UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE INGENIERIA, ARQUITECTURA Y DISENO

=
Nz
=
@
=
=
<<
®)
=
Cs)

DISENO DE BIOSENSOR MAGNETICO FUNCIONAL TIPO A1xB.Fe:04 PARA LA
DETECCION DE LA PROTEINA E7 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

TESIS

PARA CUBRIR LOS REQUISITOS NECESARIOS PARA OBTENER EL TITULO DE
INGENIERO EN NANOTECNOLOGIA

PRESENTA
SERGIO ADAN BOJORQUEZ CHAVEZ

DIRECTOR
DR. MARIO HUMBERTO FARIAS SANCHEZ
CODIRECTOR
DR. FRANKLIN DAVID MUNOZ MUNOZ

ENSENADA, B.C., A 27 DE OCTUBRE DE 2025



POR LA REALIZACIGN PLENA DEL SER

7
Z7
N0
A
.
2

S BAJA CALIFORNI

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE INGENIERIA, ARQUITECTURAY DISENO

CAMPUS ENSENADA

“DISENO DE BIOSENSOR MAGNETICO FUNCIONAL TIPO A1.B.Fe.O; PARA LA DETECCION DE
LA PROTEINA E7 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)”

TESIS

PARA CUBRIR LOS REQUISITOS NECESARIOS PARA OBTENER EL TiTULO DE
INGENIERO EN NANOTECNOLOGIA

PRESENTA
SERGIO ADAN BOJORQUEZ CHAVEZ
00368565

A quien el Comité de Tesis autoriza el trabajo terminal, despues de haber efectuado una revision
minuciosa del mismo y de acuerdo con el Art. 19 del R. G. E. P. E. P, las y los sefiores profesores emiten
los siguientes votos aprobatorios mediante rubrica:

e
—

-~ .
- i é Z:z\?
(VAN

DR. MARIO HUMBERTO FARIAS SANCHEZ DR. FRANKLIN DAVIDAMUNOZ MUNOZ
DIRECTOR

Sapats M <)#J€f34 .

DR. JAVIER ALONSO LOPEZ MEDINA

SINODAL

DR. GUILLERMO AMAYA PARRA
SINODAL

“Por la Realizacion Plena del Ser”

C.c.p.- Archivo

C.c.p.- Minutario



RESUMEN

El Virus del Papiloma Humano (VPH) representa una de las infecciones de transmisién sexual mas
prevalentes a nivel mundial y se encuentra estrechamente asociado con el desarrollo de canceres
cervicales, anogenitales y orofaringeos. La deteccién temprana de biomarcadores virales, como la
oncoproteina E7, es fundamental para el diagndstico y tratamiento oportuno de la enfermedad. En este
trabajo se sintetizaron nanoparticulas magnéticas tipo espinela Mn1xZnxFe204 (x = 0.25, 0.50, 0.75)
mediante el método de coprecipitacion quimica, seguido de su recubrimiento con didxido de silicio (SiO;)
y funcionalizacién con APTES, para generar superficies reactivas capaces de anclar covalentemente
anticuerpos monoclonales anti-E7 del VPH.

Las nanoparticulas fueron caracterizadas estructural, morfolégica y magnéticamente mediante
difraccion de rayos X (DRX), microscopia electronica de transmision (TEM) y de barrido (SEM) y
magnetometria de muestra vibrante (VSM). Estos analisis confirmaron su naturaleza superparamagnética,
pureza estructural tipo espinela y estabilidad coloidal tras el recubrimiento. La espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) permitié confirmar la inmovilizacion covalente del anticuerpo sobre la
superficie funcionalizada, evidenciada por la aparicién de la banda correspondiente al enlace N-H,
demostrando la efectividad del acoplamiento EDC/NHS vy la conservacién de la integridad estructural del
sistema hibrido.

Estos resultados validan el anclaje biomolecular exitoso y la viabilidad de las nanoparticulas
funcionalizadas como plataforma base para el desarrollo de biosensores magnéticos orientados al
diagnéstico del VPH. Los proximos pasos incluirdn la optimizacion del sistema electroquimico, la
evaluacion de sensibilidad y especificidad frente a la proteina E7 recombinante y la miniaturizacién del
dispositivo hacia configuraciones portatiles tipo Lab-on-Chip, para construir biosensores de bajo costo y
alta eficiencia para la deteccién temprana de enfermedades virales.

PALABRAS CLAVE

Nanoparticulas magnéticas, Virus del Papiloma Humano (VPH), Biosensores, Proteina E7,
Funcionalizacién con APTES, Espectroscopia FTIR.



ABSTRACT

Human Papillomavirus (HPV) is one of the most prevalent sexually transmitted infections worldwide and is
closely associated with the development of cervical, anogenital, and oropharyngeal cancers. Early
detection of viral biomarkers such as the E7 oncoprotein is crucial for timely diagnosis and treatment. In
this work, Mn1xZnxFe204 (x = 0.25, 0.5, 0.75) spinel-type magnetic nanoparticles were synthesized by the
chemical co-precipitation method, followed by silica (SiO,) coating and APTES functionalization, to create
reactive surfaces capable of covalently immobilizing anti-E7 monoclonal antibodies specific to HPV.

The nanoparticles were structurally, morphologically, and magnetically characterized using X-ray
diffraction (XRD), transmission electron microscopy (TEM), scanning electron microscopy (SEM), and
vibrating sample magnetometry (VSM). These analyses confirmed their superparamagnetic nature, spinel-
type structural purity, and colloidal stability after coating. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
verified the covalent immobilization of the antibody through the appearance of the N—H stretching band,
validating the effectiveness of the EDC/NHS coupling mechanism while maintaining the chemical integrity
of the hybrid system.

These results validate the successful biomolecular anchoring and the viability of the functionalized
nanoparticles as a base platform for the development of magnetic biosensors aimed at HPV diagnosis.
Future steps will include the optimization of the electrochemical system, the evaluation of sensitivity and
specificity against the recombinant E7 protein, and the miniaturization of the device towards portable Lab-
on-Chip configurations, to build low-cost and high-efficiency biosensors for the early detection of viral
diseases.

KEYWORDS

Magnetic nanoparticles, Human Papillomavirus (HPV), Biosensors, E7 protein, APTES functionalization,
FTIR spectroscopy.
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1. INTRODUCCION

La nanotecnologia ha transformado de manera profunda multiples disciplinas cientificas al ofrecer
herramientas capaces de manipular la materia a escala nanométrica y, con ello, modificar sus propiedades
fundamentales. El término “nano”, derivado del griego nanos (enano), hace referencia a estructuras con
dimensiones inferiores a los 100 nandmetros, donde los efectos cuanticos y la alta relacion
superficie/volumen otorgan a los materiales comportamientos fisicos, épticos y quimicos distintos de sus
equivalentes macroscoépicos (Marquez et al., 2021). Dentro de este amplio campo, las nanoparticulas
magnéticas han cobrado especial relevancia debido a su capacidad para responder a campos magnéticos
externos, permitiendo su manipulacion, separacion y funcionalizacion controlada en medios bioldgicos.

Las ferritas tipo espinela (MFe,O4; M = Mn, Zn, Fe, Co, Ni) representan una de las familias mas
estudiadas dentro de los materiales magnéticos, gracias a su versatilidad estructural y a sus propiedades
superparamagnéticas cuando se sintetizan con tamanos inferiores a 50 nm (Cullity & Graham, 2009; Soufi
et al.,, 2021). En particular, las ferritas mixtas, como es MnixZnxFe204, han demostrado propiedades
magnéticas ajustables mediante la sustitucion catidnica controlada, lo que permite modular su
magnetizacién de saturacion, coercitividad y respuesta a campos externos. Estas caracteristicas, junto con
su biocompatibilidad y estabilidad quimica, las convierte en materiales idoneos para aplicaciones
biomédicas como hipertermia magnética, liberacion dirigida de farmacos y plataformas de biosensado
(Katz, 2020).

La integracién de estas nanoparticulas en sistemas hibridos funcionales requiere su recubrimiento
con materiales inertes, como el diéxido de silicio (SiO,), el cual provee una barrera protectora contra la
oxidacién, mejora su dispersion coloidal y ofrece grupos hidroxilo superficiales (Si—OH) que facilitan la
posterior funcionalizacién quimica. Una de las rutas mas utilizadas para la modificacion superficial es la
incorporacion de (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES), el cual introduce grupos amina (-NH;) reactivos
que permiten el anclaje covalente de biomoléculas mediante la activacion carbodiimida (EDC/NHS). Este
proceso es fundamental para el desarrollo de biosensores, ya que garantiza la estabilidad, orientacién y
actividad biolégica del anticuerpo o proteina inmovilizada (Diaz et al., 2022).

