: cirugía, radioterapia
y quimioterapia.
- Cuidados paliativos.
- Seguimiento y rehabilita-
ción oncológica.
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Prevención primaria

La prevención primaria del cáncer de cuello uterino (CCU) se centra en prevenir el surgimiento
de la patología a través de acciones sobre los factores de riesgo. Estas tácticas abarcan la educación
sexual integral destinada a niños, niñas y adolescentes, tratando temas como el comienzo de la vida
sexual, el uso de preservativos y otras medidas de protección frente a infecciones de transmisión se-
xual (ITS), incluyendo la infección por el VPH [56]. Previo a los 25 años, se considera fundamental
la promoción de la salud sexual y reproductiva, destacando la importancia de la vacunación contra el
VPH como una herramienta clave en la prevención del CCU. Esta vacuna está indicada para niñas y
niños, preferentemente antes del inicio de relaciones sexuales, y forma parte de los programas nacio-
nales de inmunización en muchos países. Actualmente, existen seis vacunas aprobadas para prevenir
la infección por genotipos de alto riesgo del VPH. Entre ellas, Gardasil 9 ha demostrado una eficacia
cercana al 100 % en la prevención de lesiones precancerosas e infecciones en cuello uterino, vulva y
vagina causadas por los siete genotipos oncogénicos que cubre (16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58) [128]. Por
su parte, la vacuna bivalente Cervarix ha mostrado una eficacia de aproximadamente 93 % frente
a lesiones relacionadas con los tipos 16 y 18 [129], así como una protección cruzada considerable
contra los tipos 31, 33 y 45 [130], lo que amplía su impacto preventivo más allá de su espectro ori-
ginal, contribuyendo a la reducción de lesiones precancerosas y cánceres asociados a la infección viral.

Prevención secundaria

La prevención secundaria se centra en la detección precoz de lesiones precancerosas o del cán-
cer en estadios iniciales, a través de programas organizados de tamizaje o cribado. El propósito
principal de estos programas es disminuir la mortalidad vinculada al CCU, lo que se consigue a
través de la reducción de la incidencia de la enfermedad invasiva, mediante la detección temprana
de lesiones precursoras [129]. Por más de medio siglo, la citología cervical (Papanicolaou) ha cons-
tituido el eje central de los programas de prevención. Este método ha facilitado la identificación de
irregularidades celulares antes de que se transformen en cáncer invasivo. Si se detectan resultados
anormales, se realiza una colposcopia, una biopsia dirigida e histopatología, para corroborar el diag-
nóstico [131]. Actualmente, el tamizaje se inicia, idealmente, tres años después del comienzo de la
vida sexual, o al año en mujeres inmunocomprometidas o con diagnóstico de VIH. Adicionalmente,
se han implementado tecnologías como las pruebas de ADN del VPH, que incrementan la sensibi-
lidad del cribado, aunque necesitan un examen adicional (como la citología) para incrementar su
especificidad y prevenir diagnósticos excesivos [132].

Prevención terciaria

La prevención terciaria busca reducir el efecto de la enfermedad una vez detectada, a través de
la atención médica adecuada, la rehabilitación física y emocional, y la prevención de recurrencias.

Esta fase incluye tanto la atención médica especializada como el acompañamiento psicosocial del
paciente. Su objetivo es, tanto como sea posible, recuperar el estado de salud, evitar discapacidades
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permanentes y mejorar la calidad de vida de las mujeres afectadas. Además, conlleva el fortaleci-
miento de los servicios de salud para ofrecer un abordaje integral que incluya seguimiento, apoyo
psicológico, rehabilitación y cuidados paliativos si fueran necesarios [56]. Una atención apropiada
en esta etapa requiere asegurar el acceso oportuno a terapias como la cirugía, la radioterapia o la
quimioterapia, dependiendo del estadio clínico del cáncer. Asimismo, un enfoque integral requiere la
inclusión de cuidados paliativos y un sistema de monitoreo y evaluación que asegure la efectividad
de las intervenciones [133]. Sin embargo, la continuidad del tratamiento puede verse comprometida
por factores geográficos, sociales o económicos, lo que hace fundamental proporcionar apoyo logís-
tico y financiero a las pacientes, especialmente durante terapias prolongadas como la radioterapia
[134].

5.2.3. Tecnologías para la detección del VPH y el tamizaje del CCU

El progreso en las tecnologías de detección ha transformado significativamente las estrategias de
prevención secundaria del CCU. En este contexto, los biomarcadores proteicos, que son moléculas
detectables en sangre, tejidos u otros fluidos corporales que indican un proceso biológico normal o
patológico han adquirido un papel central, permitiendo identificar con mayor precisión qué mujeres
presentan mayor riesgo de desarrollar lesiones premalignas, mediante marcadores como p16INK4a,
Ki-67 y la metilación de genes relacionados con la oncogénesis por VPH [135, 136].

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de amplificación de ácidos nucleicos
que permite detectar secuencias específicas del ADN viral mediante ciclos de desnaturalización,
alineamiento y extensión catalizados por la enzima Taq polimerasa [137]. Como se ilustra en la
Figura 5.7, este proceso genera millones de copias a partir de cantidades mínimas de material
genético mediante cepillado cervical, lo que la hace especialmente útil en etapas iniciales de la
infección [138, 139]. Si bien su sensibilidad y especificidad son elevadas, su implementación en
programas de tamizaje masivo se ve limitada por la necesidad de equipos especializados y personal
capacitado [140].

Figura 5.7: Representación esquemática de los ciclos de amplificación de la PCR. (Fuente: [42]).
.
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Las pruebas CervistaTM HPV HR y CervistaTM HPV 16/18 emplean la tecnología Invader®,
aprobada por la FDA en 2009, que detecta ADN viral mediante reacciones isotérmicas sin necesidad
de PCR [141]. Como se muestra en la Figura 5.8, el proceso genera una señal fluorescente a través
de sondas FRET tras el reconocimiento del ADN diana por la enzima Cleavase [43]. La prueba HR
detecta cualitativamente 14 genotipos de alto riesgo, mientras que la prueba 16/18 identifica especí-
ficamente los tipos más oncogénicos; ambas incluyen un control interno que garantiza la integridad
de la muestra y presentan menor reactividad cruzada que otros métodos como HC2 [142, 143, 144].

Figura 5.8: Representación gráfica de la química Invader utilizada en Cervista HPV HR. (Fuente:
[43])

.

El método Captura Híbrida 2 (HC2), desarrollado por QIAGEN, detecta el ADN de 13 tipos
de VPH de alto riesgo mediante hibridación ADN-ARN y quimioluminiscencia, sin requerir ampli-
ficación por PCR [145]. Aunque posee alta sensibilidad clínica, presenta como limitación principal
la reactividad cruzada derivada del carácter generalista de sus sondas, lo que puede producir falsos
positivos en mujeres sin lesiones precancerosas [146, 147].

La prueba APTIMA detecta el ARNm de las oncoproteínas E6 y E7 en 14 genotipos de VPH de
alto riesgo, lo que permite identificar infecciones activas con mayor probabilidad de progresión [148].
A diferencia de las pruebas de ADN, esta estrategia refleja directamente la actividad oncogénica
viral, dado que los niveles de ARNm E6/E7 aumentan progresivamente con la severidad de la lesión
cervical [149]. En estudios comparativos, APTIMA ha demostrado una especificidad superior a HC2
con sensibilidad equivalente, lo que reduce los falsos positivos y la convierte en una herramienta
valiosa tanto para el tamizaje primario como para el triage de resultados citológicos anormales [150].
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La citología cervical o prueba de Papanicolaou consiste en la recolección de células del cuello
uterino mediante cepillo o espátula para su evaluación microscópica en búsqueda de cambios mor-
fológicos displásicos o malignos [151]. El procedimiento se ilustra en la Figura 5.9. Su precisión
depende de la calidad de la muestra y la experiencia del personal, y su frecuencia varía según la
edad y el historial clínico: cada tres años en mujeres de 21 a 29 años, y cada tres a cinco años,
combinada o no con prueba de VPH, en mujeres de 30 a 65 años [152, 153].

Figura 5.9: Representación esquemática del procedimiento de toma de muestras para una citología
cervicouterina (Fuente: [44])

.

Las técnicas de inspección visual representan una estrategia accesible y de bajo costo para en-
tornos con recursos limitados. La inspección visual con ácido acético (IVAA) consiste en aplicar una
solución de ácido acético al 3–5 % sobre el cuello uterino; las lesiones de alto grado se evidencian
por la aparición de zonas acetoblancas en la región de transformación [154]. De manera complemen-
taria, la prueba con yodo Lugol permite identificar zonas anormales por su incapacidad de retener
el colorante, permaneciendo amarillas frente al tono marrón del epitelio sano [155]. La colposcopía
en video integra ambos agentes con magnificación óptica y registro de imágenes para guiar la toma
de biopsias dirigidas en áreas sospechosas [156].

5.2.4. Biosensores para la detección en salud

Los avances recientes en biotecnología han permitido el desarrollo de bionanosensores, dispositi-
vos analíticos diseñados para detectar de forma rápida, específica y sensible diversos biomarcadores,
incluidos los asociados al VPH. Estos sensores combinan un componente biológico de identificación
(tales como anticuerpos, ácidos nucleicos, enzimas o tejidos celulares) con un transductor físico o
fisicoquímico, que convierte el suceso biológico (como la unión antígeno-anticuerpo) en una señal
medible y comprensible, usualmente en tiempo real [157]. Un biosensor se compone de cinco ele-
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mentos fundamentales: el analito, que representa la sustancia objetivo a identificar; el bioreceptor,
que identifica específicamente ese analito; el transductor, que transforma esta interacción en una
señal eléctrica, óptica, electroquímica o piezoeléctrica [158]. Adicionalmente, consta de un sistema
electrónico, que procesa dicha señal; y el visualizador de lectura, que presenta el resultado final [159].
Estos elementos trabajan de manera integrada para ofrecer una medición precisa del evento bioló-
gico, convirtiendo estímulos moleculares en datos cuantificables como voltaje, corriente, intensidad
de señal, masa, entre otros, como se observa en la Figura 5.10.

Figura 5.10: Mecanismo principal de un biosensor (Fuente [45])
.

Según el método de transducción, los biosensores pueden categorizarse en ópticos, térmicos,
electroquímicos y de masa, siendo los electroquímicos y ópticos los más habituales en usos biomédicos
[157]. La versatilidad de estos dispositivos permite su aplicación no solo en el ámbito clínico, sino
también en la industria alimentaria, el monitoreo ambiental y la biotecnología industrial.

Una de las mayores ventajas de los biosensores es su potencial para descentralizar el diagnós-
tico. En contraste con las pruebas convencionales que demandan el transporte de la muestra a un
laboratorio especializado y tiempos de espera prolongados, los biosensores permiten el diagnóstico
en el punto de atención (POC, por sus siglas en inglés) [160]. Esta capacidad de detección rápida
y portátil ha facilitado el monitoreo de enfermedades infecciosas y ha mejorado el acceso al diag-
nóstico en zonas rurales o con recursos limitados, reduciendo la necesidad de visitas hospitalarias
frecuentes y disminuyendo los costos del sistema de salud [45].

5.2.5. Clasificación de biosensores

Los biosensores pueden clasificarse desde diversas perspectivas, pero la clasificación más común
y útil en el ámbito biomédico se basa en dos criterios fundamentales: primero, el elemento de
bioreconocimiento, que hace referencia al tipo de molécula biológica utilizada para reconocer el
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analito objetivo (como anticuerpos, enzimas, ácidos nucleicos, entre otros); y segundo, el mecanismo
de transducción de señal, es decir, la forma en que esa interacción biológica se convierte en una
señal medible y cuantificable, ya sea eléctrica, óptica, térmica o mecánica. Entre los elementos de
bioreconocimiento más empleados destacan las enzimas y los anticuerpos, por su alta especificidad y
afinidad frente a diversos analitos, incluidos patógenos, proteínas y metabolitos clínicos relevantes.
Esta clasificación se resume en la Tabla 5.3, que presenta ejemplos representativos para cada tipo
de biomolécula y método de transducción.

Tabla 5.3: Clasificación de Biosensores. (Fuente: Adaptado de [57])

Biomolécula de
reconocimiento

Tipo de bio-
sensor

Ejemplos Modo de
transducción

Ejemplos

Proteínas: Anti-
cuerpos y Re-
ceptores

Inmunosensor. Anticuerpos monoclonales y
policlonales; receptores me-
tabotrópicos e ionotrópicos.

Electroquímico,
óptico.

Amperométrico, conducti-
métrico, impedimétrico,
potenciométrico, ab-
sorbancia, fluorescencia,
bio-/quimioluminiscencia,
Raman.

Enzimas Biosensor enzi-
mático.

β-glucuronidasa (gen gusA),
β-galactosidasa (gen lacZ ).

Sensores de ma-
sa.

Biosensores acústicos de su-
perficie, biosensores de mi-
crobalanza (cantilever).

Células comple-
tas

Biosensor celu-
lar.

Células microbianas, células
de mamífero.

Óptico. E. coli K12C600, HB101,
DPD1718.

Ácidos nucleicos Genosensor /
Aptasensor.

Biosensores basados en hi-
bridación de ADN o aptáme-
ros.

Óptico (fluores-
cencia).

Aptasensores con base fluo-
rescente.

Inmunosensores

Los inmunosensores son biosensores que permiten la detección específica de sustancias biológicas
mediante la interacción entre un antígeno (Ant) y un anticuerpo (Ab) inmovilizados sobre una
superficie sólida, para esto integran los principios de un inmunoensayo en una plataforma sensora,
combinando un sistema de reconocimiento altamente específico con un transductor físico-químico
[161]. Esta unión genera una señal bioquímica que un transductor convierte en una señal medible,
facilitando así la identificación de analitos con gran especificidad y sensibilidad [57]. La estructura
fundamental de un inmunosensor se basa en los fundamentos de las pruebas inmunológicas en fase
sólida, en las que los bioreceptores (anticuerpos o antígenos) se inmovilizan en un soporte físico
y la reacción de reconocimiento ocurre en la interfaz sólido-líquido. Este diseño favorece una alta
reproducibilidad, así como la miniaturización de los dispositivos para aplicaciones portátiles o de
punto de atención. Entre los inmunoensayos existentes, el ensayo por inmunoabsorción ligado a
enzimas (ELISA) es el más utilizado [162]. La detección del complejo antígeno-anticuerpo se da
mediante el uso de moléculas de señalización que se unen al Ant o al Ab, dependiendo del formato
específico del ensayo inmunológico, algunos tipos son: Sandwich, que requiere que el analito tenga
múltiples sitios de unión para interactuar con dos anticuerpos distintos y competitivos o de captura,
que es más adecuado para moléculas pequeñas o con un solo epítopo [162, 163, 164, 165].

Desde un punto de vista funcional, un inmunosensor consta de tres elementos fundamentales:
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el biomarcador, que generalmente es un antígeno; el bioreceptor, que puede ser un anticuerpo o un
antígeno complementario; y un transductor, responsable de transformar la interacción biológica en
una señal cuantificable, ya sea eléctrica, óptica o mecánica [166].

Estos principios también son aplicables a los inmunosensores amperométricos, que pueden ser
configurados de diversas formas, tal como se evidencia en la Figura 5.11, que muestra varias estrate-
gias de detección fundamentadas en la estructura del inmunoensayo y el tipo de marcador utilizado
(enzimático o no enzimático).

Figura 5.11: Configuraciones de inmunosensores amperométricos. Se representan varios métodos
de detección: sin etiquetas, tipo sándwich con etiquetas enzimáticas y no enzimáticas. El antígeno
(Ant) se muestra en color rojo, el anticuerpo primario (Ab) de color azul y el anticuerpo secundario
(Ab2) de color naranja. Los indicadores del Ab2 se ilustran en tonos violeta, verde o gris, según el
tipo de trazador (enzimático, electroactivo o catalítico) (Adaptado de: [46]).

.

Un ejemplo destacado es el inmunosensor electroquímico, que actúa como un “condensador
bioquímico”, compuesto por dos placas conductoras separadas por una capa dieléctrica [167]. En este
tipo de sistema, la creación del complejo ant-ab obstaculiza la transferencia electrónica, provocando
alteraciones en las propiedades electroquímicas del medio.

Según el tipo de transducción, los inmunosensores se categorizan en electroquímicos, que iden-
tifican cambios en la corriente, voltaje o impedancia; ópticos, que reaccionan ante fenómenos como
la absorción, fluorescencia o reflexión de la luz; y piezoeléctricos, que convierten las variaciones de
masa en cambios de frecuencia o fase en la superficie del sensor; y piezoeléctricos, que convierten
las variaciones de masa en cambios de frecuencia o fase en la superficie del sensor [166]. Uno de los
beneficios más destacados de estos dispositivos es su potencial de mejora mediante la ingeniería de
anticuerpos recombinantes, lo que permite optimizar su afinidad y especificidad frente a analitos
concretos [57].

En este contexto, los anticuerpos (Ab) son proteínas de la familia de las inmunoglobulinas, ge-
neradas por los linfocitos B de animales vertebrados como parte de la respuesta inmune frente a
organismos extraños o sustancias tóxicas. Se calcula que en los seres humanos existen cerca de un
billón de células B, que al identificar un antígeno foráneo inician la generación de anticuerpos en
forma de Y, conocidos como inmunoglobulinas [168]. Estos anticuerpos se acoplan específicamente a
los ant formando un complejo inmunológico (Ant-Ab), fenómeno que representa el fundamento fun-
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cional de los inmunoensayos y de los inmunosensores [47]. En términos estructurales, un anticuerpo
consta de cuatro cadenas polipeptídicas, dos pesadas (H) y dos ligeras (L), que se vinculan a través
de enlaces de disulfuro. Estas cadenas cuentan con regiones constantes (C) y regiones variables (V),
siendo estas últimas las encargadas de la identificación específica del antígeno, como se aprecia en
la Figura 5.12.

Figura 5.12: Estructura de un anticuerpo en forma de Y. Las regiones Fab (fragmento de unión al
antígeno) están conformadas por los dominios variables VH (región variable de la cadena pesada) y
VL (región variable de la cadena ligera), responsables del reconocimiento específico del antígeno. Las
regiones constantes CH (cadena pesada) y CL (cadena ligera) estabilizan la estructura. La región
Fc (fragmento cristalizable), formada por los dominios constantes de las cadenas pesadas, media
las funciones efectoras del sistema inmunológico. Las cadenas se unen entre sí mediante enlaces
disulfuro (S-S). (Fuente: [47]).

La unión ant-ab ocurre a través del parátopo, localizado en la región Fab, y se fundamenta en
fuerzas no covalentes como enlaces de hidrógeno, interacciones hidrofóbicas y fuerzas de Van der
Waals, lo que confiere al complejo su especificidad y afinidad características [132, 138]. Dentro de los
distintos tipos de anticuerpos, los IgG se encuentran entre los más empleados en inmunosensores por
su elevada especificidad. No obstante, la región Fc puede unirse de manera inespecífica a elementos
biológicos, lo que ha impulsado el desarrollo de variantes como fragmentos recombinantes (Fabs,
scFvs, nanocuerpos) mediante ingeniería genética, que reducen costos, mejoran la especificidad y
optimizan la funcionalidad del biosensor [168].

Biosensores enzimáticos

Las enzimas funcionan como biocatalizadores, promoviendo múltiples reacciones en los sistemas
biológicos y cumpliendo una función crucial para la vida en muchos seres vivos [169]. Están com-
puestas por cadenas de aminoácidos que se adhieren en estructuras terciarias complejas, con núcleos
hidrofóbicos envueltos por capas hidrofílicas. Esta complejidad estructural tridimensional genera un
ambiente químico adecuado para catalizar procesos de reacción específicos, y en su estructura pre-
sentan una zona específica, denominada sitio activo, donde se produce la catálisis [170].
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Los biosensores enzimáticos utilizan una enzima inmovilizada como elemento de bioreconoci-
miento, con la capacidad de catalizar una reacción particular con el analito metabólico. Esta inter-
acción produce un resultado o una alteración físico-química que es identificada por un transductor,
que transforma la señal biológica en una señal medible, como la corriente eléctrica, el cambio de
pH o la emisión óptica [171]. Las enzimas libres presentan limitaciones en estabilidad, eficiencia
y reutilización debido a su solubilidad en agua, lo que dificulta su uso. Ante esto, las técnicas de
inmovilización surgen como una solución eficaz, al mejorar su estabilidad, actividad, selectividad y
permitir su reutilización [158].

Un biosensor proteico fusiona un dominio de reconocimiento, usualmente una proteína que mo-
difica su conformación al acoplarse a un ligando específico, y un dominio reportero que transforma
esa modificación estructural en una señal medible, como la fluorescencia o la emisión de luz. Es-
tas estructuras pueden fusionarse en una única cadena polipeptídica o actuar como un sistema de
múltiples compartimentos[172] Específicamente, los sensores de transferencia de energía mediante
resonancia de Förster (FRET) o bioluminiscente (BRET) resultan sumamente eficaces para identi-
ficar modificaciones conformacionales en tiempo real, como se observa en la Figura 5.13 [48].

Figura 5.13: Biosensores conformacionales que utilizan FRET o BRET identifican la conexión del
ligando a través de modificaciones en la distancia o dirección entre los donantes y los receptores de
energía luminosa (Fuente: [48])

.

A diferencia de los biosensores basados en anticuerpos, que no generan señales redox y deben
depender de mediciones de impedancia (lo cual puede reducir la sensibilidad y complicar el análisis),
los biosensores enzimáticos permiten una detección directa mediante reacciones catalíticas redox.
Estas reacciones, facilitadas por enzimas y sus cofactores (como iones metálicos o coenzimas), ofrecen
mayor sensibilidad y simplicidad operativa [173]. En situaciones naturales, las proteínas sensoriales
controlan funciones vitales de las células al identificar y reaccionar ante modificaciones químicas
o físicas del ambiente. Esta misma habilidad se ha convertido en sistemas artificiales creados para
medir moléculas clínicas importantes, como la glucosa en la sangre, que ha representado el modelo
tradicional para el avance de biosensores en el campo médico [172].
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Biosensores celulares

Los biosensores celulares (CBBs, por sus siglas en inglés) utilizan células vivas en su totalidad, ya
sean microbianas, vegetales o animales (incluyendo las líneas celulares humanas), como componentes
de bioreconocimiento. Estas células reaccionan específicamente ante estímulos o analitos químicos
y biológicos (tales como toxinas, contaminantes o medicamentos), produciendo una señal que un
transductor convierte en una salida cuantificable (óptica, eléctrica, electroquímica, etc.) [174].

En general, los CBBs basados en células completas están formados por dos componentes clave:
un elemento sensor, representado por las propias células, y uno o varios elementos de señalización
o reporte, que pueden tener asociaciones con procesos metabólicos, expresión de genes reporteros,
emisión de fluorescencia, o modificaciones en propiedades como la adhesión o la motilidad celular
[175]. Uno de los mecanismos más utilizados implica el uso de genes reporteros regulados por pro-
motores sensibles al analito. En este tipo de biosensor, el analito activa una proteína reguladora
intracelular, que a su vez induce la transcripción del gen reportero bajo control de un promotor
específico. Este proceso produce ARNm, que es traducido en una proteína reportera (como GFP
o luciferasa), cuya expresión sirve como señal de lectura del sistema. Este proceso se ilustra en la
Figura 5.14,

Figura 5.14: Principio de funcionamiento de un biosensor celular. El analito externo se une a una
proteína reguladora intracelular, modificando su conformación y activando un promotor asociado al
gen regulador. Esta activación desencadena la transcripción del gen reportero en ARNm y su poste-
rior traducción en una proteína reportera, cuya expresión genera una señal cuantificable (lectura),
proporcional a la concentración del analito detectado. (Adaptado de: [49])

.

Biosensores de ADN
Los biosensores de ADN, que utilizan ácidos nucleicos como componentes de reconocimien-

to, exhiben una exactitud significativa en la detección de secuencias concretas de ADN o ARN. Su
mecanismo de operación se fundamenta en el emparejamiento del ADN objetivo con una sonda com-
plementaria, lo que provoca modificaciones en características eléctricas u ópticas que el transductor
transforma en señales perceptibles [176].En el campo del diagnóstico genético, estos biosensores
juegan un rol crucial en la identificación de mutaciones genéticas vinculadas a enfermedades, siendo
los sucesos de hibridación indicadores extremadamente precisos para la detección temprana [177].
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Dentro de esta categoría se destacan dos tipos principales: los aptámeros de ADN y las ADN-zimas.
Los aptámeros son cadenas de ADN diseñadas para unirse específicamente a un analito determi-

nado, y suelen generar señales detectables mediante cambios conformacionales tras la unión. Por su
parte, las ADN-zimas son secuencias de ADN con capacidad catalítica, pueden inducir reacciones
químicas como la escisión de ácidos nucleicos o la oxidación de sustratos, lo que permite una detec-
ción sensible de pequeñas moléculas, incluidos iones metálicos y compuestos orgánicos [178]. Como
se observa en las Figuras (5.15A) y (5.15B), tanto las ADN-zimas como los aptámeros pueden em-
plearse en sensores fluorescentes, donde la separación entre fluoróforo y supresor (quencher), ya sea
por catálisis o cambio estructural, activa la señal lumínica en presencia del analito. En el caso de la
ADN-zima (5.15A), se utilizan dos cadenas de ADN: una cadena sustrato marcada con un fluoróforo
y una cadena enzimática (la ADN-zima) marcada con un supresor de fluorescencia. La escisión de
la hebra sustrato libera el fluoróforo, activando la emisión de luz. En el caso del aptámero (5.15B),
la unión al analito induce un cambio estructural que aleja el supresor del fluoróforo, incrementando
la fluorescencia detectada.