En el presente trabajo, se sintetizaron nanoparticulas magnéticas tipo Mn1xZnxFe204 (x = 0.25,
0.5, 0.75) mediante el método de coprecipitacion quimica, seguidas de su recubrimiento con SiO, y
posterior funcionalizacién con APTES, con el propdsito de obtener una superficie activa y estable para la
inmovilizacién de anticuerpos monoclonales anti-E7 del Virus del Papiloma Humano (VPH). La eleccion de
la oncoproteina E7 como biomarcador se debe a su sobreexpresion sostenida en células infectadas,
incluso en fases avanzadas del proceso tumoral, lo que la convierte en una diana confiable para el
diagnéstico temprano (Zhang et al., 2025).

La caracterizacion estructural, morfolégica y magnética de las nanoparticulas permitié confirmar la
formacion de una fase espinela pura, con tamafios de cristalita compatibles con el rango
superparamagnético, asi como una notable estabilidad tras el recubrimiento con silice. Posteriormente, el
andlisis por espectroscopia infrarroja (FTIR) confirmé la inmovilizacion covalente exitosa del anticuerpo
mediante la aparicién de la banda asociada al enlace N-H, siguiendo un procedimiento optimizado similar
al descrito por Diaz et al. (2022).

El desarrollo de esta plataforma nanoestructurada representa un avance hacia la creacién de
biosensores magnéticos hibridos, capaces de integrar propiedades fisicoquimicas controladas con
reconocimiento bioldgico especifico. Aunque la validacion electroquimica completa del sistema permanece
pendiente, los resultados obtenidos demuestran la viabilidad del disefio funcional y abren la puerta a
futuras implementaciones en diagnéstico rapido y de bajo costo, orientado a la detecciéon temprana del
VPH y otras enfermedades de origen viral.



2. MARCO TEORICO
2.1. NANOPARTICULAS

El origen del prefijo "Nano" se remonta al griego (vavog), que originalmente significaba "enano". En el
espafiol, este prefijo se utiliza para formar palabras y adjetivos que denotan algo "muy pequefo”. En el
ambito de las nanociencias, representa la mil millonésima parte de algo. Por lo tanto, el término
"Nanoparticula" describe aquellas particulas que son mas pequefias que 100 nanémetros (Marquez et al.,
2021). Derivado de ello, las nanoparticulas se clasifican segun su tipo, estructura, forma, propiedades y
dimensiones. Ejemplos de ellos son las micelas, liposomas, dendrimeros, nanoparticulas de oro, puntos
cuanticos, nanoparticulas poliméricas, entre otras [Figura 1].
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Figura 1. Comparacion de tamafos en escala nanométrica. (Wich Research Lab, n.d.)

En esta escala, las propiedades de los materiales pueden diferir significativamente de sus
contrapartes a macroescala. Esto se debe al incremento en la relacién entre la superficie y el volumen, lo
que conlleva a que los atomos en la superficie del material tengan un papel predominante en su
comportamiento. Las nanoparticulas, debido a su diminuto tamafo, exhiben una relaciéon extremadamente
alta entre superficie y volumen en comparacion con los materiales a granel, como polvos o ldminas. Esta
caracteristica singular permite que las nanoparticulas manifiesten propiedades 6pticas, fisicas y quimicas
sorprendentes, gracias a la capacidad de confinar electrones y producir efectos cuanticos (Joudeh & Linke,
2022; King, et al., 2024).

2.2. NANOPARTICULAS MAGNETICAS A..B,Fe,0,

La obtencién de nanoparticulas magnéticas con un tamafo inferior a 20 nm es de gran importancia debido
a su amplio espectro de aplicaciones en la biomedicina. En este contexto, la sintesis quimica de
nanoparticulas basadas en ferritas tipo espinela (MFe204; M = Mg, Zn, Fe, Co, Ni, Mn) presentan
propiedades magnéticas unicas. Estas propiedades surgen de la interaccion entre los &tomos del metal de
transicion en la estructura cristalina de la ferrita, lo que les permite actuar como pequefos imanes.

Sus principales vias de investigacion se centran en el desarrollo de tratamientos de cancer,
diagnostico temprano de enfermedades, terapia génica, purificacion de cuerpos de agua, o
almacenamiento de energia, entre otros [Figura 2]. En el area de la biomedicina se ha logrado el desarrollo
de biosensores magnético-funcionales, buscando aprovechar forma desnuda o recubierta con algun
material biocompatible, asi como su aprovechamiento como vehiculo para el acarreamiento de farmacos
en el caso de la medicina dirigida (Shameran Jamal Salih & Mahmood, 2023).
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Figura 2. Aplicaciones potenciales de las ferritas magnéticas.

Los materiales magnéticos a escala nanométrica son de gran interés debido a la creciente
demanda de dispositivos técnicos miniaturizados. Comprender las propiedades magnéticas a escala
nanométrica es crucial para mejorar el rendimiento de los materiales magnéticos permanentes. Se sabe
que factores como la forma, el tamafio, los efectos de la superficie, la anisotropia magnética y otros
parametros tienen un impacto significativo en las propiedades magnéticas de las nanoparticulas (Lamouiri,
et al., 2020).

Comprender las propiedades magnéticas a escala nanométrica es la clave para desbloquear el
potencial de estos materiales. A diferencia de sus homologos a gran escala, las nanoparticulas magnéticas
exhiben un comportamiento magnético singular, influenciado por factores como:

e Forma: Donde la geometria de las nanoparticulas, ya sean esféricas, cubicas, cilindricas o de

otro tipo, determina en gran medida su magnetismo.

e Tamano: Aqui, el tamafo de las nanoparticulas juega un papel crucial en la configuracion de
sus propiedades magnéticas. A medida que el tamafio se reduce, la energia termal aumenta,
lo que puede afectar la magnetizacién de la nanoparticula.

e Efectos de superficie: Donde la gran superficie relativa de las nanoparticulas en comparacion
con su volumen aumenta la influencia de los atomos en la superficie, lo que puede conducir a
efectos magnéticos unicos.

e Anisotropia magnética: Este fendmeno describe la facilidad con la que la magnetizacion de
una nanoparticula puede cambiar de direccidon en respuesta a un campo magnético externo.

2.3. CLASIFICACION DE LOS MATERIALES MAGNETICOS

La respuesta magnética de los materiales magnéticos se clasifica de acuerdo con el comportamiento de
los espines de los electrones en los orbitales atomicos del mismo, cada uno posee sus propias
caracteristicas y comportamientos distintivos (Martinez, 2006):

2.3.1. DIAMAGNETISMO

Los materiales diamagnéticos tienen electrones completamente apareados, lo que significa que no tienen
momentos magnéticos netos. Cuando se exponen a un campo magnético, su magnetizacién se opone a
la direccion del campo aplicado y vuelve a su estado inicial una vez que se retira el campo. Ejemplos de
materiales diamagnéticos incluyen el cobre, la plata, el berilio, la mayoria de las moléculas organicas y
muchos polimeros. Las aplicaciones de estos materiales se limitan principalmente a los superconductores,
que son una clase especial de materiales diamagnéticos "perfectos”. La susceptibilidad magnética de los
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superconductores se debe a corrientes macroscopicas que circulan en direccién opuesta al campo
aplicado, en lugar del movimiento de los electrones en los orbitales (Olgiici et al., 2025)
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Figura 3. Efecto de la presencia de un campo magnético sobre los espines de los electrones de un material
diamagnético A) antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético (Martinez, 2006).

2.3.2. PARAMAGNETISMO

Los materiales paramagnéticos contienen atomos con momentos magnéticos netos debido a la presencia
de electrones desapareados. Antes de aplicar un campo magnético externo, estos momentos se
encuentran desordenados y se anulan entre si, resultando en una magnetizacion nula del material. Sin
embargo, al aplicar un campo magnético externo, los espines de los electrones tienden a alinearse con la
direccidn del campo, aunque el movimiento térmico de los atomos impide una alineacion perfecta. Una vez
retirado el campo magnético, los espines de los electrones regresan a su estado inicial. Algunos ejemplos
de materiales paramagnéticos incluyen el oxigeno liquido y gaseoso, el sodio atédmico en estado gaseoso,
el hidrégeno atomico, metales como el platino y el aluminio, y algunas sales como cloruros, sulfatos y
carbonatos de manganeso, cromo, hierro y cobre (Olgiicii et al., 2025).
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Figura 4. Efecto de la presencia de un campo magnético sobre los espines de los electrones de un material
paramagnético A) antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético (Martinez, 2006).