Figura 5.15: Ilustración esquemática de diseños de sensores fluorescentes basados en (A) DNAzi-
mas y (B) aptámeros con fluoróforos y supresores marcados covalentemente. (A) En ausencia del
analito, el fluoróforo y el supresor permanecen próximos en la cadena sustrato, inhibiendo la señal;
al unirse el analito como cofactor, la DNAzima escinde la cadena sustrato en el sitio de corte, se-
parando el fluoróforo del supresor y activando la emisión fluorescente. (B) De manera análoga, la
unión del analito al aptámero induce un cambio conformacional que aleja el supresor del fluoróforo,
incrementando la señal fluorescente detectada. Adaptado de [50].

Biosensores electroquímicos

Los biosensores electroquímicos han cobrado importancia en el diagnóstico biomédico y en múl-
tiples aplicaciones analíticas gracias a su capacidad para convertir directamente un suceso biológico
en una señal electrónica, lo que facilita la aplicación de análisis rápidos y precisos de una mues-
tra biológica [179]. Su adopción en aumento se atribuye a múltiples beneficios prácticos, incluyendo
tiempos de detección cortos, simplicidad instrumental, bajo costo y portabilidad. Estos elementos los
sitúan como la elección ideal para el desarrollo de dispositivos de diagnóstico en el punto de atención
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(POC) por sus siglas en inglés [180]. Este tipo de sensores se pueden categorizar dependiendo del
tipo de señal que producen como potenciométricos, amperométricos, voltamétricos, impedimétricos
y conductimétricos. Todos ellos con principios electroquímicos específicos que facilitan la detección
de distintos tipos de analitos [181].

El método de identificación se fundamenta en la transferencia de electrones, generados o consu-
midos durante la detección de la molécula objetivo o analito, hacia o desde el electrodo de trabajo,
generando así una señal eléctrica que se corresponde con la concentración del analito [182]. En una
configuración convencional, el electrodo de referencia (RE), comúnmente de Ag/AgCl, proporciona
un potencial estable, mientras que el electrodo auxiliar o contraelectrodo (CE) cierra el circuito
eléctrico. Por otro lado, el electrodo de trabajo (WE) es el sitio donde se realiza la detección que
permite identificar y transducir el fenómeno [51], la distribución de los electrodos es como se observa
en la Figura 5.16.

Figura 5.16: Esquema comparativo entre una celda electroquímica convencional y un electrodo seri-
grafiado (SPE). Los dos sistemas poseen tres electrodos: el electrodo de trabajo (WE), el electrodo
de referencia (RE) y el electrodo auxiliar o contraelectrodo (CE), que están conectados a un po-
tenciostato para cuantificar la señal electroquímica producida durante la identificación del analito.
Los electrodos serigrafiados (SPE) combinan tres electrodos en un único sustrato, lo que permite su
miniaturización y portabilidad. (Fuente: [51]).

.

Para aplicaciones de alto rendimiento, es posible diseñar sistemas multiplexados. Estos integran
un arreglo de múltiples electrodos de trabajo sobre un mismo sustrato, lo que permite la detección
simultánea y selectiva de distintos analitos, como diferentes genotipos virales, en una sola muestra
[183]. Esta configuración reduce el volumen de muestra y el tiempo de respuesta. Asimismo, la ca-
pacidad de funcionalizar cada WE con bioreceptores específicos permite que el sistema transduzca
eventos moleculares independientes de manera paralela, transformando un único dispositivo en una
plataforma de diagnóstico multianalito compacta.
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Biosensores basados en LIG

El grafeno es un nanomaterial bidimensional compuesto por una sola capa de átomos de carbono
dispuestos en una red hexagonal, donde cada átomo presenta hibridación sp2 y se une a tres vecinos
en un mismo plano, generando una estructura estable y de alta conductividad con propiedades
singulares [184]. Debido a sus extraordinarias características electrónicas, térmicas y mecánicas, que
incluyen una movilidad electrónica de hasta 200,000 cm2/Vs, una conductividad térmica superior a
4,800 W/mK y una transparencia óptica del 97.4 %, resulta útil en dispositivos ópticos y facilita la
mejora de la sensibilidad y la rapidez de detección en plataformas de diagnóstico [185].

El LIG es un material poroso y tridimensional que se obtiene al irradiar un haz láser sobre
materiales con alto contenido de carbono, como las poliimidas. Este método convierte la superficie
en una estructura de grafeno sin la necesidad de reactivos químicos, máscaras fotolitográficas o
procesos de varios pasos, disminuyendo así el impacto en el medio ambiente, el costo y el uso
de recursos [185]. En la Figura 5.17 se ilustra el proceso de fabricación del LIG, junto con los
defectos estructurales característicos de este material, que se expresan como anillos de cinco, seis y
siete átomos. A diferencia del grafeno ideal, que forma una red hexagonal perfecta, estos defectos,
especialmente los pares de anillos de cinco y siete átomos, son intrínsecos al procedimiento de síntesis
por láser [52].

Figura 5.17: Esquema del proceso de fabricación del LIG a partir de poliimida (PI) (A) Representa-
ción esquemática de la estructura del LIG. (B) Proceso de escritura por láser sobre un sustrato de
polímero, donde el láser convierte selectivamente el polímero en grafeno inducido por láser (LIG).
(C) Imagen de microscopía electrónica de transmisión (TEM) donde se observan los defectos comu-
nes en la estructura LIG en forma de anillos pentagonales y heptagonales. (D) Estructura química
de la unidad repetitiva de la poliimida (PI), material precursor del LIG, conformada por grupos
imida cíclicos unidos a anillos aromáticos a través de un puente éter. (Fuente: [52])

En el proceso de irradiación, el láser causa la ruptura de enlaces N=O, C=O y C=O del pre-
cursor polimérico, liberando gases como CO, CO2 y H2O. Mientras tanto, los átomos de carbono
restantes se reorganizan estructuralmente, convirtiendo enlaces de tipo sp3 en sp2 [186]. El LIG
exhibe una estructura similar a una “espuma”, que se distingue por su gran superficie específica,
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conductividad eléctrica y flexibilidad, características que lo hacen perfecto para su uso en biosenso-
res. Además, posee una alta porosidad, excelente conductividad eléctrica y una superficie flexible, lo
que lo convierte en un material ideal para aplicaciones en biosensores [187]. Adicionalmente, facilita
la elaboración de patrones prediseñados directamente en el sustrato, lo que resulta esencial para la
creación de sensores personalizados de alta precisión.

En este contexto, los sensores LIG se han utilizado en varias modalidades electroquímicas, tales
como la identificación amperométrica, potenciométrica, impedimétrica, voltamétrica y conducti-
métrica, cada una con propiedades técnicas particulares. La Tabla 5.4 presenta una comparación
general entre los distintos mecanismos de transducción empleados en biosensores, marco dentro del
cual se inscribe el LIG como plataforma electroquímica versátil.

Tabla 5.4: Comparativo de tipos de biosensores según mecanismo de transducción: ventajas y des-
ventajas. (Fuente: [58])

Biosensor Tipos Ventajas Desventajas
Electroquímico Amperométrico, poten-

ciométrico, conductimé-
trico, impedimétrico y
voltamétrico.

Excelentes límites de
detección, detección
rápida, facilidad de
fabricación, buena re-
solución, salida lineal.

Corrientes y voltajes
inestables, rango limita-
do o estrecho, vida útil
corta/limitada.

Óptico SPR, fluorescencia,
bio/quimioluminiscencia,
índice de refracción, Ra-
man, absorbancia.

Alta sensibilidad,
selectividad, rentabili-
dad, tamaño pequeño.

Susceptible a cambios fí-
sicos y a la interferencia
de efectos ambientales.

Térmico / Calori-
métrico

Termistores o termopa-
res.

Escalabilidad, faci-
lidad de uso y de
fabricación.

Falta de especificidad en
mediciones de tempera-
tura, procedimientos ex-
perimentales largos.

Sensibles a masa /
gravimétricos.

Biosensores de onda,
acústicos, tipo cantilé-
ver.

Bajo costo y simplici-
dad.

Baja sensibilidad.

Piezoeléctrico Dispositivos acústicos
de superficie, cristal
piezoeléctrico.

Detección rápida, bue-
na respuesta en fre-
cuencia, tamaño pe-
queño y alta sensibili-
dad.

Alta sensibilidad a la
temperatura, no ade-
cuado para condiciones
estáticas, algunos crista-
les se disuelven en am-
bientes húmedos.

Por otro lado, los métodos tradicionales para la detección del VPH como las pruebas citológi-
cas, colposcopia y observaciones morfológicas del cuello uterino han sido ampliamente utilizados,
pero presentan limitaciones en sensibilidad y especificidad, especialmente en etapas tempranas de
infección [75]. Frente a estos desafíos, la incorporación de materiales avanzados como el grafeno y
sus derivados (incluido el LIG) en el diseño de biosensores se ha posicionado como una estrategia
prometedora. El avance en biosensores basados en LIG y grafeno ofrece nuevas oportunidades para



32 Capítulo 5. Marco de Referencia

la identificación rápida, precisa y asequible del VPH, lo que supone un progreso significativo en
comparación con los métodos convencionales de tamizaje, particularmente en situaciones de difícil
acceso.

5.2.6. Métodos de funcionalización

Funcionalización no covalente

La funcionalización no covalente del LIG es una estrategia ampliamente empleada para modificar
su superficie sin alterar su estructura cristalina ni su red de electrones π. A diferencia de las técnicas
covalentes, este enfoque se fundamenta en interacciones físicas débiles como las fuerzas de van
der Waals, interacciones π–π, adsorción electrostática o hidrofóbica, facilitando de esta manera el
acoplamiento de biomoléculas, como proteínas o anticuerpos, de manera reversible y eficaz [188].
Un objetivo primordial es mantener las características eléctricas y mecánicas del LIG, esenciales en
usos electroquímicos, sensores biomédicos y dispositivos portátiles para diagnóstico [189]. Como se
puede apreciar en la Figura 5.18, las moléculas poliméricas y adsorbatos de bajo peso molecular
se depositan en la superficie del grafeno mediante interacciones no covalentes, preservando así su
integridad estructural. El diagrama muestra cómo los polímeros (color morado) y las moléculas
pequeñas (color verde) se adsorben en una capa de grafeno a través de interacciones de van der
Waals, ejemplificando uno de los mecanismos más comunes de funcionalización física del material.

Figura 5.18: Representación esquemática de la modificación superficial del grafeno mediante inter-
acciones físicas con polímeros y moléculas pequeñas (Adaptado de: [53]).

Funcionalización covalente

La funcionalización covalente del grafeno posibilita la formación de una unión química estable
de biomoléculas en su superficie, usualmente a través de la incorporación de grupos funcionales
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reactivos como carboxilos o aminas [190]. Además, este tipo de modificación mejora significativa-
mente propiedades fundamentales del grafeno, como solubilidad. En particular, la incorporación de
grupos polares mediante funcionalización covalente es clave para aumentar su solubilidad en medios
acuosos, una característica esencial para su aplicación en contextos biomédicos [191]. Una técnica
comúnmente utilizada en medios acuosos involucra el uso del agente de acoplamiento 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), ya sea en su forma libre o como clorhidrato (EDC·HCl), en
combinación con N-hidroxisuccinimida (NHS), para activar grupos carboxilo presentes en la super-
ficie del grafeno o de otros compuestos acoplados a este como el ácido paraaminobenzoico (PABA,
por sus siglas en inglés). Este proceso genera un intermedio reactivo (éster de NHS), el cual puede
reaccionar posteriormente con grupos amina para formar enlaces amida estables, generando una
unión covalente eficiente entre biomoléculas y la superficie del LIG previamente modificada [188].
En particular, el PABA ha sido utilizado como intermediario para anclar biomoléculas sobre grafeno,
gracias a su grupo amino libre, lo que facilita la orientación adecuada de las proteínas o anticuerpos
[192]. Esta metodología ha sido evaluada en varias versiones de sensores electroquímicos e inmu-
nosensores, en los que la inmovilización eficaz de biomoléculas es esencial para la sensibilidad del
dispositivo. La Figura 5.19 ilustra esquemáticamente este mecanismo de funcionalización covalente,
mostrando cómo los grupos carboxilo presentes en la superficie del grafeno reaccionan inicialmen-
te con EDC para formar un éster O-acil-isourea inestable. En presencia de NHS, se convierte en
un éster NHS más estable y reactivo hacia grupos amino, como los del quitosano. Finalmente, la
reacción entre el éster NHS y el grupo amino genera un enlace covalente tipo amida, formando un
compuesto grafeno–quitosano con gran estabilidad química.

Figura 5.19: Mecanismo de funcionalización covalente del grafeno con quitosano mediado por EDC
y NHS. (Adaptado de: [54, 52]).

.

La Tabla 5.5 presenta una comparación entre la funcionalización covalente y no covalente del
grafeno inducido por láser (LIG), destacando sus mecanismos, ventajas, desventajas y aplicaciones
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más comunes.

Tabla 5.5: Comparación entre la funcionalización covalente y no covalente del grafeno inducido por
láser (LIG) (Fuente: [59, 60])

Característica Funcionalización covalente Funcionalización no covalente
Mecanismo Formación de enlaces químicos (e.g., enlaces

amida, ésteres)
Interacciones físicas débiles (π–π, van der
Waals, electrostáticas)

Impacto en la estructura del
grafeno

Interrumpe la red π, creando defectos tipo sp3 Preserva la estructura y red π del grafeno

Estabilidad del enlace Alta (enlaces covalentes estables y permanen-
tes)

Baja a moderada (unión reversible y débil)

Control sobre propiedades elec-
trónicas

Puede alterar la estructura electrónica del gra-
feno, abriendo una banda prohibida, causando
que se comporte como un semiconductor

Mantiene las propiedades electrónicas origina-
les del grafeno

Solubilidad en medios acuosos Mejorada mediante grupos polares (e.g., –
COOH, –NH2)

Limitada sin modificación adicional

Aplicaciones comunes Dispositivos electrónicos, sensores electroquí-
micos funcionalizados

Biosensores reversibles, acoplamiento de bio-
moléculas sensibles

Ejemplo de reactivos EDC/NHS, PABA, aminas, polímeros funcio-
nales

Polímeros aromáticos, moléculas pequeñas,
proteínas

Ventajas principales Enlace fuerte y durable; permite una orienta-
ción más controlada de las biomoléculas

Preserva integridad estructural; facilita proce-
sos reversibles y reutilización

Desventajas principales Puede dañar la red de carbono, reduciendo
conductividad y movilidad electrónica

Menor estabilidad del enlace; menos control so-
bre orientación molecular

5.3. Trabajos relacionados

A continuación, se muestran estudios vinculados con el problema propuesto:

Detección de AND-VPH en muestras de orina de mujeres: ¿Una alternativa eficaz
y precisa de las muestras cervicales? [193]

Este trabajo analiza el uso de la primera micción de orina (first-void urine) como método
no invasivo para la detección del ADN del virus del papiloma humano (VPH) en mujeres,
sugiriéndolo como una opción efectiva frente a las muestras cervicales convencionales. La re-
colección de la primera micción de orina facilita la captura de restos celulares y secreciones
con ADN del VPH procedentes del sistema reproductivo, evitando la necesidad de pruebas
invasivas. La normalización de los procedimientos de recolección, preservación y tratamiento
ha permitido alcanzar una sensibilidad similar a la de las muestras clínicas recolectadas por
profesionales. El artículo destaca que esta estrategia no solo mejora la aceptabilidad cultural
y la participación en programas de tamizaje, sino que también posibilita la detección de bio-
marcadores adicionales, como la metilación de genes y anticuerpos inducidos por vacunación,
que podrían ser beneficiosos en el monitoreo de mujeres con VPH de alto riesgo o vacunadas.
A pesar de que todavía se necesitan más investigaciones para su confirmación clínica, el uso
de la primera micción de orina se presenta como una herramienta clave en la detección precoz
y monitorización del VPH, particularmente en entornos con barreras de acceso al sistema de
salud.
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Sensores electroquímicos de grafeno inducido por láser para aplicaciones en salud
[194]

La tesis doctoral de Tutku Beduk examina a fondo el avance de biosensores electroquímicos
que emplean grafeno inducido por láser (LIG) como plataforma de detección para usos en
el sector sanitario. La utilización de LIG se distingue por su procedimiento de producción
sencillo y asequible, que posibilita la fabricación directa de electrodos sobre sustratos flexibles
como la poliimida. La tesis presenta casos utilizados para la identificación de marcadores de
cáncer (HER-2 y eIF3d), infarto agudo de miocardio (cTn-I) y COVID-19, incorporando la
utilización de un potenciostato portátil (KAUSTat) que facilita el funcionamiento a distancia
desde un dispositivo móvil. El uso de nanopartículas de oro o plata incrementa la precisión y la
estabilidad del sensor. Adicionalmente, se detallan procedimientos de activación electroquímica
de superficie con el objetivo de incrementar la densidad de imperfecciones en el grafeno, lo
que mejora la actividad catalítica y la compatibilidad con bioreceptores. Este método sitúa
al LIG como una plataforma sólida y adaptable para sensores en el punto de atención (PoC),
con un enorme potencial para su uso en contextos clínicos y comunitarios de escasos recursos.

Biosensor enzimático basado en grafeno inducido por láser para la detección de
glucosa [195]

Este estudio desarrolló un biosensor electroquímico enzimático que emplea electrodos de gra-
feno inducido por láser (LIGE), producidos directamente sobre sustratos de poliimida a través
de grabación láser UV. La superficie del electrodo fue modificada con una biocapa de quito-
sano y glucosa oxidasa (GOx), facilitando una detección amperométrica sensible y específica
de glucosa, con un límite de detección de 0.431 mM y una sensibilidad de 43.15 µA mM−1

cm−2. El biosensor evidenció un comportamiento lineal entre 0 y 8 mM, lo que incluye los
niveles fisiológicos de glucosa en la sangre. Adicionalmente, demostró una elevada selectivi-
dad ante posibles interferentes como el ácido úrico, el ácido ascórbico y la urea. El proceso
de fabricación fue rápido, económico y fácilmente escalable, lo que refuerza la capacidad de
esta plataforma como instrumento portátil para el diagnóstico en el lugar de atención. La
estabilidad durante 25 días y la excelente reproducibilidad entre lotes también corroboran su
factibilidad para usos clínicos o personales.

Citobot: Desarrollo y validación clínica de un sistema portable para el tamizaje
de cáncer de cuello uterino [196, 197]

Este trabajo presenta el desarrollo de cuatro prototipos orientados a prevenir el cáncer de cuello
uterino en centros de atención primaria de escasos recursos en Cali, Colombia, empleando
la metodología de Diseño Centrado en el Ser Humano (HCD). Uno de los hallazgos más
destacados fue Citobot, un dispositivo médico que sustituye el espéculo vaginal convencional y
fusiona el examen visual con ácido acético (VIA), la captura de imágenes cervicales y el análisis
por inteligencia artificial para detectar lesiones precancerosas. El dispositivo fue diseñado en
respuesta al miedo, dolor y vergüenza vinculados al examen ginecológico tradicional, obstáculos
habituales en la población de interés.
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Citobot se distingue por su enfoque en la experiencia de la paciente y por incorporar tecno-
logías de innovación como un algoritmo de Inteligencia Artificial. Las primeras evaluaciones
en entornos simulados mostraron una buena aceptación por parte de las usuarias, además del
potencial del dispositivo para disminuir los tiempos de entrega de resultados y optimizar el mo-
nitoreo clínico. Este método demuestra cómo el diseño colaborativo y la innovación tecnológica
pueden fusionarse para potenciar el acceso al diagnóstico precoz en grupos desatendidos.

Aptasensor basado en grafeno inducido por láser para la detección selectiva de
Escherichia coli en muestras de orina [198]

En este estudio, se desarrolló un aptasensor electroquímico basado en electrodos de grafeno
inducido por láser (LIG), funcionalizados covalentemente con aptámeros específicos para de-
tectar Escherichia coli en muestras de orina. El sensor utiliza la espectroscopía electroquímica
de impedancia (EIS) para identificar variaciones en la resistencia de transferencia de carga
producidas por la interacción directa con las bacterias. Se logró una respuesta lineal en con-
centraciones de E. coli entre 100 y 10³ CFU/mL y límites de detección tan bajos como 9
CFU/mL en PBS, 19 CFU/mL en orina artificial y 34 CFU/mL en orina humana. La imple-
mentación de LIG posibilitó la producción rápida, sin máscaras fotolitográficas, es decir, sin
necesidad de plantillas físicas para definir los patrones. Además, es compatible con sustratos
flexibles como Kapton. Adicionalmente, el sensor demostró una elevada especificidad en re-
lación a bacterias habituales como Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Este
sensor, por su corto tiempo de respuesta (cerca de 30 minutos) y su habilidad para funcionar
sin tratamientos de muestra complicados, se presenta como una herramienta efectiva para usos
clínicos portátiles y la detección de infecciones urinarias en el lugar de atención (POC).

SenSARS: Sistema electroquímico portátil y de bajo costo para el diagnóstico
ultra-sensible y casi en tiempo real de infecciones por SARS-CoV-2 [199]

En esta investigación se creó un sistema electroquímico portátil, asequible y de alta sensibili-
dad, fundamentado en la espectroscopía de impedancia electroquímica (EIS), diseñado para la
detección rápida del antígeno Spike del SARS-CoV-2. El dispositivo utiliza electrodos impresos
de carbono (SPCE), funcionalizados con anticuerpos monoclonales anti-Spike, incorporados
en una plataforma portátil de menos de 200 gramos y con una autonomía de cinco horas.

El sistema analiza las alteraciones en la impedancia eléctrica producidas por la interacción
con las proteínas virales, facilitando un diagnóstico en cerca de 10 minutos. Se logró un límite
de detección de 1.065 fg/mL, presentando una respuesta lineal de 1 a 20 fg/mL, y una elevada
especificidad ante otros virus como H1N1 y Epstein-Barr. Los resultados logrados se corrobo-
raron ante equipos comerciales (PalmSens y Autolab), demostrando concordancia significativa.
Pese a su precision, se detectaron variaciones producto de la manipulación manual de los elec-
trodos, lo que incentivó sugerencias de mejora como la automatización del procedimiento, la
implementación de sistemas microfluídicos y una encapsulación segura.
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Desarrollo de una prueba de flujo lateral con nanopartículas de oro conjugadas
para la detección del Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo [200, 66]

Este trabajo propone una alternativa de diagnóstico accesible para la detección del virus del
papiloma humano (VPH), centrándose en las variantes de alto riesgo VPH16 y VPH18, aso-
ciadas al cáncer de cuello uterino. En respuesta a las restricciones de acceso a procedimientos
tradicionales en áreas rurales de Colombia, se desarrolló una prueba de flujo lateral (LFA)
basada en nanopartículas de oro funcionalizadas con anticuerpos específicos, con la capacidad
de identificar visualmente la presencia del virus en muestras clínicas. El prototipo demostró
resultados prometedores en cuanto a sensibilidad, especificidad y estabilidad. La síntesis con-
trolada de nanopartículas (∼ 20 nm) y su caracterización garantizaron la reproducibilidad del
sistema. Gracias a su bajo costo, facilidad de uso y portabilidad, esta plataforma se presen-
ta como una herramienta diagnóstica adecuada para contextos con infraestructura limitada,
favoreciendo la detección precoz del cáncer cervical en poblaciones vulnerables.

Adicionalmente, el ensayo colorimétrico fue validado analíticamente, reportando que los lí-
mites de detección y cuantificación para HPV16-L1 fueron de 0.18 µg/mL y 0.54 µg/mL,
respectivamente.La selectividad del ensayo fue excepcional, sin reactividad cruzada frente a
otras variantes de HPV-L1 ni proteínas no relacionadas [200, 66]. Estos parámetros de va-
lidación constituyen la referencia de comparación para el biosensor LIG desarrollado en el
presente trabajo, particularmente en lo que respecta a linealidad, límite de detección, límite
de cuantificación y selectividad.





Capítulo 6

Materiales y Métodos

6.1. Materiales y reactivos

Los anticuerpos monoclonales anti-HPV16-L1 (ab234305) y anti-HPV18-L1 (ab267404), junto
con las proteínas recombinantes HPV16-L1 (ab119880), HPV16-E6 (ab226447), HPV16-E7 (ab237
790), HPV18-L1 (ab119881) y HPV18-E7 (ab236931), fueron suministrados por Abcam, Ltd. (Cam-
bridge, Reino Unido). La proteína recombinante HPV18-E6 (DAGF-097) se adquirió de Creati-
ve Diagnostics (Shirley, NY, USA), mientras que las proteínas HPV6-L1, HPV11-L1, HPV33-L1,
HPV45-L1 y la proteína SARS-CoV-2 B.1.1.529 (omicron) Spike RBD se obtuvieron de Sino Bio-
logical Inc. (Beijing, China).

Para la funcionalización de la superficie del sensor, se utilizó ácido 1-pirenobutírico (1-PBA,
P980500) de TRC (Canadá), en conjunto con clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodi
imida (EDC HCl, E6383) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y N-hidroxisuccinimida (NHS)
de Merck (Darmstadt, Alemania).

El resto de los reactivos químicos empleados, incluyendo hexacianoferrato (II) de potasio trihi-
drato, hexacianoferrato (III) de potasio trihidrato, albúmina sérica bovina (BSA), tampón fosfato
salino (PBS), sulfato de sodio, urea, cloruro sódico y cloruro de amonio, fueron provistos por Sigma-
Aldrich. Por su parte, el citrato de sodio dihidratado, el cloruro de potasio, el cloruro de calcio
anhidro y el di-sodio hidrogenofosfato se adquirieron de Supelco (USA), mientras que el sulfato de
magnesio heptahidratado fue suministrado por PanReac AppliChem (Alemania).

Para la fabricación del dispositivo, se utilizó una película de poliimida de 125µm de espesor
como sustrato (Shijiazhuang Dadao Packaging Materials Co., Ltd.). La máscara de delimitación de
la zona de reacción se elaboró con cinta adhesiva de doble cara referencia 9965 (3M, USA). Los
electrodos y contactos se definieron mediante el uso de tinta de Ag/AgCl DYCOTEC DM-SIP-3450
(Dycotec Materials, Reino Unido) y pintura de plata coloidal Leitsilber 200 (Ted Pella, Inc., USA).
El manejo de soluciones se realizó con micropipetas de precisión (2 a 1000 µL) y material de vidrio
estándar (beakers, balones aforados y cajas Petri y tubos Eppendorf (0.5, 1.5 y 2 mL).