2.3.3. FERROMAGNETISMO

El ferromagnetismo es un fendmeno magnético notable y ampliamente conocido. Segun la teoria de Weiss,
se forman pequefas regiones llamadas dominios, magnetizadas espontaneamente, pero cuyas
direcciones de magnetizacion se cancelan mutuamente, resultando en una magnetizacién neta cero para
el material. Cuando se aplica un campo magnético, los dominios se alinean paralelamente, generando
magnetizacién. Debido a la tendencia de los espines electronicos en los atomos de materiales
ferromagnéticos a permanecer alineados dentro de los dominios, los dominios conservan su alineacién
incluso después de retirar el campo magnético, manteniendo la magnetizacién del material. Este fenédmeno
es fundamental en la fabricacion de imanes permanentes, conocidos como "imanes duros", y se encuentra
en elementos como hierro, cobalto, niquel y algunas tierras raras. Los ferromagnetos tienen diversas
aplicaciones tecnoldgicas, incluyendo la produccion de imanes permanentes, fabricacion de
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transformadores, dispositivos electromagnéticos y materiales para grabado permanente (Olglici et al.,
2025).
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Figura 5. Efecto de la presencia de un campo magnético sobre los espines de los electrones de un material
ferromagnético A) antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético (Martinez, 2006).

2.3.4. ANTIFERROMAGNETISMO

En estos materiales, los espines tienden a alinearse antiparalelamente, lo que resulta en la cancelacion de
los momentos magnéticos netos. Este fendmeno se debe al mecanismo de interaccion conocido como
"superintercambio”, donde la transferencia de electrones de los iones de oxigeno a los atomos metalicos
vecinos permite que los cationes magnéticos interactien entre si a través de los aniones. Ejemplos de
materiales antiferromagnéticos incluyen el cromo, el manganeso y varios 6xidos de metales de transicion
como MnO, FeO, CoO y NiO. La principal aplicacion de estos materiales es en la fabricacion de
magnetoresistencias, las cuales consisten en capas de materiales antiferromagnéticos y ferromagnéticos
que presentan una alta resistividad magnética cuando se combinan (Olgiici et al., 2025).
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Figura 6. Efecto de la presencia de un campo magnético sobre los espines de los electrones de un material
antiferromagnético A) antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético (Martinez, 2006).

2.3.5. FERRIMAGNETISMO

El ferrimagnetismo es una variante especial del antiferromagnetismo en la que la alineacién antiparalela
de los espines no es de la misma magnitud, lo que resulta en que sus momentos magnéticos netos no se
cancelen. A nivel macroscopico, estos materiales se comportan de manera similar a los ferromagnetos,
tanto es asi que durante mucho tiempo fueron utilizados de manera intercambiable. Las ferritas son

ejemplos comunes de ferrimagnetos, especialmente las ferritas con la férmula general MO+Fe2Os3, donde

M es un metal de transicidon divalente como manganeso, niquel, cobalto, zinc, entre otros. Estas ferritas
son de gran interés tecnologico debido a su capacidad para magnetizarse facilmente (alta permeabilidad)
y su baja conductividad eléctrica, lo que las hace utiles en dispositivos de alta frecuencia y otras
aplicaciones (Olglicl et al., 2025)
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Figura 7. Efecto de la presencia de un campo magnético sobre los espines de los electrones de un material
ferrimagnético A) antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético (Martinez, 2006).

2.3.6. SUPERPARAMAGNETISMO

El comportamiento superparamagnético se observa en materiales que cumplen dos condiciones:
a) estanformados por particulas ferrimagnéticas con tamafos de particula muy pequefos, por debajo

de un valor critico especifico para cada material, ~ 5-50 nm (Soufi et al., 2021)

b) contienen particulas ferri o ferromagnéticas dispersas en un recubrimiento dieléctrico que impide
la interaccion entre particulas adyacentes.

En este fendmeno, la respuesta magnética de cada particula es independiente de las demas.
Cuando se aplica un campo magnético, los espines de los electrones en estos materiales se comportan
de manera similar a los materiales ferri o ferromagnéticos, pero al retirar el campo, la magnetizacién
desaparece, lo que significa que estos materiales no retienen memoria magnética (Olgiici et al., 2025)
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Figura 8. Efecto de la presencia de un campo magnético sobre los espines de los electrones de un material
superparamagnético A) antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético

2.4. CURVAS M VS. H: ENTENDIENDO LAS PROPIEDADES MAGNETICAS DE LOS MATERIALES
FERRIMAGNETICOS Y SUPERPARAMAGNETICOS

En el mundo de los materiales magnéticos, las curvas M vs. H (Magnetizacién vs. Campo Magnético
Aplicado) representan una herramienta invaluable para comprender y clasificar sus comportamientos
magnéticos. Estas curvas proporcionan una representacion grafica de la magnetizacion (M) del material
en funcién del campo magnético externo aplicado (H), revelando informacion crucial sobre la
susceptibilidad magnética, la remanencia y la coercividad de un material (Olgiici et al., 2025)

2.4.1. CURVAS DE HISTERESIS

La histéresis es un fendmeno de retraso o desfase entre dos cantidades relacionadas, como deformacién
y tension, o campo e induccion magnéticos. El término proviene del griego y significa "quedarse atras". La
histéresis causa calentamiento en el material debido a la amortiguacidon de energia en propiedades
magnéticas y mecanicas, siendo la histéresis magnética y la mecanica las formas mas reconocidas de
este fendmeno (Lamouiri, et al., 2020).
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2.4.1.1. CURVAS DE HISTERESIS: FERRIMAGNETISMO

La fuerza ejercida por un campo magnético sobre un material ferrimagnético puede describirse a nivel
microscoépico, considerando el giro de los espines electrénicos, o a nivel macroscopico, en términos de la
magnetizacién del material. La integracion de ambos conceptos se muestra en la figura 9. Inicialmente, el
material estd completamente desmagnetizado, con los espines electrénicos desordenados aleatoriamente
(A). Al aplicar un campo magnético en una direccién X, los espines comienzan a girar en la misma direccién
(B), alcanzando la saturacién cuando todos estan alineados con el campo (C). Al reducir el campo, los
espines se desordenan nuevamente, dejando una magnetizacién remanente (D). Si se aplica un campo
magnético inverso lo suficientemente intenso (coercitividad), el material se desmagnetiza (E). Aumentando
el campo inverso, se alcanza la saturacién en direccién opuesta al campo inicial (F). Luego, el proceso se
invierte para completar un ciclo de histéresis (Olgiicii et al., 2025).
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Figura 9. Analisis a nivel microscopico y macroscépico del comportamiento de un material ferrimagnético bajo la
influencia de un campo magnético (Martinez, 2006).

2.4.1.2. CURVAS DE HISTERESIS: SUPERPARAMAGNETISMO

Los materiales con superparamagnetismo muestran una curva de magnetizacion sin histéresis, como se
ilustra en la figura 10. Inicialmente, los espines electrénicos estédn desordenados, pero se orientan en la
direccion del campo magnético aplicado (H). Cuando se retira el campo, la magnetizacion se pierde debido
a la orientacion estocastica de los momentos magnéticos de los electrones en la muestra. Aunque este
comportamiento es similar al de los materiales paramagnéticos, se distingue por la forma de la curva de
magnetizacién. En los materiales superparamagnéticos, la saturacién magnética se alcanza a intensidades
de campo moderadas, mientras que en los materiales paramagnéticos se requieren intensidades de campo
muy alta (Olglici et al., 2025).

M

A
v

Figura 10. Curva de magnetizacién tipica de un material superparamagnético (Martinez, 2006).
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2.5. INMOVILIZACION DE LA PROTEINA EN NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Como ya se establecio, las nanoparticulas magnéticas son particulas diminutas con dimensiones entre 1
y 100 nanémetros; estas emergen como protagonistas con propiedades excepcionales que van mas alla
del magnetismo. Su facilidad para hacerlas biocompatibles, estabilidad fisicoquimica y bajo costo de
produccion las convierten en candidatas ideales para diversas aplicaciones, especialmente en el ambito
de la nanobiomedicina (Fu et al., 2024).

Las nanoparticulas magnéticas, gracias a su combinacion de propiedades magnéticas vy fisicas
excepcionales, son candidatas ideales para el desarrollo de nanobiosensores. Estos dispositivos
miniaturizados permiten la deteccion y cuantificaciéon de biomoléculas, células y otros analitos de interés
biolégico con alta precision y sensibilidad. Una de las principales formas en las que son aprovechadas son
por medio de la funcionalizacion de la superficie de las nanoparticulas magnéticas, un paso crucial para
su aplicacion en nanobiosensores. Este proceso implica la modificacion de la superficie de las
nanoparticulas para unirles moléculas o biomoléculas especificas (Fu et al., 2024). Existen dos estrategias
principales de funcionalizacion:

e Modificacion de la superficie de materiales organicos: Esta estrategia utiliza moléculas
organicas, como polimeros o ligandos, para modificar la superficie de las nanoparticulas.

e Modificacion de la superficie de materiales inorganicos: Esta estrategia utiliza materiales
inorganicos, como 6xidos metalicos o silicatos, para modificar la superficie de las nanoparticulas.
En la mayoria de las aplicaciones practicas, se ha demostrado que la capa protectora utilizada

para funcionalizar la superficie de las nanoparticulas magnéticas no solo permite la unién de moléculas o
biomoléculas especificas, sino que también mejora su estabilidad y dispersabilidad en soluciones acuosas.
Esta mejora es crucial para el buen funcionamiento de los nanobiosensores y otras aplicaciones
biomédicas (Liu, et al., 2020).