6.2. Equipos e instrumentación

Para la caracterización estructural y morfológica del LIG, se empleó microscopía FE-SEM
(Tescan CLARA, República Checa) sobre muestras preparadas mediante pulverización catódica
(VACCOAT DSR1, Reino Unido). Este análisis se complementó usando espectroscopía Raman
(microscopio DXR3, Thermo Fisher Scientific, USA). Asimismo, los grupos funcionales superfi-
ciales se determinaron mediante un espectrómetro FT-IR Nicolet iS50 (Thermo Fisher Scientific,
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USA). La inspección visual durante el proceso se efectuó con estereomicroscopios AmScope SM-4T
(USA) y Motic SMZ-171 (Motic, China).

El proceso de fabricación y tratamiento del LIG incluyó el uso de un sistema de grabado láser
VLS2.30DT (Universal Laser Systems, USA), un limpiador por plasma HPT-100 (Henniker Plasma,
Reino Unido) y un horno universal UN110 (Memmert, Alemania). La preparación de soluciones
requirió el uso de un agitador magnético con control de temperatura S88857108 (Thermo Scientific,
USA) y una balanza analítica WTC 2000 (RADWAG Balances & Scales, USA).

Finalmente, las mediciones electroquímicas y la validación del desempeño del biosensor se eje-
cutaron utilizando un potenciostato Sensit Wearable (PalmSens BV, Países Bajos).

6.3. Software y procesamiento de datos

El procesamiento y análisis estadístico de los datos experimentales se realizó mediante el softwa-
re OriginPro 2024 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). Para el análisis de imágenes
digitales, específicamente en la determinación del ángulo de contacto y la caracterización morfoló-
gica, se utilizó el software de código abierto ImageJ (National Institutes of Health, USA). Para el
diseño del sensor multiplexado con dos electrodos de trabajo se utilizó AutoCAD (Autodesk, USA).

6.4. Desarrollo experimental

6.4.1. Fabricación de electrodos de LIG

Durante el desarrollo de este trabajo se emplearon dos diseños de sensor. Para las pruebas de va-
lidación y los experimentos de detección de VPH 18 L1 se utilizó un sensor de un único electrodo de
trabajo (WE), con su electrodo de referencia (RE) y contraelectrodo (CE) integrados, cuyas dimen-
siones son 24.3 mm de altura y 6.35 mm de base (Figura 6.1a). Para el sensor multiplexado se empleó
un diseño de dos electrodos de trabajo (WE), uno de referencia y un contraelectrodo (Figura 6.1b),
adaptado en Autodesk AutoCAD a partir del diseño propuesto por Marques y colaboradores [183].
para detección electroquímica dual.

Figura 6.1: Dimensiones y formas de los sensores usados durante el desarrollo experimental. (a)
Sensor empleado durante las pruebas de validación con un electrodo de trabajo. (b) Sensor multi-
plexado con dos electrodos de trabajo.
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La fabricación del LIG se realizó sobre láminas de poliimida. El material se precalentó a 150°C
durante 30 minutos y, tras enfriarse, se cortó según las dimensiones requeridas para el diseño del sen-
sor. Posteriormente, las piezas se limpiaron mediante sonicación en isopropanol durante 30 minutos
y se secaron a temperatura ambiente antes de su almacenamiento en condiciones herméticas.

Para el grabado, se utilizó un sistema láser de CO2 (Universal Laser Systems) con un lente
de alta densidad de potencia HPDFO. Los parámetros de operación se fijaron en una potencia de
16.2 % (4.8 W), velocidad de 14 % (111 mm/s) y una resolución de 1000 PPI, empleando el modo
raster. Finalizada la irradiación, los electrodos se retiraron cuidadosamente para continuar con las
etapas de acabado.

A continuación, se procedió a depositar la tinta de referencia sobre el RE de cada sensor mediante
pintura de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl) DYCOTEC DM-SIP-3450 (Dycotec Materials, Reino
Unido), seguida de un curado en horno a 140°C durante 30 minutos. Tras retirar los sensores
del horno, se aplicó pintura de plata coloidal Leitsilber 200 (Ted Pella, Inc., EE. UU.) sobre las
terminales de conexión, cubriendo desde la mitad del sensor hasta su extremo distal, y se dejaron
secar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se colocó sobre cada sensor una
máscara de cinta adhesiva de doble cara 3M (9965), cuya función es aislar el electrodo de trabajo de
las terminales de conexión, impidiendo que los líquidos dispensados sobre el área de trabajo migren
hacia los terminales. En la Figura 6.2 se muestran ambos sensores terminados, con su máscara
aplicada y listos para su uso.

Figura 6.2: Fotografías de los sensores LIG finalizados con máscara aplicada. (a) Sensor de un
único electrodo de trabajo (WE), electrodo de referencia (RE) y contraelectrodo (CE) integrados,
empleado en las pruebas de validación. (b) Sensor multiplexado con dos electrodos de trabajo
independientes (WE1 y WE2) y RE y CE compartidos, empleado en el ensayo final.

6.4.2. Tratamientos superficiales para la modificación de la hidrofilicidad

Debido a la naturaleza hidrofóbica del LIG, se evaluaron tres estrategias de modificación super-
ficial para incrementar su afinidad por soluciones acuosas y facilitar la inmovilización de biorrecep-
tores. Para la validación de estos métodos, se incluyó un grupo control consistente en electrodos
de LIG fabricados mediante el protocolo de grabado estándar del laboratorio, sin modificaciones
posteriores.
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Con base en la literatura, se seleccionaron métodos orientados a aumentar la densidad de grupos
carboxilo en la superficie del material. El primer tratamiento consistió en una hidratación previa
del sustrato mediante la deposición de una capa de agua desionizada sobre la poliimida antes del
grabado láser, seguido de un secado térmico a 80 ◦C por 10 minutos [201]. El segundo método
empleó un flujo de aire frío constante a 20 PSI durante el proceso de impresión [202]. En el tercer
tratamiento, los electrodos estandarizados se sometieron a un plasma de aire a 1.5 Bar en una
cámara cerrada. La Figura 6.3 ilustra los esquemas de estos procesos.

Figura 6.3: Esquema comparativo de los tratamientos aplicados al grafeno.

6.4.3. Caracterización del material

Las propiedades del LIG se evaluaron mediante un análisis multitécnico comparativo. La calidad
estructural y la densidad de defectos se determinaron mediante espectroscopía Raman, analizando la
evolución de las bandas características (D, G y 2D) tras los diversos tratamientos. Para garantizar
un punto de comparación estadísticamente representativo, se caracterizó el material mediante un
muestreo de cinco puntos aleatorios en cinco electrodos independientes (n = 25) por tratamiento.
Complementariamente, la composición química y los grupos funcionales se identificaron mediante
FTIR, empleando la técnica de pastilla de KBr para mitigar la alta absortividad óptica del material.
Con el fin de descartar la contribución de humedad adsorbida en las señales, cada electrodo fue
sometido a un tratamiento térmico a 100 °C durante 10 minutos previo a la preparación de la
pastilla de KBr.

La morfología y porosidad superficial se analizaron por FE-SEM y EDS. Para optimizar la
resolución, las muestras se recubrieron con una capa de oro (2 nm) mediante pulverización catódica
(35 mA, 60 s) utilizando una recubridora por pulverización catódica de escritorio DSR1 (VACCOAT,
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Reino Unido). Las imágenes se adquirieron mediante un detector de electrones secundarios utilizando
el microscopio electrónico de barrido por emisión de campo (FE-SEM) modelo CLARA (TESCAN),
y la composición elemental de la superficie se verificó mediante espectroscopía de energía dispersiva
de rayos X (EDS).

Finalmente, la hidrofilicidad se cuantificó midiendo el ángulo de contacto de una gota de agua
desionizada (2 µL) depositada sobre el LIG. Las imágenes se capturaron con un microscopio trino-
cular AmScope SM-4T y se procesaron mediante el software ImageJ para determinar el ángulo de
contacto.

6.4.4. Funcionalización del sensor

La inmovilización de los anticuerpos sobre la superficie del LIG se evaluó mediante dos estrategias
de funcionalización, ambas evaluadas sobre el sensor de un único electrodo de trabajo empleado
durante las pruebas de validación. Siguiendo el protocolo de Tabassum y colaboradores [203], la
primera estrategia consistió en una funcionalización covalente directa en la que se depositaron
8µL de una solución de EDC-HCl (0.4M) directamente sobre el electrodo de trabajo seguido de
incubación durante 2 horas en la oscuridad. Posteriormente, se depositaron 8µL de agua tipo I
sobre el electrodo de trabajo, se dejó actuar durante 5 minutos y se retiró el excedente con papel
absorbente, este procedimiento se repitió 3 veces. A continuación, se depositaron 8µL de NHS
(0.4M) sobre el electrodo de trabajo y se incubó otras 2 horas en la oscuridad, seguidas del mismo
protocolo de lavado. Una vez activada la superficie, se añadieron 8µL de anticuerpos anti-VPH 18
L1 (37.5 ng/mL) sobre el electrodo de trabajo y se incubó durante 1 hora, tras lo cual se realizó un
nuevo lavado. Posteriormente, se depositaron 8µL de albúmina sérica bovina (BSA) al 1 % como
agente bloqueante y se incubó durante 30 minutos, seguidos de un lavado final con agua tipo I. Los
sensores se almacenaron a 4 ◦C hasta su uso.

La segunda estrategia, de funcionalización mixta, siguió el procedimiento de Vaughan [204].
Se depositaron 2µL de ácido 1-pirenobutírico (1-PBA, 250mM en DMSO) sobre el electrodo de
trabajo y se incubó durante 60 minutos, lavando posteriormente con un chorro de PBS 1X durante 5
segundos, este procedimiento se repitió 3 veces. Posteriormente, se depositaron 8µL de una solución
acuosa de EDC (75mM) y NHS (50mM) sobre el electrodo de trabajo y se incubó durante 90
minutos. Tras la activación, se realizó un lavado por inmersión depositando 8µL de PBS 1X sobre el
electrodo de trabajo durante 15 minutos, retirando la solución con papel absorbente. A continuación,
se añadieron 8µL de anticuerpos anti-VPH 18 L1 (37.5 ng/mL) y se incubó durante 90 minutos,
seguidos de un lavado con chorro de PBS 1X (5 segundos, 3 veces). Finalmente, se depositaron 8µL
de albúmina sérica bovina (BSA) al 1 % como agente bloqueante, con una incubación de 30 minutos
y un lavado final con el mismo protocolo. Los sensores se almacenaron a 4 ◦C hasta su uso.

Para la prueba de concepto con el sensor multiplexado, cuyo menor diámetro de electrodo de
trabajo requirió ajustar los volúmenes, se siguió la estrategia de funcionalización mixta con las
siguientes modificaciones: se depositaron 0.8µL de 1-PBA sobre cada electrodo de trabajo, y para
todas las soluciones posteriores (EDC/NHS, anticuerpo y BSA) se emplearon 3µL por electrodo.
Los tiempos de incubación y los protocolos de lavado se mantuvieron idénticos a los descritos
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anteriormente.

6.4.5. Validación analitica del biosensor

La validación analítica del biosensor basado en LIG se llevó a cabo mediante la determinación de
los parámetros de linealidad, sensibilidad, selectividad y robustez. Este proceso se realizó siguiendo
el protocolo establecido por Navarro-Chica y colaboradores [66], adaptado específicamente para la
detección de VPH 18-L1. Para este propósito, se empleó como modelo de estudio el sistema de
interacción entre el anticuerpo monoclonal específico y la proteína recombinante VPH 18-L1.

Este proceso permitió establecer el rango operativo del nanosensor, sus límites de detección y la
fiabilidad de la respuesta electroquímica frente a posibles interferentes y variaciones en el proceso
de fabricación.

6.4.5.1. Procedimiento de medición electroquímica

Las mediciones electroquímicas se realizaron con el potenciostato portátil Sensit Wearable
(PalmSens BV, Países Bajos) mediante voltametría de onda cuadrada (VOC, del inglés Square
Wave Voltammetry, SWV), una técnica pulsada de alta sensibilidad que permite detectar variacio-
nes en la corriente de oxidación y reducción de una sonda redox en función del potencial aplicado.
Los parámetros instrumentales empleados fueron: tiempo de equilibración de 5 s, potencial inicial
de −0.1V, potencial final de 0.5V, incremento de potencial (Estep) de 0.01V, amplitud de 0.05V
y frecuencia de 1.0Hz. Como sonda redox se empleó el par conjugado ferrocianuro/ferricianuro,
preparado como una solución compuesta por 5mM de K3[Fe(CN)6] y 5mM de K4[Fe(CN)6] · 3H2O
en tampón PBS 0.01M (pH 7.4).