En este sentido, la inmovilizacién de enzimas juega un papel crucial en el desarrollo de diversos
procesos industriales y aplicaciones biomédicas. Este proceso consiste en fijar una enzima, una
biomolécula con actividad catalitica, a un soporte sélido, lo que permite reutilizarla y mejorar su estabilidad.
Existen dos enfoques principales para la inmovilizacién de enzimas: métodos fisicos y métodos quimicos
[Figura 11] (Priyadarshi & Singhal, 2025).

e Los métodos fisicos para la inmovilizacién de enzimas se caracterizan por interacciones débiles
entre la enzima y el soporte, lo que permite mantener la actividad catalitica y la estructura
tridimensional de la enzima.

e Los métodos quimicos para la inmovilizacion de enzimas forman enlaces covalentes entre la
enzima y el soporte, lo que genera una uniéon mas fuerte y estable.

RETENCIiN FiSICA INMOVILIZA(ION QuimicA
Adsorcion Atrapamiento o Unioén covalente Entrecruzamiento
inclusion
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Figura 11. llustracién de métodos fisicos y quimicos para la inmovilizacion de enzimas (Priyadarshi & Singhal, 2025)
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La inmovilizacion covalente de biocatalizadores emerge como una técnica fundamental para el
desarrollo de procesos industriales mas eficientes y aplicaciones biomédicas innovadoras. Este proceso
consiste en fijar una enzima, una biomolécula con actividad catalitica, a un soporte sélido mediante enlaces
covalentes, creando una unioén estable y reutilizable. Los grupos funcionales enzimaticos, como el grupo
amino, el grupo carboxilico, el grupo fendlico, el grupo tiol, el grupo imidazol, el grupo indol y el grupo
hidroxilo, juegan un papel crucial en la inmovilizacidon covalente. Estos grupos actuan como puntos de
anclaje, permitiendo la unién de la enzima al soporte sélido a través de enlaces covalentes (Vijayalakshmi
et al.,, 2019).

La inmovilizacion enzimatica no se limita a soportes convencionales; las nanoparticulas han
surgido como plataformas prometedoras para esta técnica. Las propiedades Unicas de las nanoparticulas,
como su tamano reducido, alta superficie y funcionalidad ajustable, las convierten en candidatos ideales
para la inmovilizacion enzimatica. Entre las ventajas de utilizar nanoparticulas como soporte se
encuentran: una mayor area superficial, versatilidad en la funcionalizacién, asi como, en sus propiedades
opticas y magnéticas. Ademas, abre un abanico de posibilidades en el campo de los biosensores; los
cuales son dispositivos que combinan la especificidad de reconocimiento de biomoléculas de las enzimas
con la sensibilidad de deteccion de las nanoparticulas. Estas herramientas miniaturizadas y altamente
sensibles tienen el potencial de revolucionar diversos sectores.

2.6. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

El virus del papiloma humano (VPH) pertenecen a cinco de 18 géneros de la familia Papillomaviridae: alfa,
beta, gamma, mu y nu (Zhang et al., 2025); caracterizados por la simplicidad de su estructura pues carecen
de membrana y su diametro oscila los 45 — 55 nm. La forma de su capside proteica es icosaédrica,
compuesta por 72 capsdmeros. Se dicen que son virus de DNA derivado que en el interior de la capside
se puede encontrar material genético en forma de DNA o RNA viral (Figura 12). Dicho material genético
se puede encontrar en forma de cadena con aproximadamente 8000 pares de bases (Toro-Montoya &
Tapia-Vela, 2021).
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Figura 12: a) Representacion de la estructura superficial del VPH; b) Corte transversal de la estructura del VPH
[componentes internos]; ¢) Ubicacion de la informacion genética dentro de la capside.
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Este tipo de virus son altamente especificos que infectan Unicamente células epiteliales de
diferentes tejidos en diversos vertebrados, incluyendo al ser humano. Esta especificidad se debe a la
interaccion precisa de proteinas virales con receptores especificos presentes en las células epiteliales
(Guzman-Lopez, et al., 2010). En el 90% de los casos, el sistema inmunitario elimina la infeccion por si
solo. Segun el reporte mas actual de la OMS (2024), para marzo se ha registrado que la mayor prevalencia
de infecciones por VPH en mujeres se encuentra en Africa Subsahariana (24%), seguida de América Latina
y el Caribe (16%), Europa Oriental (14%) y Asia Sudoriental (14%).

Solo en 2019, el VPH causé aproximadamente 620 000 nuevos casos de cancer en mujeres y 70
000 nuevos casos en hombres (de Martel, et al., 2020). Convirtiéndola en una de las principales
neoplasias! malignas que afecta a las mujeres en el mundo y en nuestro pais (México); para el 2020, el
cancer cervicouterino (CACU) se convirtid en el segundo mas diagnosticado y la segunda causa de muerte
en mujeres, con un estimado de 9 mil 439 nuevos casos y 4 mil 335 muertes (Medrano, 2022). El CACU
fue la cuarta causa de cancer y muerte en mujeres en 2022, con alrededor de 660 000 nuevos casos y
350 000 muertes a nivel mundial (OMS, 2024).

Con lo anterior, se observa una tendencia en crecimiento de las tasas de incidencia de VPH tanto
a nivel nacional como mundial. Esto principalmente en hombres y mujeres con una vida sexualmente
activa, pues esta es la enfermedad virica del aparato reproductor mas frecuente (10-60% de la poblacion
general), por lo que se esperaria que esta parte de la poblacion la padeciera en alguin momento de su vida
0 en repetidas ocasiones (Hablemos de salud, 2024).

Durante el embarazo y el parto, las mujeres pueden transmitir infecciones, a sus hijos, en un
proceso conocido como transmision vertical. Este fendmeno no solo puede ocurrir durante la gestacion y
el proceso de dar a luz, sino también después del nacimiento del bebé (Ardekani et al., 2022).En ese
mismo sentido, el VPH no solo es una ETS prevalente, sino que también representa una considerable
carga de enfermedad y mortalidad entre la poblacion joven. Junto con el VIH, se posiciona como una de
las ETS con mayor costo en términos de gastos médicos directos (Chesson et al., 2021).La mayoria de
las infecciones por VPH son de bajo riesgo y suelen desaparecer por si solas, causando pocas o ninguna
secuela. Las verrugas anogenitales [VPH-6 y VPH-11] son un ejemplo de una complicaciéon de VPH de
bajo riesgo (PAHO, 2015). Algunos subtipos del VPH son de alto riesgo y pueden persistir en el organismo,
lo que aumenta el riesgo de desarrollar displasia de bajo grado, cambios celulares precancerosos y, en
ultima instancia, cancer cervicouterino de alto grado (American Cancer Society, 2021).

En ese sentido, segun el genotipo de VPH presente en cada caso, se puede clasificar su respuesta
o potencial de malignidad en alto o bajo riesgo. De acuerdo con Sanjosé, et al. (2018) existen doce tipos
(16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59), también conocidos como tipos de alto riesgo, que se han
clasificado como cancerigenos para los seres humanos segun el Centro Internacional de Investigaciones
sobre el Cancer [Tabla 1].

Tabla 1. Clasificacion de papilomavirus segtin su riesgo oncogénico o enfermedad asociada. Adaptada de (Toro-
Montoya & Tapia-Vela, 2021)

Papilomavirus Humano Genotipo Enfermedad asociada
Alto riesgo oncogénico 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, | Cancer cervical, anal, vaginal, vulvar,
52, 56, 58, 59 orofaringeo y lesiones precursoras
asociadas
Bajo riesgo 6,11 Verrugas  genitales, papilomatosis
respiratoria recurrente

' Cualquier crecimiento descontrolado de células o tejidos anormales en el organismo. (Instituto Nacional
del Cancer, 2024)
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carcinogénicos*

Probablemente 68 Cancer cervical
carcinogénico*
Posiblemente 5,8 Carcinoma de células escamosas de la

piel en pacientes afectados por
epidermodisplasia verruciforme

26, 30, 34, 53, 66, 67, 70, 73, | Incierto
82, 85, 97

* Segun la evaluacion de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC)

2.7. CICLO VIRAL

El genoma del Virus del Papiloma Humano (VPH) funciona como una compleja orquesta molecular, divida
en dos secciones principales: los genes tempranos y los genes tardios. Cada seccidon desempeia una
funcion crucial en el ciclo de vida viral y la interaccién con la célula huésped [Figura 13].
Segun Toro-Montoya & Tapia-Vela (2021) los genes tempranos:
e E1, E2y E4: Estos genes controlan el ritmo de la infeccion viral. Son responsables de la replicacion
del ADN viral, la regulacién de la expresion génica y la evasion del sistema inmunoldgico de la

célula huésped.