Para las mediciones de control, se depositaron 100µL de solución redox directamente sobre el
sensor funcionalizado, cubriendo la totalidad de los electrodos (WE, CE y RE), y se conectaron las
terminales al potenciostato para la adquisición de la señal. En las mediciones con analito realizadas
con el sensor de un WE, se depositaron 8µL de solución de proteína VPH-18 L1 a la concentración
correspondiente sobre el WE y se incubaron durante 60 minutos; transcurrido este tiempo, se lavó
el electrodo con un chorro de PBS 1X durante 5 segundos, repitiéndolo 3 veces, tras lo cual se
depositaron 100µL de solución redox sobre la totalidad del sensor para proceder con la medición.
En el caso del sensor multiplexado, se depositaron 3µL de proteína sobre cada WE de forma
independiente, manteniendo el mismo tiempo de incubación y protocolo de lavado, y se emplearon
80µL de solución redox para cubrir la totalidad del sensor durante la adquisición de la señal.

6.4.5.2. Análisis estadístico

Los experimentos fueron realizados por quintuplicado (n = 5) salvo que se indique lo contrario.
Los datos obtenidos se procesaron en OriginPro 2025 (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
USA.). Los resultados se expresaron como media ± desviación estándar (DE). Previo a cualquier
comparación, la normalidad de los datos fue verificada mediante una prueba de normalidad. Para
comparaciones entre dos grupos se empleó la prueba t de Student para muestras independientes;
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cuando se compararon más de dos grupos simultáneamente, se aplicó un análisis de varianza de una
vía (ANOVA) seguido de la prueba post-hoc de Tukey para comparaciones múltiples. En todos los
casos se estableció un nivel de significancia de p < 0.05.

6.4.5.3. Determinación de selectividad

Para evaluar la capacidad del dispositivo de distinguir el analito objetivo frente a posibles inter-
ferentes, se fabricaron y funcionalizaron electrodos siguiendo el protocolo de funcionalización mixta
detallado en la sección 6.4.4. Las mediciones se realizaron siguiendo el procedimiento descrito en la
sección 6.4.5.1

Se evaluaron trece grupos experimentales, donde el primero correspondió a un control negativo
(blanco) en el que el sensor funcionalizado se midió únicamente en la solución redox. Los grupos
restantes se expusieron a una concentración constante de 200 ng/mL de las siguientes proteínas: el
analito específico VPH 18-L1, los genotipos VPH 16-L1, 33, 6, 11 y 45, las oncoproteínas E6 y E7
(de los tipos 16 y 18), proteína Spike y BSA. El procesamiento de datos y el análisis estadístico se
llevaron a cabo conforme a lo indicado en la sección 6.4.5.2

6.4.5.4. Determinación de la linealidad

La linealidad del biosensor se evaluó mediante la construcción de una curva de calibración uti-
lizando la proteína recombinante VPH 18-L1. Para ello, se prepararon muestras del analito en
concentraciones de 6.25, 25, 50, 100 y 200 ng/mL. Para cada punto de la curva, los sensores se fun-
cionalizaron y las mediciones se realizaron conforme a los protocolos descritos en las secciones 6.4.4
y 6.4.5.1, respectivamente. Los datos de altura de pico se ajustaron mediante regresión lineal para
establecer la relación entre la respuesta de corriente (µA) y la concentración de VPH 18-L1.

6.4.5.5. Determinación de la la sensibilidad analítica

La sensibilidad analítica del biosensor se estimó mediante el cálculo del límite de detección (LoD)
y el límite de cuantificación (LoQ). Para ello, se construyó una curva de calibración a concentraciones
bajas (1.5, 3.1 y 6.25 ng/mL), inferiores al punto más bajo de la curva de linealidad. Los parámetros
analíticos se calcularon a partir de las siguientes expresiones[205]:

LoD =
3.3× σ

m
(6.1)

LoQ =
10× σ

m
(6.2)

donde σ corresponde a la desviación estándar de los valores del grupo control sin proteína, y m

es la pendiente de la curva de calibración obtenida a partir de las concentraciones evaluadas en el
rango de 1.5 a 6.25 ng/mL.
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6.4.5.6. Determinación de robustez del sensor

La robustez del biosensor se evaluó analizando el impacto de variaciones deliberadas en el tiempo
de incubación del anticuerpo durante el proceso de funcionalización, evaluando tres niveles: 60, 90 y
120 minutos. Para cada nivel, se midió la señal de corriente obtenida ante una concentración fija de
proteína VPH 18-L1 de 200 ng/mL. El procesamiento de datos y el análisis estadístico se llevaron
a cabo conforme a lo indicado en la sección 6.4.5.2

6.4.5.7. Preparación de orina artificial

La orina artificial fue preparada siguiendo el protocolo descrito por Sarigul y colaboradores [27].
Los componentes se disolvieron en 100 mL de agua desionizada bajo agitación magnética a 300 rpm,
manteniendo la temperatura constante a 37.5 °C mediante la función de calentamiento del agitador.

Dado que no fue posible obtener todos los componentes de la formulación original, se utilizaron
los reactivos disponibles enumerados en la Tabla 6.1. Una vez preparada, la solución se almacenó
durante 24 horas en refrigeración a 4 °C. Transcurrido este tiempo, se midió el pH inicial de la
solución (7.52) y se ajustó a un valor de 6.00, correspondiente al rango fisiológico de la orina
humana, mediante la adición de HCl 1 M.

Tabla 6.1: Componentes utilizados en la preparación de la orina artificial, adaptados de [27].

Compuesto Molaridad (mM) Cantidad (g/100 mL)
Na2SO4 11.965 0.1700
Na3C6H5O7.2H2O 2.450 0.0720
C4H7N3O 7.791 0.0881
CH4N2O 249.750 1.5000
KCl 30.953 0.2308
NaCl 30.053 0.1756
CaCl2 1.663 0.0185
NH4Cl 23.667 0.1266
MgSO4.7H2O 4.389 0.1082
Na2HPO4.2H2O 4.667 0.0831

6.4.5.8. Prueba de concepto del sensor multiplexado

Con el fin de evaluar el desempeño del biosensor en condiciones representativas de su aplicación
clínica, se llevó a cabo una prueba de concepto empleando el sensor multiplexado descrito en la
sección 6.4.1. Cada electrodo de trabajo fue funcionalizado de forma independiente con un anticuerpo
específico: uno dirigido contra la proteína L1 del VPH 16 y otro contra la proteína L1 del VPH 18,
siguiendo el protocolo descrito en la sección 6.4.4.

Se evaluaron tres grupos experimentales. El primero correspondió al control, en el que los sen-
sores fueron funcionalizados pero no expuestos a proteína, registrándose únicamente la señal basal.
El segundo grupo fue incubado con las proteínas VPH 16-L1 y VPH 18-L1 disueltas en PBS 1X a
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200 ng/mL durante 60 minutos sobre cada WE correspondiente. El tercer grupo se incubó bajo las
mismas condiciones, pero con las proteínas disueltas en orina artificial preparada según el procedi-
miento descrito en la sección 6.4.5.7. Las mediciones electroquímicas y el procesamiento de datos se
realizaron conforme a lo descrito en las secciones 6.4.5.1 y 6.4.5.2, respectivamente.





Capítulo 7

Resultados y Discusión

7.1. Modificación y caracterización del LIG

El objetivo principal de esta etapa fue modificar la superficie del LIG para incrementar su hidro-
filicidad de forma reproducible, garantizando una interacción óptima con medios biológicos acuosos
como la orina. Se evaluaron cuatro tratamientos: control (sin tratamiento), hidratación previa, ex-
posición a aire y tratamiento por plasma. La caracterización se realizó mediante espectroscopía
Raman e infrarroja (FTIR), microscopía electrónica de barrido (FE-SEM) y microscopía óptica
para medición de ángulo de contacto.

7.1.1. Caracterización estructural por espectroscopía Raman

El espectro del LIG muestra las tres bandas características del grafeno. De derecha a izquierda,
la banda D (∼1350 cm−1) refleja la presencia de defectos estructurales y bordes de grano en la red
grafítica; la banda G (∼1580 cm−1) corresponde a la vibración en el plano de los átomos de carbono
con hibridación sp2 y es indicativa de la estructura grafítica ordenada; y la banda 2D (∼2700 cm−1)
está relacionada con el ordenamiento del grafeno en capas típico del LIG.

En la Figura 7.1 se presenta el espectro representativo del LIG control que corresponde a la
obtención directa del material sin ningún tratamiento posterior.

Figura 7.1: Espectro Raman del grupo control.
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Para cuantificar la calidad del material, se procesaron las alturas de estos picos, calculando las
relaciones de intensidad IG/ID e I2D/IG. La relación I2D/IG es el indicador principal del número
de capas, donde un valor < 1 confirma la obtención de grafeno multicapa, característica propia
del LIG. La segunda relación fue IG/ID, es una métrica que permite cuantificar la proporción de
defectos en la muestra. Una relación IG/ID baja indica un aumento en la densidad de defectos, lo
que sugiere la formación de grupos funcionales sobre la superficie [206]. En la Figura 7.2 se observa
la dispersión de las relaciones obtenidas por replica.

(a) (b)

Figura 7.2: Distribución de las relaciones espectrales Raman para cada tratamiento de superficie del
LIG. (a) Relación IG/ID y (b) relación I2D/IG. Los datos se presentan como media ± DE sobre
cinco réplicas por tratamiento. El análisis estadístico corresponde a ANOVA de una vía con prueba
post-hoc de Tukey (α = 0.05). Para IG/ID: Hidratación vs Control (p < 0.001, ***), Plasma
vs Control (p < 0.0001, ****), Aire vs Control (p = 0.866, n/s). Para I2D/IG: Aire vs Control
(p < 0.0001, ****), Plasma vs Control (p < 0.001, ***), Hidratación vs Control (p = 0.622, n/s).

Los resultados permiten caracterizar el efecto de cada tratamiento sobre la estructura del LIG.
Como se observa en la Figura 7.2a, la relación IG/ID muestra que el tratamiento con plasma
produjo la mayor reducción respecto al control (p < 0.0001), indicando un aumento significativo
en la densidad de defectos superficiales, comportamiento consistente con la capacidad del plasma
para generar sitios activos mediante la ruptura de enlaces C=C y la posible incorporación de grupos
funcionales oxigenados como hidroxilo (−C−OH), carboxilo (−COOH) y carbonilo (−C=O) sobre
la superficie del material [207]. La hidratación previa también mostró una reducción significativa
(p < 0.001), posicionándose como una alternativa viable en términos estructurales cuando el objetivo
es crear defectos o potenciales sitios activos. El tratamiento con aire, en cambio, no generó diferencias
significativas respecto al control (p = 0.866, n/s), sugiriendo que no introduce defectos adicionales
en la red grafítica bajo las condiciones evaluadas.

En cuanto a la relación I2D/IG, la Figura 7.2b muestra que los valores se mantuvieron por
debajo de 1 en todos los tratamientos, confirmando que el material corresponde a grafeno multicapa,
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característica inherente al proceso de inducción láser y consistente con lo reportado en la literatura
[208]. No obstante, se observaron diferencias entre tratamientos: el tratamiento con aire presentó un
incremento en la relación I2D/IG respecto al control, acercándose a 1, lo que sugiere una tendencia
hacia la reducción en el número de capas. En contraste, el tratamiento con plasma mostró valores
que se alejan significativamente de 1 (p < 0.0001), lo que indica la formación de un material con
mayor número de capas y, por ende, una estructura potencialmente más porosa.

7.1.2. Caracterización química mediante espectroscopía FTIR

Para confirmar que el aumento de defectos identificado por Raman corresponde efectivamente a
la incorporación de grupos oxigenados, se realizó un análisis complementario mediante FTIR, cuyos
espectros para los cuatro tratamientos evaluados se presentan en la Figura 7.3.

(a) Control (LIG) (b) Hidratación previa

(c) Aire (d) Plasma

Figura 7.3: Espectros FTIR de los cuatro tratamientos de modificación superficial del LIG.
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Las muestras se prepararon mediante la técnica de pastilla de KBr, dispersando el material
LIG de cada tratamiento en bromuro de potasio y prensando la mezcla hasta obtener una pastilla
translúcida apta para la medición en transmitancia. En todos los espectros se identifican bandas
comunes que constituyen la huella química base del LIG: una banda ancha entre 3415 y 3452 cm−1

atribuida al estiramiento O−H de grupos hidroxilo superficiales, bandas en 2917−2920 cm−1 y
2849−2852 cm−1 correspondientes a estiramientos C−H alifáticos del LIG, y una señal entre 1620
y 1635 cm−1 atribuida a grupos carbonilo (C=O), observable en los espectros del control (Figu-
ra 7.3a), hidratación (Figura 7.3b) y plasma (Figura 7.3d), pero ausente en el tratamiento con aire
(Figura 7.3c). La señal en ∼2350 cm−1, presente en el control y el plasma, corresponde a CO2

atmosférico y no es atribuible al material [209].
Las diferencias entre tratamientos son evidentes al comparar tanto la intensidad de las bandas

comunes como la aparición de señales adicionales en la región de huella digital (500−1500 cm−1). El
control y la hidratación presentan perfiles espectrales similares, con intensidades de la banda O−H
comparables y sin señales nuevas en la región de huella digital, lo que indica que la hidratación
previa no introduce de manera significativa hidroxilo enlazados de manera covalente a la superficie de
grafeno. En su lugar el aumento en la proporción de defectos obtenida por Raman debe estar asociado
a defectos no relacionados con dicho grupo funcional como defectos de Stone-Wales, vacancias
simples o múltiples, y defectos de borde o de línea [210]. El tratamiento con aire muestra señales
adicionales en 1557 cm−1 y en 1164 y 1124 cm−1; sin embargo, resulta relevante que no se observe
una banda de carbonilo en torno a 1630 cm−1, lo que indica que la exposición al aire no genera
defectos tipo carbonilo en la red grafítica, a diferencia de lo observado con el tratamiento de plasma.

El tratamiento con plasma produjo el espectro con mayor intensidad en la banda O−H (3444 cm−1,
∼ −14 % de transmitancia), superando en casi seis veces la intensidad observada en el control
(∼ −2.5 %). Dado que los electrodos fueron secados previamente a 100 °C, esta señal no puede atri-
buirse a humedad adsorbida, confirmando la presencia de grupos hidroxilo enlazados químicamente
a la superficie. Adicionalmente, la banda en 1634 cm−1 confirma la presencia de grupos carbonilo
(C=O) conjugados con la red grafítica, ausentes en el tratamiento con aire. En conjunto, estos
resultados son consistentes con lo reportado en la literatura para tratamientos de plasma sobre ma-
teriales grafénicos [211], y confirman que el plasma de aire genera una funcionalización química real
de la superficie del LIG mediante la incorporación de grupos oxigenados, en particular hidroxilos y
carbonilos, lo cual es consistente con el aumento de defectos estructurales reportado por Raman.

7.1.3. Caracterización morfológica por microscopía electrónica de barrido de
emisión de campo (FE-SEM)

Con el fin de evaluar si los tratamientos de modificación superficial generaron cambios visibles en
la morfología y porosidad del LIG, se obtuvieron micrografías por FE-SEM a dos magnificaciones:
502x para evaluar la distribución general de la porosidad, y 16,0 kx para observar en detalle la mi-
croestructura de las láminas y filamentos de grafeno. Se empleó espectroscopía de energía dispersiva
de rayos X (EDS) con el objetivo de corroborar la composición elemental superficial identificada
por FTIR; sin embargo, dado que elementos ligeros como el oxígeno no son detectados con suficien-
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te sensibilidad por este detector, el análisis quedó limitado a confirmar la naturaleza carbonácea
del material, con presencia de oro (Au) proveniente del recubrimiento de pulverización catódica
empleado para mejorar la conductividad durante la medición.

El grupo control exhibe la morfología porosa característica del LIG, con poros bien definidos y
láminas de grafeno suspendidas entre las paredes de los poros (Figura 7.4a y 7.4e), consistente con
lo reportado en la literatura para LIG sintetizado sobre poliimida [212, 213]. La hidratación previa
conserva la estructura laminar del material, con capas de grafeno más dispersas y alargadas, sin
cambios estructurales significativos respecto al control (Figura 7.4b y 7.4f). El tratamiento con aire
produjo una estructura fibrosa y fragmentada, con filamentos delgados de grafeno que conforman
una red irregular entre los poros (Figura 7.4c y 7.4g).

El cambio morfológico más pronunciado fue el generado por el plasma: a alta magnificación
se observa la coexistencia de dos zonas estructurales, una con poros de mayor tamaño similares
a los de la estructura original del LIG y otra con poros más pequeños y densamente distribuidos
(Figura 7.4d y 7.4h). Esto confirma la observación realizada a través de Raman cuyos resultados
indican mayor porosidad inducida por este tratamiento. A menor magnificación, el tratamiento con
plasma generó la red porosa más uniforme y compacta de todos los tratamientos evaluados. Esta
reducción en el tamaño de poro y el aumento en la densidad de la red porosa incrementan el área
superficial disponible, lo que, junto con la incorporación de grupos oxigenados identificados por
FTIR, favorece la hidrofilicidad y la capacidad de interacción con medios acuosos. En la Figura 7.4
se presentan las imágenes obtenidas para cada tratamiento.

Figura 7.4: Micrografías FE-SEM de los cuatro tratamientos de modificación superficial del LIG.
Fila superior (502x): de izquierda a derecha, (a) control, (b) hidratación previa, (c) aire y (d) plasma.
Fila inferior (16,0 kx): los mismos tratamientos en el mismo orden, (e)–(h).
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7.1.4. Medición del ángulo de contacto

El ángulo de contacto fue medido como corroboración directa del efecto de cada tratamiento
sobre la hidrofilicidad del LIG, cuyos resultados se presentan en la Figura 7.5.

(a) Control (b) Hidratación (c) Aire (d) Plasma

(e) Distribución de ángulos de contacto por tratamiento.

Figura 7.5: Análisis del ángulo de contacto de los electrodos LIG sometidos a distintos tratamientos
de superficie. Los paneles (a)–(d) muestran una fotografía representativa de una de las cinco réplicas
realizadas por tratamiento: (a) Control, con un ángulo de contacto de 82.0°; (b) Hidratación previa
del sustrato, con un ángulo de 43.2°; (c) Aire, con un ángulo de 33.0°; y (d) Plasma, con un ángulo
de 0°. El panel (e) muestra la distribución de los ángulos de contacto por tratamiento. El análisis
estadístico corresponde a ANOVA de una vía con prueba post-hoc de Tukey (α = 0.05): Control vs
Hidratación (p = 0.004, **), Control vs Aire (p = 0.002, **), Control vs Plasma (p < 0.001, ***).
Sin diferencias significativas entre los tratamientos entre sí (n/s).

Para cada condición se analizaron cinco electrodos independientes mediante microscopía óptica
y el plugin Contact Angle del software ImageJ. Dado que las gotas presentaron geometría elipsoidal,
se empleó el ángulo θE reportado por el software, calculando el ángulo de contacto real como su
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complementario (θ = 180◦ − θE), siguiendo el procedimiento descrito por Torrent-Burgués en [214].
El grupo Control presentó un ángulo de contacto promedio de 86.5°, valor cercano al umbral de 90°
establecido como límite entre superficies hidrofílicas e hidrofóbicas [215], siendo el tratamiento con
mayor carácter hidrofóbico entre los evaluados. Los tres tratamientos evaluados redujeron signifi-
cativamente el ángulo de contacto respecto al control (p < 0.01 en todos los casos), sin presentar
diferencias significativas entre ellos (n/s), lo que indica que todos generaron un efecto hidrofílico
comparable sobre la superficie. No obstante, el tratamiento con plasma produjo un ángulo de con-
tacto de 0° en todas las réplicas, que se observa en la Figura 7.5d como la absorción inmediata de
la gota sobre la superficie sin formación de un ángulo medible. Este resultado corresponde a un
comportamiento superhidrofílico, tal como ha sido reportado para LIG tratado con plasma de aire
o sintetizado en atmósferas oxidantes [216].

7.2. Inmovilización covalente de anticuerpos en la superficie del na-
nosensor

Para evaluar la capacidad del biosensor de detectar la proteína VPH 18-L1, se compararon los
dos protocolos de funcionalización descritos en la sección 6.4.4, con el fin de determinar cuál per-
mitía una inmovilización eficiente del anticuerpo y una respuesta diferenciable ante el analito. El
comportamiento esperado sigue un mecanismo signal-off, donde la formación del inmunocomplejo
genera un impedimento estérico que reduce la corriente de pico respecto al control [217]. Las medi-
ciones se realizaron conforme al procedimiento descrito en la sección 6.4.5.1. Se comparó un grupo
control, correspondiente al sensor funcionalizado sin exposición a proteína, frente a un grupo en el
que, tras la funcionalización, se depositaron 8µL de proteína VPH 18-L1 a 200 ng/mL sobre el WE.
En ambos casos, las mediciones se realizaron siguiendo el proceso descrito en la sección 6.4.5.1.

7.2.1. Funcionalización covalente directa

Se evaluó la unión directa sobre los grupos oxigenados del LIG (n = 3), incluyendo electrodos con
y sin modificación superficial mediante plasma de aire, cuyos resultados se presentan en la Figura 7.6.
En ambas condiciones los resultados no mostraron diferencias estadísticamente significativas entre
el control y el grupo con proteína, lo que indica que el tratamiento con plasma de aire, a pesar
de incrementar la densidad de defectos superficiales, no fue suficiente para lograr una densidad de
anticuerpos adecuada mediante acoplamiento directo EDC/NHS.

Este resultado puede atribuirse a la insuficiente densidad de grupos carboxilo (−COOH) dis-
ponibles para el acoplamiento, dado que el plasma de aire introduce sobre la superficie del LIG
una mezcla heterogénea de grupos oxigenados en la que predominan hidroxilos (−OH), epóxidos
(−C−O−C−) y carbonilos (−C=O) [207], siendo la fracción de −COOH insuficiente para lograr
una activación eficiente por EDC y una cobertura de anticuerpos que produjera una respuesta elec-
troquímica diferenciable. Ante este resultado, se procedió a evaluar la estrategia de funcionalización
mixta.
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(a) (b)

Figura 7.6: Evaluación de la funcionalización covalente directa. (a) Gráfica de dispersión de corriente
de pico (media ± DE, n = 3). (b) Voltagramas SWV promedio. No se observó una disminución
significativa de la señal tras la incubación del analito (p = 0.279).

7.2.2. Funcionalización mixta mediante 1-PBA

Se empleó el ácido 1-pirenobutírico (1-PBA) como interfaz para facilitar el apilamiento π-π
sobre el grafeno y mejorar la estabilidad del complejo de inmovilización, evaluando la respuesta
electroquímica mediante voltagramas de onda cuadrada (Figura 7.7).

(a) (b)

Figura 7.7: Resultados de la funcionalización mixta para la detección de VPH 18 L1 (200 ng/mL).
(a) Gráfica de dispersión (media ± DE, n = 5) con diferencia significativa confirmada mediante una
prueba t (p < 0.0001). (b) Voltagramas SWV promedio que muestran la caída de señal esperada.

La funcionalización se realizó sobre el LIG sin tratamiento superficial previo, dado que el pireno



7.3. Validación analítica del biosensor 57

y sus derivados requieren dominios de carbono con hibridación sp2 para establecer interacciones es-
tables de apilamiento π-π [218]. El tratamiento con plasma introduce grupos oxigenados mediante la
ruptura de enlaces C=C [207], lo que reduce la densidad de sitios disponibles para dicha interacción.
El protocolo presentó una reducción significativa de la corriente de pico ante la presencia de VPH
18 L1 (p < 0.0001), validando el mecanismo signal-off, donde el impedimento estérico tras la unión
antígeno-anticuerpo restringe eficientemente la transferencia de carga desde y hacia la sonda del
par conjugado ferrocianuro/ferricianuro en la superficie del electrodo. Esta estrategia asegura una
inmovilización estable y orientada del anticuerpo [219], que combinada con la activación covalente a
través de EDC/NHS permite acoplar el anticuerpo para la detección de la molécula objetivo. Debido
a esta respuesta clara y reproducible, este protocolo fue seleccionado como estándar de fabricación
para todas las etapas posteriores del desarrollo del biosensor.

7.3. Validación analítica del biosensor

7.3.1. Determinación de selectividad

La selectividad del biosensor se evaluó siguiendo el procedimiento descrito en la sección 6.4.5.3,
exponiendo el sensor funcionalizado con el anticuerpo anti-VPH 18 L1 a trece grupos de analitos
diferentes a una concentración de 200 ng/mL, incluyendo el analito objetivo, proteínas estructurales
de otros genotipos de VPH, oncoproteínas y proteínas no relacionadas. Los resultados demuestran
que el biosensor detectó de forma específica la proteína objetivo VPH 18 L1, evidenciada por la
reducción estadísticamente significativa de la corriente de pico respecto al control (p < 0.0001). La
mayoría de las proteínas evaluadas, incluyendo BSA, VPH 33, VPH 6, VPH 11, VPH 45, proteína
Spike y VPH 16 E6, no generaron una respuesta estadísticamente diferente al control, confirmando
la selectividad del sensor (Figura 7.8).

Se observaron diferencias significativas en dos grupos adicionales: VPH 16 L1 (p < 0.0001) y
VPH 18 E7 (p = 0.0168). La respuesta frente a VPH 18 E7 fue de menor magnitud estadística
y podría atribuirse a interacciones inespecíficas con el anticuerpo. La respuesta obtenida frente
al VPH 16 L1 resulta analíticamente relevante ya que, a pesar de que el ensayo se centró en la
detección del genotipo 18, la reducción de corriente indica que el anticuerpo anti-VPH 18 L1 no logra
discriminar completamente entre ambas proteínas. Este comportamiento puede explicarse por la
elevada similitud estructural entre las proteínas L1 de los genotipos 16 y 18, que comparten dominios
conformacionales conservados en la cápside viral. Este hallazgo es consistente con lo reportado por
Navarro-Chica y colaboradores [66], quienes observaron que su nanosensor colorimétrico basado en
nanopartículas de oro funcionalizadas con anticuerpos anti-VPH 16 L1 también detectó la proteína
VPH 18 L1, sin que ninguna otra proteína evaluada generara interferencia. Los autores atribuyen
este comportamiento a la similitud estructural entre ambas proteínas L1. Para el desarrollo de un
biosensor multiplexado capaz de detectar simultáneamente y de forma independiente VPH 16 y
VPH 18, sería necesario el uso de anticuerpos con mayor especificidad epitópica que permitan una
distinción más precisa entre ambos genotipos. Los resultados se presentan en la Figura 7.8.
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Figura 7.8: Evaluación de la selectividad del biosensor frente a trece analitos a 200 ng/mL. Los
datos se expresan como media ± DE (n = 5). El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de
una vía seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Tukey, comparando cada grupo frente
al control (sin proteína VPH 18 L1). Se identificaron diferencias estadísticamente significativas
únicamente para VPH 18 L1 (p < 0.0001, ****), VPH 16 L1 (p < 0.0001, ****) y VPH 18 E7
(p = 0.0168, *). Los demás grupos no presentaron diferencias significativas respecto al control.