Por otro lado, los genes tardios:
e ES5,E6y E7: Estas son las protagonistas. Se trata de oncoproteinas que alteran el funcionamiento
normal de la célula huésped, promoviendo su crecimiento descontrolado y la evasion de la
apoptosis (muerte celular programada). Esta transformacién celular es un paso clave en el
desarrollo de canceres asociados al VPH.
o Los genes tempranos E6 y E7 codifican para las oncoproteinas de 160 y 100 aminoacidos,
respectivamente. Estas proteinas son las responsables clave de la malignizacién celular,
ya que desregulan el ciclo celular, provocan la inmortalizacion y el crecimiento desmedido
del queratinocito (Contreras & Venegas, 2015).

e L1y L2: Estas proteinas estructurales forman la cépside, la cubierta externa del virus. Son

esenciales para el ensamblaje del virus y su reconocimiento por las células huésped.

LCR

E1

LCR: Origen de la replicacion, sitios de unién a
factores de transcripcion y control de la expresion
geénica

L1: Proteina mayor de la capside

L2: Proteina menor de la capside

E1: Replicacién y transcripcion del ADN viral

E2: Replicacion del ADN viral, apoptosis e inhibidor
de la transcripcion de EG/E7

E4: Replicacién del ADN viral

E5: Proliferacion celular, alteracion de las rutas de
sefalizacion, reconocimiento inmune y apoptosis

E6: Degradacion de p53, alteracion de la regulacion
del ciclo celular, resistencia a la apoptosis,
inestabilidad cromosomica e inmortalizacion celular
E7: Degradacion de pRb, reentrada a la fase S del
ciclo celular, sobreexpresion de p16, inestabilidad
cromosomica

Figura 13. Estructura del genoma viral del VPH16 (Toro-Montoya & Tapia-Vela, 2021)
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Reconociendo que los VPH no se comportan de manera homogénea y considerando su
clasificacién segun el potencial, los tipos 16 y 18, son considerados los mas virulentos y responsables de
aproximadamente el 70% de los casos de cancer cervical invasor, la forma mas grave de esta enfermedad
(Sanjosé, et al., 2018).

2.7.1. MECANISMOS DE INFECCION Y CARCINOGENESIS DEL VPH

El proceso de infeccién del Virus del Papiloma Humano (VPH) inicia en el estrato basal del epitelio, donde
el virus debe llegar para establecer una infecciéon productiva. Las proteinas de la capside viral (L1)
reconocen y se unen a receptores especificos en la superficie de las células epiteliales. Sin embargo, el
acceso del virus a este estrato requiere una disrupcion o microtrauma en el tejido, ya que un epitelio intacto
actua como barrera efectiva. Por ello, regiones como la cavidad oral y la orofaringe son particularmente
vulnerables, debido a su exposicion a microlesiones derivadas de actividades fisioldgicas cotidianas o de
practicas sexuales oro-genitales, lo que facilita la entrada y repetida exposicién al virus (Zhang et al., 2025).

Una vez que el VPH entra en contacto con la célula huésped, su ADN viral es transportado al
nucleo, donde puede permanecer en forma episomal (latente) o integrarse al genoma del hospedero,
iniciando la transcripcion activa. Dado que el virus no codifica su propia maquinaria de replicacion, depende
completamente de los mecanismos mitéticos y enzimaticos de la célula huésped para replicar su genoma
(Skof et al., 2023). Esta dependencia hace que el VPH haya evolucionado proteinas especializadas para
manipular los procesos regulatorios del ciclo celular humano, entre las cuales destacan las oncoproteinas
E6 y E7, responsables de la transformacién maligna.

En el proceso de carcinogénesis inducida por el VPH, las oncoproteinas E6 y E7 son las principales
responsables de la pérdida del control celular. Tras la integracion del ADN viral al genoma del hospedero,
se produce la pérdida del gen E2, encargado de regular la transcripcion de los genes virales tempranos.
Esta pérdida conlleva la sobreexpresion de E6 y E7, lo que desencadena la interrupcién de los mecanismos
de regulacion del ciclo celular y la inhibicion de la apoptosis mediada por proteinas supresoras de tumores
[Figura 14] (Sapp et al., 2005).
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Figura 14. Mecanismo de accion carcinogénica del VPH de alto riesgo
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2.7.1.1. ONCOPROTEINAE7?

La proteina E7, con un peso molecular aproximado de 13 kDa, se localiza principalmente en el nucleo
celular y actua interfiriendo en la transicion G1-S del ciclo celular. Esta proteina se une a la proteina del
retinoblastoma (pRb), inactivandola y provocando la liberacién del factor de transcripcion E2F, el cual
induce la expresién de genes asociados con la sintesis de ADN vy la proliferacion celular (Skof et al., 2023;
Zhang et al., 2025; Galati et al., 2022).

Ademas, E7 induce una sobreexpresion anomala de p16'NK4a un marcador caracteristico de
infeccion por VPH de alto riesgo. Normalmente, p16'Nk4a mantiene a pRb en su estado hipofosforilado,
deteniendo el ciclo celular. Sin embargo, la accidon de E7 impide este control, favoreciendo la proliferacion
desregulada de las células infectadas (Skof et al., 2023).

2.7.1.2. ONCOPROTEINAE6
Por su parte, la proteina E6, de aproximadamente 18 kDa, promueve la transformacién celular al formar
un complejo con la proteina supresora de tumores p53 mediante una ubiquitina-ligasa, lo que conduce a
su degradacion proteasomal. De esta manera, E6 evita la detencion del ciclo celular y la apoptosis que
normalmente induciria p53 en respuesta a dafios gendémicos (Galati et al., 2022).

E6 también inhibe la actividad de las acetiliransferasas de histonas, interfiriendo en la
estabilizacion de p53, y se asocia con diversas proteinas celulares involucradas en la transcripcion,
reparacion de ADN, polaridad y motilidad celular, asi como en la adhesion y estructura del citoesqueleto
(IARC). Ademas, E6 puede activar indirectamente la telomerasa (hTERT), promoviendo la inmortalizacién
celular (Galati et al., 2022).

2.8. METODOS DE DETECCION

Segun la Organizaciéon Panamericana de la Salud, PAHO (2015) la precision en la deteccion del virus del
papiloma humano (VPH) varia segun el método utilizado, destacando la sensibilidad y especificidad de
cada uno. Entre los diversos métodos disponibles se encuentran la colposcopia, estudios histoldgicos,
microscopia electrénica de lesiones verrugosas, hibridacion del ADN y la inspeccién visual de tejidos [Tabla
2].

Tabla 2. Ensayos vigentes para deteccion de VPH (PAHO, 2015)

METODO DE
DETECCION PRECISION | COSTO APROXIMADO VENTAJAS DESVENTAJAS
Citologia Media Medio (~1800 MXN) Amplia Puede no
(Papanicolaou) disponibilidad detectar
infecciones
tempranas
Prueba de ADN Alta Alto (~2500 MXN) Alta sensibilidad y Costoso y
del VPH (PCR) deteccion requiere
temprana laboratorio
Colposcopia Alta Medio (~1000 MXN) Permite Invasivo y
evaluacion visual requiere equipo
especializado
Biopsia Muy alta Alto Medio (~3500 MXN) Diagnéstico Procedimiento
definitivo invasivo
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La deteccion visual de lesiones verrugosas en genitales externos u otras areas cutaneas puede
ser evidente, pero carece de fiabilidad y especificidad. Por otro lado, la colposcopia?, que emplea acido
acético en el cuello uterino, revela lesiones no visibles a simple vista al generar un patron blanco brillante
con limites irregulares. Sin embargo, puede resultar dificil identificar el patrén a menos que existan cambios
condilomatososs.

La microscopia electrénica, aunque capaz de mostrar particulas virales en raspados de verrugas
exofiticas, rara vez se utiliza debido a la escasez de particulas virales completas. En contraste, los analisis
de ADN representan una opcion mas satisfactoria, aunque no son adecuados para pruebas clinicas de
rutina debido a sus limitaciones.

Dada la deteccion frecuente del virus en etapas tardias del cancer, es imperativo desarrollar
métodos nuevos altamente eficientes y de bajo costo que reemplacen las opciones invasivas, permitiendo
asi un tratamiento adecuado y oportuno para los pacientes.

3. ANTECEDENTES
3.1. SISTEMA MAGNETICO FUNCIONAL

Las ferritas son compuestos iénicos del tipo MFe204, donde M es un ion metalico divalente. Son materiales
magnéticos de gran importancia debido a su alta resistividad eléctrica, bajas corrientes parasitas y pérdidas
dieléctricas. Estas caracteristicas las hacen ideales para aplicaciones en diversas areas, como dispositivos
de microondas, chips de memoria en computadoras, medios de grabacion magnética y ferrofluidos (Thakur
et al., 2020).