7.3.2. Determinación de Linealidad

La linealidad del biosensor se evaluó en el rango de 6.25 a 200 ng/mL de VPH 18 L1. El biosensor
exhibió una respuesta lineal en el rango evaluado (p = 0, 01382), siguiendo la ecuación:

y = 150.25− 0.255 · x (7.1)

donde y representa la corriente de pico (µA) y x la concentración de VPH 18 L1 (ng/mL). El
coeficiente de determinación (R2 = 0.90) confirma la proporcionalidad inversa entre la señal y la
cantidad de analito, validando el desempeño del sensor para la cuantificación de la proteína en el
intervalo estudiado. Esta tendencia decreciente corrobora que el incremento en la concentración de
proteína genera una restricción efectiva en la transferencia de carga en la superficie del electrodo,
en concordancia con el mecanismo signal-off descrito previamente. Los resultados se presentan en
la Figura 7.9.
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Figura 7.9: Curva de calibración del biosensor para VPH 18 L1. Los puntos representan la media
de la corriente de pico medida por SWV (µA) frente a la concentración de proteína (ng/mL), con
barras de error correspondientes al error estándar (SE) (n = 5). La línea roja indica el ajuste lineal
ponderado (R2 = 0.90).

7.3.3. Determinación de la sensibilidad analítica

Para el cálculo del límite de detección (LoD) y el límite de cuantificación (LoQ) se emplearon cin-
co mediciones del grupo blanco, que produjeron una corriente de pico promedio de 261.40±7.28 µA,
donde la desviación estándar (σ = 7.28 µA) fue utilizada como estimador de la variabilidad basal
del sistema. La pendiente (m = 8.363 µA·mL/ng) se obtuvo a partir de una curva de calibración
construida con las concentraciones de 1.5, 3.1 y 6.25 ng/mL (R2 = 0.999), y estos valores fue-
ron aplicados en las expresiones 6.1 y 6.2 para establecer la concentración mínima detectable y
cuantificable, obteniendo un LoD de 2.87 ng/mL y un LoQ de 8.71 ng/mL. En comparación con
el nanosensor colorimétrico de Navarro-Chica y colaboradores [66], cuyo reporte fue de 180 ng/mL
(LoD) y 540 ng/mL (LoQ), el biosensor basado en LIG mejora la sensibilidad analítica en aproxima-
damente 62 veces. Esta mejora se atribuye a las propiedades intrínsecas del grafeno como material
transductor ya que su elevada área superficial específica aumenta la densidad de sitios de anclaje
para los biorreceptores, mientras que sus excepcionales propiedades electrónicas derivadas del siste-
ma π-π conjugado de átomos de carbono con hibridación sp2 favorecen una transferencia de carga
eficiente entre el analito y la superficie del electrodo, amplificando la señal electroquímica [220]. Los
resultados de la curva empleada para este cálculo se presentan en la Figura 7.10.
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Figura 7.10: Curva de calibración del biosensor en el rango de concentraciones de 1.5, 3.1 y
6.25 ng/mL de VPH 18 L1, empleada para la determinación de los parámetros de sensibilidad
analítica (n = 5 réplicas por punto). El ajuste lineal obtenido corresponde a y = 173.08 − 8.363x,
con R2 = 0.999.

7.3.4. Determinación de robustez

La robustez del biosensor se evaluó analizando el efecto de variaciones en el tiempo de incu-
bación del anticuerpo sobre la respuesta electroquímica, siguiendo el procedimiento descrito en la
sección 6.4.5.6. Los tres tiempos evaluados (60, 90 y 120 min) produjeron una reducción estadística-
mente significativa de la corriente de pico respecto al grupo control sin proteína (p < 0.0001 en cada
caso), confirmando que el biosensor detecta la proteína VPH 18 L1 en todos los tiempos evaluados.
Al comparar entre sí los tres grupos, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas
(p > 0.05), lo que indica que variaciones en el tiempo de incubación del anticuerpo dentro de este
rango no afectan de forma relevante la respuesta del sensor. Estos resultados demuestran que el
biosensor es confiable frente a este parámetro de fabricación, y respaldan el tiempo de 90 minu-
tos establecido en el protocolo de funcionalización como condición adecuada dentro de un rango
operativo flexible. Los resultados se presentan en la Figura 7.11.
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Figura 7.11: Evaluación del efecto del tiempo de incubación del anticuerpo (60, 90 y 120 min) sobre
la señal de corriente del biosensor frente a VPH 18 L1 (200 ng/mL). Los datos se presentan como
media ± DE (n = 5). El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía seguido de la
prueba de Tukey. **** indica p < 0.0001 respecto al grupo control; n/s indica ausencia de diferencia
estadísticamente significativa entre los tiempos de incubación evaluados (p > 0.05).

7.3.5. Prueba de concepto del sensor multiplexado

El sensor multiplexado final fue fabricado siguiendo el diseño descrito en la sección 6.4.1, in-
tegrando dos electrodos de trabajo funcionalizados de forma independiente con los anticuerpos
Anti-VPH 16 L1 y Anti-VPH 18 L1 respectivamente. Para evaluar el desempeño del biosensor, se
comparó la señal del grupo control sin proteína frente a cuatro grupos experimentales: VPH 16 L1
y VPH 18 L1 disueltas en PBS 1X, y VPH 16 L1 y VPH 18 L1 disueltas en orina artificial, todos
a una concentración de 200 ng/mL. Los resultados muestran que todos los grupos experimentales
presentaron una reducción estadísticamente significativa de la corriente de pico respecto al control,
confirmando que el biosensor multiplexado es capaz de detectar simultáneamente las proteínas VPH
16 L1 y VPH 18 L1 tanto en PBS 1X como en orina artificial. La ausencia de diferencias significativas
entre los grupos medidos en PBS 1X y los medidos en orina artificial (VPH 16 L1: p = 0.452; VPH
18 L1: p = 0.636) indica que los componentes de la matriz urinaria no interfieren con la capacidad
de detección del sensor, lo cual representa un resultado relevante para su potencial aplicación clínica
en muestras reales. Adicionalmente, no se observaron diferencias significativas entre el electrodo fun-
cionalizado con Anti-VPH 16 L1 y el funcionalizado con Anti-VPH 18 L1, independientemente del
medio de dilución (PBS 1X: p = 0.977; orina: p = 0.999), resultado que es consistente con la falta
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de selectividad entre ambas variantes identificada en la sección de selectividad y que refuerza la ne-
cesidad de anticuerpos con mayor especificidad epitópica para lograr una detección verdaderamente
diferenciada de cada genotipo. Los resultados se presentan en la Figura 7.12.

Figura 7.12: Comparación de la respuesta entre el grupo control y cuatro grupos experimentales
correspondientes a las proteínas VPH 16 L1 y VPH 18 L1 (200 ng/mL) diluidas en PBS 1X y
orina artificial. Los datos se presentan como media ± DE (n = 5). El análisis estadístico se realizó
mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba de Tukey. Valores de p respecto al control: VPH
16 L1 en PBS 1X, p = 1.03× 10−4 (***); VPH 18 L1 en PBS 1X, p = 5.64× 10−4 (***); VPH 16
L1 en orina, p = 0.014 (*); VPH 18 L1 en orina, p = 0.029 (*). n/s indica ausencia de diferencia
estadísticamente significativa entre los demás grupos comparados (p > 0.05).
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Conclusiones

A través de la caracterización multimodal, se demostró que los diferentes tratamientos aplicados
al LIG permiten ajustar selectivamente el grado de hidrofilicidad y la morfología microestructural
de la red porosa. Esta capacidad de ajuste permite establecer condiciones para obtener sensores
de diferente naturaleza dependiendo de la aplicación final. No obstante, el análisis de desempeño
determinó que, para los requerimientos de este sensor en particular, el plasma no constituye la ruta
de funcionalización óptima. Por ello, se seleccionó un enfoque de funcionalización dual (covalente e
interacciones π-π). Este trabajo establece las bases para el diseño de interfaces a medida, subrayando
la necesidad de resolver cómo integrar la funcionalización y detección exitosa en aquellos sensores
con carácter hidrofílico.

Se pudo comprobar la efectividad del protocolo de funcionalización mixta basado en la adsorción
física del ácido 1-pirenobutírico (1-PBA) seguida de acoplamiento covalente mediante EDC/NHS
para la inmovilización de los anticuerpos Anti-VPH 16 L1 y Anti-VPH 18 L1 sobre la superficie
del LIG. Este protocolo aprovecha el apilamiento π-π entre el núcleo aromático del 1-PBA y el
plano basal del grafeno para el anclaje físico, y el enlace amida formado entre los grupos carboxilo
activados y los grupos amino del anticuerpo para la unión covalente, garantizando una inmovilización
estable y eficiente confirmada por la reducción estadísticamente significativa de la corriente de pico
en presencia de la proteína objetivo (p < 0.0001).

Se logró obtener un prototipo de biosensor electroquímico basado en LIG para la detección de
las proteínas VPH 16 L1 y VPH 18 L1, cuya validación analítica demostró un comportamiento lineal
en el rango de 6.25 a 200 ng/mL (R2 = 0.90), un LoD de 2.87 ng/mL y un LoQ de 8.71 ng/mL,
representando una mejora de aproximadamente 62 veces en sensibilidad respecto al nanosensor
colorimétrico previamente desarrollado [66]. El sensor demostró además robustez ante variaciones
en el tiempo de incubación del anticuerpo entre 60 y 120 minutos. Se identificó una limitación
en la selectividad entre las proteínas VPH 16 L1 y VPH 18 L1, atribuible a su elevada similitud
estructural, lo que indica la necesidad de anticuerpos con mayor especificidad epitópica para lograr
una detección verdaderamente diferenciada de cada genotipo.

La prueba de concepto del sensor multiplexado con dos electrodos de trabajo permitió demos-
trar la detección simultánea de las proteínas VPH 16 L1 y VPH 18 L1 tanto en PBS 1X como en
orina artificial a 200 ng/mL, sin interferencia estadísticamente significativa de la matriz urinaria
sobre la respuesta del sensor. Este resultado es especialmente relevante en el contexto de una apli-
cación clínica no invasiva, ya que la orina representa una muestra de fácil obtención frente a los
métodos convencionales de detección de VPH como el Papanicolaou o la detección de ADN viral,
que requieren personal especializado y equipamiento de laboratorio. La disponibilidad de un dispo-
sitivo portátil, sensible y de bajo costo para la detección de variantes de alto riesgo del VPH en
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orina tiene el potencial de contribuir significativamente al diagnóstico temprano y la prevención del
cáncer de cuello uterino, especialmente en poblaciones con acceso limitado a los sistemas de salud
convencionales.



Capítulo 9

Trabajos futuros

Como continuación del trabajo desarrollado, se identifican las siguientes líneas de investigación
para el prototipo de biosensor electroquímico basado en LIG.

En el marco de la validación analítica, quedó pendiente la determinación de la precisión y exac-
titud del biosensor por limitaciones de tiempo, parámetros necesarios para completar la validación
analítica del sensor.

Una vez completada la validación, el paso siguiente consiste en evaluar el desempeño del biosen-
sor en muestras de orina real provenientes de pacientes con y sin infección por VPH. No obstante,
para establecer la aplicabilidad clínica real del dispositivo, es imperativo contar con un estudio
concluyente sobre el rango de concentraciones del virus presentes en la orina. Este conocimiento
permitirá determinar si la sensibilidad obtenida actualmente es suficiente para una detección diag-
nóstica fiable o si, por el contrario, es necesario implementar estrategias adicionales de amplificación
de señal o modificaciones en el diseño para aumentar el límite de detección del sensor.

La limitación de selectividad identificada entre las proteínas VPH 16 L1 y VPH 18 L1 sugiere la
necesidad de explorar anticuerpos u otras moléculas de bioreconocimiento como aptámeros con ma-
yor especificidad epitópica dirigidos a regiones estructuralmente divergentes entre ambos genotipos,
con el fin de lograr una detección diferenciada y simultánea de cada variante.

Finalmente, se recomienda explorar la integración del biosensor con plataformas de lectura por-
tátiles y el desarrollo de un empaque que garantice su estabilidad durante el almacenamiento y
transporte, aspectos clave para su escalamiento y aplicación en entornos de punto de atención clí-
nica.
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