Las ferritas, como compuestos iénicos, han sido objeto de estudio e interés durante siglos debido
a sus propiedades magnéticas Unicas. Su historia se remonta a la antigliedad, con la magnetita (FesO4)
como el primer material magnético conocido. Los antiguos chinos la utilizaban como brujulas primitivas
para el feng shui desde el afio 600 a. C. Con el tiempo, la comprensiéon y el uso de los materiales
magnéticos evolucionaron. Las ferritas, en particular, se convirtieron en materiales cruciales en diversas
aplicaciones debido a sus propiedades especificas. Ejemplo de ello fue su uso para el desarrollo de
nucleos de transformadores y bobinas de radiofrecuencia, ademas de antenas, medio de grabacion
magnética, chips de memoria en computadoras o incluso como ferrofluidos. (Arana & Bercoff; 2011)

En afios recientes, las nanoparticulas de ferrita han ganado interés en aplicaciones biomédicas,
incluyendo la terapia fototérmica, la administracion de farmacos, y la hipertermia para el tratamiento del
cancer (Thakur et al., 2020; Belman, 2019).

Como antecedente directo a esta investigacién, Bucio (2023) desarrolld6 un biosensor
electroquimico con la ferrita de niquel (NiFe204), para la deteccion de proteinas especificas para SARS-
CoV-2. Su pequerio tamafio, biocompatibilidad y propiedades magnéticas permiten la inmovilizacién de
anticuerpos y la deteccion de proteinas especificas mediante técnicas electroquimicas.

Especificamente, las ferritas de Mn-Zn (sistema con el que se trabajara aqui) son un tipo de ferrita
ampliamente utilizado en diversas aplicaciones debido a sus propiedades magnéticas y eléctricas
particulares.

Este tipo de ferritas, se distinguen por ser materiales magnéticamente blandos. Exhiben una alta
permeabilidad magnética, facilitando su magnetizacién ante campos externos débiles, asi como una
elevada induccion de saturacién, permitiendo una respuesta magnética robusta por unidad de volumen.
Ademas, su baja coercitividad implica que requieren minima energia para desmagnetizarse, caracteristica

2 Procedimiento para examinar detenidamente el cuello del Utero, la vagina y la vulva en busca de signos
de enfermedades.

3 Verrugas genitales y son de los tipos mas comunes de infecciones de transmision sexual.
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ideal para dispositivos que operan con ciclos magnéticos reversibles, como los sensores (Thakur, Chahar,
Taneja, et al., 2020).

Respecto a las propiedades eléctricas, las ferritas de Mn-Zn tienen una alta resistividad eléctrica,
lo que minimiza las pérdidas de energia por corrientes parasitas. También, exhiben bajas pérdidas
dieléctricas, lo que significa que disipan poca energia en forma de calor cuando se someten a campos
eléctricos alternos (Arana & Bercoff; 2011).

Sumado a lo anterior, las fuentes indican que las ferritas de Mn-Zn son preferidas por su bajo costo
y amplia gama de aplicaciones. Se utilizan en diversas areas, incluyendo la electrénica, biomedicina, para
el desarrollo de sensores y catalizadores. (Thakur, Chahar, Taneja, et al., 2020; Arana & Bercoff; 2011)

Este tipo de ferritas presenta una amplia versatilidad de metodologias; si de sintesis y
procesamiento se habla, se pueden sintetizar mediante diferentes métodos, como el método sol-gel, la
coprecipitacion quimica, la técnica ceramica convencional, el método hidrotermal, microondas, entre otros.
Esta variedad de métodos permite la produccion de ferritas de Mn-Zn con diferentes tamafios de grano,
morfologias y propiedades, ampliando aun mas su gama de aplicaciones (Thakur, Chahar, Taneja, et al.,
2020; Slavu et al., 2021).

Cabe anadir que, con este tipo de ferritas, donde unos de los metales es el Zn, se ha reportado un
fenémeno llamado “Canting”. Este fendmeno se refiere a un desalineamiento de los momentos magnéticos
en la subred B de la estructura espinela, lo que resulta en una disminucién de la magnetizacion total del
material. Este fendmeno se observa cuando la concentracién de Zn en la ferrita es relativamente alta.

El "canting" se produce debido a la competencia entre diferentes interacciones de intercambio en
la estructura espinela cuando se introduce Zn. A bajas concentraciones de Zn, éste tiende a ocupar los
sitios tetraédricos (A), desplazando algunos iones Fe3* a los sitios octaédricos (B). Este desplazamiento
aumenta la magnetizacion en la direccién de la subred B, ya que los iones Fe3* tienen un momento
magnético mayor que los iones ZnZ*, que son no magnéticos (Chen et al., 2024).

Sin embargo, a medida que la concentracién de Zn aumenta, el acoplamiento A-B se debilita
debido a la menor cantidad de iones Fe3* en los sitios A. Al mismo tiempo, la interaccion B-B, que también
es ferromagnética, comienza a prevalecer. Como resultado, algunos espines en la subred B se desalinean,
contrarrestando la magnetizacion de la subred B y produciendo una disminucién en la magnetizacion total
de la ferrita [Figura 15].

Zn0 ZnO

Subred A

- - ——— -
- ——— =

Subred B

Figura 15. Efecto Canting.(Arana & Bercoff; 2011)

El "canting" es un fendmeno complejo que depende de la composicion especifica de la ferrita y de
las condiciones de sintesis. En algunos estudios, se ha observado que la magnetizacion de saturacion
aumenta linealmente con la concentracion de Zn en la region de bajo contenido de Zn, pero luego se aparta
de esta tendencia a medida que el contenido de Zn aumenta (Arana & Bercoff; 2011).
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Es importante tener en cuenta que la distribucién cationica en las ferritas mezcladas puede variar
dependiendo del método de sintesis y del tratamiento térmico aplicado. En algunos casos, se ha observado
una migracion de iones Zn?* a los sitios octaédricos (B), lo que puede influir en el fenomeno de "canting"
(Arana & Bercoff, 2011; Chen et al., 2024).

A pesar de que las ferritas de Mn-Zn y otros tipos de ferritas han captado interés, debido a sus
notables propiedades magnéticas y su potencial en aplicaciones biomédicas, existe una clara tendencia a
mejorar la funcionalidad y biocompatibilidad de las ferritas mediante la modificacion de sus superficies.

En principio las nanoparticulas de ferrita, en su forma pura, pueden presentar problemas de
biocompatibilidad y toxicidad en sistemas biolégicos. Recubrirlas con materiales biocompatibles, como
silice (SiO,), polietilenglicol (PEG) o albimina de suero bovino (BSA), crea una barrera entre el nucleo de
ferrita y el entorno bioldgico, lo que minimiza las interacciones no deseadas. Este recubrimiento reduce la
toxicidad y facilita el uso seguro de las nanoparticulas de ferrita en aplicaciones de diagndstico y terapias
biomédicas (Materén et al., 2021; Belman, 2019; Bucio, 2023).

Las capas de recubrimiento protegen el nucleo de ferrita de la oxidacion y la degradacion en
entornos bioldgicos, asegurando la integridad del material en el tiempo. Esto contribuye a la estabilidad en
suspension de las nanoparticulas, previniendo su agregacion y asegurando una distribucién uniforme en
medios liquidos (Jamal & Mahmood, 2023; Bucio, 2023).

El recubrimiento también ofrece una superficie adecuada para la funcionalizacién con moléculas
especificas (p. €j., anticuerpos, ligandos o farmacos), lo que permite dirigir las nanoparticulas de ferrita a
sitios especificos del cuerpo, como tumores o células afectadas (Thakur et al., 2020).

Conjugarlas con anticuerpos, por ejemplo, convierte a las nanoparticulas en herramientas Utiles
para la deteccién de proteinas o biomarcadores en aplicaciones de diagndstico (Bucio, 2023).

Cabe anadir que el recubrimiento puede influir en el tamafio y la forma de las nanoparticulas, lo
cual afecta sus propiedades magnéticas y su comportamiento en sistemas biolégicos. En los estudios
relacionados al desarrollo de biosensores han explorado diversos materiales de recubrimiento (Bucio,
2023):

o Silice (SiO;): Se usa comunmente para recubrir nanoparticulas de ferrita de niquel (NiFe,O,),

creando una superficie biocompatible que es facilmente funcionalizable.

e Albumina de suero bovino (BSA): Empleada para bloquear la superficie de las
nanoparticulas de ferrita de niquel después de la conjugacion con anticuerpos, minimizando
la unién no especifica.

Principalmente, para el proceso de funcionalizacion, la mayor parte de los estudios enfocados al
desarrollo de biosensores, retoman el uso de sistemas de tipo SiO2-APTES, dada la facilidad de anclar
esta molécula sobre la superficie de la silice, derivado de un proceso de silanizacion, usada como una
estrategia comun para funcionalizar nanoparticulas de ferrita. Este proceso implica la formacién de enlaces
covalentes entre grupos silanol en la superficie de la ferrita y moléculas que contienen grupos amino o tiol.
(Belman, 2019; Bucio, 2023). Estos mismos grupos se han comprobado por medio de espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), dada la presencia de picos anchos en la region de 3310-
3500 cm-! que indica la presencia de grupos amino.

3.2. DETECCION DE ANTICUERPOS MEDIANTE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se ha consolidado como una herramienta
complementaria en la caracterizacion de sistemas biofuncionalizados, permitiendo la deteccion indirecta
de biomoléculas ancladas sobre superficies modificadas. Su principal ventaja radica en la capacidad de
identificar los grupos funcionales involucrados en la union covalente entre el soporte nanométrico y las
biomoléculas, como los anticuerpos (Diaz et al., 2022).
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En sistemas donde las nanoparticulas han sido previamente recubiertas con silice vy
funcionalizadas con agentes silanos como el APTES (como es el caso), la aparicién o desplazamiento de
bandas caracteristicas asociadas a los grupos —NH, —C=0 o —Si—O-Si, constituye una evidencia clara de
que se ha producido el enlace covalente entre el grupo amino del APTES y el grupo carboxilo del anticuerpo
(Reddy et al., 2018).

De acuerdo con lo reportado por Diaz et al. (2022), el analisis por FTIR permitié confirmar la
inmovilizacién de biomoléculas sobre la superficie de nanoparticulas al observar la disminucion en la
intensidad de las bandas correspondientes a los grupos aminos libres (—-NH,), junto con el surgimiento de
nuevas bandas en la regién de 1690-1550 cm™ asociadas a las vibraciones amida | y amida Il. Dichos
cambios son caracteristicos de la formacion del enlace amida producto de la reaccion entre el APTES y el
anticuerpo. Para el caso reportado empleando APTES la banda se ubica entre los 1630-1697 cm™

Esta metodologia resulta especialmente util cuando existen limitaciones experimentales para
realizar pruebas electroquimicas o de fluorescencia, ya que no requiere marcadores adicionales y permite
verificar la biofuncionalizacion directamente sobre el sélido. Ademas, su caracter no destructivo facilita el
analisis posterior de las mismas muestras en otras técnicas complementarias (Lorenz-Fonfria, 2020).

3.3. LA BATALLA CONTRA EL VPH: AVANCES HACIA LA DETECCION TEMPRANA

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es una realidad que afecta a millones de personas en el mundo. No
es una novedad que este virus, asociado con mas de 70% de los casos de cancer cervical, representa un
problema de salud publica significativo. Lo que si es una novedad son los avances tecnolégicos que han
revolucionado su deteccion, ofreciendo una oportunidad sin precedentes para combatir esta enfermedad
desde sus etapas mas tempranas.

El diagndstico precoz se ha convertido en el mejor aliado para mitigar las consecuencias del VPH.
Mas alla de las pruebas tradicionales, como el Papanicolaou, la ciencia ha abierto nuevas puertas,
permitiendo a médicos y pacientes abordar la infeccién de manera mas precisa y efectiva.

En las ultimas décadas, la investigacién en biotecnologia de la mano de la nanotecnologia ha
permitido el desarrollo de métodos innovadores para detectar el VPH, destacandose técnicas que
combinan precision, rapidez y adaptabilidad.

Algunas de estas técnicas que se han implementado son, por ejemplo, el uso de sensores
electroquimicos que ofrecen una herramienta poderosa para la deteccion del ADN del VPH; donde, al
monitorear los cambios eléctricos en un electrodo cuando el ADN viral se une a una sonda inmovilizada,
los sensores electroquimicos logran una sensibilidad y especificidad excepcionales, incluso en muestras
clinicas dificiles (Amrul, Parmin, Hashim, et al., 2020; Chekin, Bagga, Subramanian, et al., 2018; Rasouli,
Shahnavaz, Jefrey, et.al., 2018).

Otro caso, es el uso de nanobiosensores, donde, a través del uso de nanoparticulas de oro,
permiten detectar secuencias gendémicas del HPV-16, uno de los tipos de alto riesgo mas comunes. Su
capacidad para trabajar con muestras clinicas reales y detectar fragmentos largos de ADN es un paso
adelante en comparacién con métodos mas convencionales (Azizah, Hashim, Gopinath, et al., 2017).

La g-PCR es una técnica que sigue siendo un estandar de oro en el laboratorio por su capacidad
de detectar y cuantificar el ADN del VPH con una precision sin precedentes. Aunque requiere equipos
especializados, su sensibilidad es clave para un diagndstico confiable (Mojtaba, Behbudi, Alireza, et al.,
2021; Ramesh, Loong, Haarindraprasad, et al., 2019).

Y, finalmente, los ensayos serolégicos que, aunque menos directos que las técnicas anteriores,
estos evaluan la exposicion al virus al identificar anticuerpos contra el VPH. Aunque utiles, pueden
enfrentar limitaciones como el tiempo necesario para que los anticuerpos se desarrollen o posibles
reacciones cruzadas con otros tipos virales (Azizah, Hashim, Gopinath, et al., 2017; Chekin, Bagga,
Subramanian, et al., 2018).
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Sumando a lo anterior, se ha realizado estudios particularmente sobre la proteina E7 que, mas
que una molécula viral, es un indicador temprano de peligro (Ramesh, Loong, Haarindraprasad, et al.,
2019). Como oncoproteina, E7 interfiere con los mecanismos normales de regulacion celular, promoviendo
el desarrollo del cancer cervical. Su importancia como objetivo para nuevos biosensores es evidente.

En principio, los investigadores han inmovilizado anticuerpos contra E7 en nanoparticulas
magnéticas, logrando detectar esta proteina de manera rapida y especifica (Mojtaba, Behbudi, Alireza, et
al., 2021).

Asi mismo, el valor clinico de detectar E7 podria no solo confirmar la presencia del virus, sino
también senalar su potencial oncogénico, ayudando a priorizar casos criticos para tratamiento (Bucio,
2023).

3.4. SELECCION DE LA PROTEINA E7 COMO BIOMARCADOR DE DETECCION

Dentro de las proteinas virales expresadas por el Virus del Papiloma Humano (VPH), las oncoproteinas
E6 y E7 son las principales responsables de la transformacién maligna de las células epiteliales infectadas.
Ambas actuan interfiriendo con los mecanismos de control del ciclo celular mediante la inactivacion de las
proteinas supresoras de tumores p53 y pRb, respectivamente (McBride, 2021; Zhang et al., 2025). Sin
embargo, al considerar su viabilidad como diana biomolecular para el desarrollo de biosensores de
diagndstico, la proteina E7 presenta ventajas notables sobre EG, tanto desde el punto de vista estructural
como funcional.

En primer lugar, E7 se caracteriza por una mayor estabilidad y tiempo de vida intracelular,
manteniéndose expresada de manera continua incluso en fases avanzadas de la infeccién y tras la
integracion del ADN viral en el genoma de la célula huésped. Esta caracteristica permite detectar
infecciones persistentes, ya que su expresion se mantiene activa en las células transformadas, mientras
que la proteina E6 suele degradarse mas rapidamente y depender del estado episomal del virus (Han et
al., 2024).

Ademas, E7 se expresa en mayor cantidad que E6 durante la replicacion viral. Este fendmeno se
debe a que ambas proteinas son traducidas a partir de un ARNm bicistrénico (E6/E7), pero el marco de
lectura de E7 posee una regién de inicio de traduccién mas eficiente, lo que genera una produccién mas
abundante (Zhang et al., 2025). Por consiguiente, la deteccién de E7 ofrece una sefal analitica mas intensa
y reproducible, aspecto fundamental en biosensores donde las concentraciones de analito suelen
encontrarse en niveles traza.

Desde el punto de vista funcional, E7 desempefia un papel mas directo y sostenido en la
proliferacion celular descontrolada, al unirse a la proteina del retinoblastoma (pRb) y liberar el factor de
transcripcion E2F, promoviendo la entrada continua en fase S del ciclo celular y evitando la detencion del
crecimiento (McBride, 2021). Esta actividad persistente convierte a E7 en un marcador confiable de
transformacion neoplésica activa, a diferencia de E6, cuya funcién puede ser complementaria o transitoria
en las etapas iniciales de la infeccion.

Estructuralmente, E7 posee epitopos mas accesibles y definidos para el reconocimiento
inmunoldgico, lo que facilita su deteccion mediante anticuerpos monoclonales en técnicas como ELISA,
FTIR o biosensores electroquimicos (Klaes et al., 2001). En contraste, la proteina E6 presenta
conformaciones menos estables y una mayor tendencia al plegamiento interno, dificultando el acceso de
los anticuerpos y disminuyendo la eficiencia del reconocimiento molecular.

Diversos estudios clinicos han validado que la deteccion de E7 es un indicador mas sensible y
especifico de infeccidon oncogénica activa, correlacionandose con la presencia de lesiones intraepiteliales
de alto grado y cancer cervical (Stanley, 2012). Por ello, el disefio del presente biosensor se fundamenta
en la deteccién selectiva de la proteina E7 del VPH-16, empleando nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas con anticuerpos monoclonales anti-E7 como elemento bioreceptor.
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4. HIPOTESIS

La funcionalizacién de nanoparticulas superparamagnéticas de Mn1xZnxFe204 mediante un recubrimiento
de silice y grupos amino (APTES) proporcionara una interfaz estable y de alta area superficial que permitira
el anclaje covalente orientado de anticuerpos anti-E7. Esto validard su uso como transductor de
biorreconocimiento eficiente para la captura especifica de biomarcadores del VPH.

5. OBJETIVO GENERAL

Disefiar y desarrollar un sistema nanoestructurado basado en nanoparticulas magnéticas tipo Mn1.
xZnxFe204 recubiertas con silice y funcionalizadas con APTES, que permita la inmovilizacién estable de
anticuerpos monoclonales especificos contra el Virus del Papiloma Humano (VPH), validando su anclaje
mediante espectroscopia infrarroja (FTIR) como etapa fundamental para el posterior desarrollo de un
biosensor electroquimico orientado a la deteccion de la oncoproteina E7.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar nanoparticulas magnéticas tipo Mnx-1ZnxFe204 mediante el método de coprecipitacion
quimica, optimizando las condiciones de sintesis para obtener propiedades estructurales y
magnéticas adecuadas para su posterior funcionalizacion.

o Recubrir las nanoparticulas obtenidas con una capa de silice (SiO,) y funcionalizarlas con APTES,
generando grupos amino superficiales que permitan la inmovilizacion estable de biomoléculas.

o Caracterizar morfolégicamente el material sintetizado mediante microscopia electrénica de
transmision (TEM) y microscopia electrénica de barrido (SEM), para determinar la forma, tamafo
y grado de aglomeracién de las nanoparticulas.

o Analizar la estructura cristalina del material fabricado mediante difraccion de rayos X (DRX), para
identificar las fases cristalinas presentes y calcular el tamafo promedio de cristalita utilizando la
ecuacion de Scherrer.

o Evaluar las propiedades magnéticas de las nanoparticulas mediante Magnetometria de Muestra
Vibrante (VSM), con el propdsito de comprobar la presencia de comportamiento
superparamagnético adecuado para su manipulacién y separacion.

o Preparar el medio de reaccién del biosensor mediante la funcionalizacién quimica de las
nanoparticulas recubiertas con SiO, e inmovilizar anticuerpos monoclonales especificos contra la
proteina E7 del VPH, garantizando una union covalente entre el grupo amino del APTES y el grupo
carboxilo del anticuerpo.

o Comprobar mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) la correcta
funcionalizacién y anclaje del anticuerpo monoclonal sobre la superficie de las nanoparticulas
magnéticas, evidenciando la disminucién de las bandas caracteristicas de los grupos —NH, y la
aparicién de nuevas bandas de enlace amida (C=0, N-H).

7. METODOLOGIA

Para lograr cumplir cada uno de los objetivos mencionados, se propuso dividir la metodologia en cuatro
etapas:
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1. Sintesis de nanoparticulas magnéticas del sistema A1xBxFe20s. En concreto, se realizaran
experimentos con ferritas de manganeso-zinc a diferentes concentraciones (Mn1xZnxFe204; x=
0.25,0.5,0.75)

2. Recubrimiento de las nanoparticulas con material biocompatible (SiO2) para usarlas como
andamio en la siguiente etapa.

3. Funcionalizacién de la nanoparticula y anclaje del anticuerpo (Ab) que interactuara con el analito
de interés.

4. Funcionalizacion del electrodo y evaluacion del anclaje del anticuerpo y deteccién de la proteina.

7.1. MATERIALES Y REACTIVOS

Tabla 3. Lista de reactivos implementados en los diferentes procesos

PROCESO REACTIVOS
1. Sintesis de e Nitrato de hierro nonahidratado (Fe(NO5); - 9H,0, 98%,
nanoparticulas Sigma)
Mn1xZnxFe;04 e Nitrato de zinc hexahidratado (Zn(NO;);-6H,0, 98%,
Sigma)
X=0.25, 0.5, 0.75 e Nitrato de manganeso tetrahidratado Mn(NO;); - 4H,0,
98%, Sigma)
e Acido citrico
e Hidréxido de sodio (NaOH, Sigma)
e FEtanol (C,H;0H)
e Agua desionizada
2. Recubrimiento de las e TEOS (Si(0C,Hs),, 98%, Sigma)
nanoparticulas con e Solucion de hidroxido de amonio (NH,OH, 29%, Sigma)
(SiO2) e FEtanol (C,H;0H)
3. Funcionalizacion de la e Anticuerpo monoclonal de proteina E7 de VPH (Abs)
nanoparticula y anclaje e (3-aminopropil)trietoxisilano [APTES] (Sigma)
del anticuerpo e Etanol (C,H;0H)
e Agua desionizada
e Clorhidrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]lcarbodiimida
(EDC)
e N-hidroxisuccinimida (NHS)
e Solucion salina de fosfato (PBS)
e Albumina de suero bovino (BSA)
4. Evaluacion del anclaje y | Se usaron los mismos reactivos de la etapa 3, ademas de:
deteccion de la proteina e Proteina E7 del VPH
e Oro (Sigma)

7.2. PRIMERA ETAPA: SINTESIS DEL NUCLEO MAGNETICO

Sintesis de nanoparticulas de Manganeso-Zinc (Mnq.xZnxFe>04)

La preparacion de nucleo magnético se llevé a cabo por el método de coprecipitacion quimica, en el cual
se mezclaron los 3 nitratos metalicos en 100 mL de agua desionizada (DI) y el acido citrico en 50 mL de
DI a 300 rpm por 20 min. Pasado el tiempo se aumentd la temperatura a 95°C y la agitacion a 800 rpm. Se
afnadio6 por goteo una disolucién de NaOH 4.8 M hasta obtener un pH 12 (aprox. 7.5-8.5 mL) y se mantuvo
la reaccién a 800 rpm y 95°C por 1 h, cuidando que no se evaporara toda el agua del medio para evitar la
formacién de un gel. Posterior a eso, se realizaron 7 lavados con Dl y 7 lavados con etanol reactivo por
decantacion magnética. Se sugiere como minimo esta cantidad de lavados con cada reactivo para evitar
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altas concentraciones de sodio. El producto se trituré con mortero y pistilo y se recuperd utilizando acetato.
En este punto, es importante evitar rascar el mortero para evitar contaminar la muestra con compuestos
de silicio. Posteriormente, la ferrita se calcind a 900°C por 5 horas utilizando la rampa de calentamiento.
Nuevamente, las ferritas se trituraron y se prepararon para su posterior caracterizacion.

-~

NaOH

Fe (NO,)y9H:0

Zn (NOs):6H:0

Mn (NO);4H:0
CaHsO H

b= = ~ ]
- & - & -
— .
PESAJE DE REACTIVOS DISOLUCION CALENTAR Y AJUSTAR PH CALENTAR Y MANTENER EN
AGITACION (1HR) LAVADOS DE AGUA Y ETANOL
| (j — — e S
SECADO DE PRECIPITADO CALCINAR A 900°C TRITURAR EN MORTERO Y RESERVAR

Figura 16. Esquema para la sintesis de nanoparticulas de Manganeso-Zinc.

7.3. SEGUNDA ETAPA: RECUBRIMIENTO CON SIO;

Los materiales magnéticos fueron recubiertos con SiO2 por medio de una modificacion al método de Stéber
(Belman, 2019; Stéber et al., 1968):

Se tomaron 0.2 g del material previamente dispersado y se agregaron a una mezcla de 40 mL de etanol
reactivo y 10 mL de DI. La mezcla se dispersé durante 40 min en bafio sénico (solucién 1). Por otro lado,
se prepardé una solucion con 30 mL de etanol y 0.6 mL de hidréxido de amonio (NH4OH), la cual se mantuvo
en agitacién durante 10 min (solucién 2). Después, se afiadié la solucion 2 a la solucién 1, y la mezcla se
puso en agitacion mecanica (con propela) a 800 rpm (o cercano, evitando derramar el producto); esto
durante 30 min, para después ser dispersada por bafio ultrasénico por 30 min mas. A la mezcla se le
afnadio 110 uL de tetraetil ortosiliceto (TEOS) y se mantuvo en agitacion mecanica a 800 rpm durante 4 h.
Para detener la reaccion, la muestra se lavd 3 veces con etanol reactivo por centrifugacién a 5500 rpm
durante 15 min. Enseguida, la muestra se seco6 a 60°C por 12 h y, por ultimo, se le realizo un tratamiento
térmico a 550°C durante 6 h.
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Figura 17. Esquema del recubrimiento con SiO2

7.4. TERCERA ETAPA (PARTE 1): FUNCIONALIZACION DEL NUCLEO MAGNETICO

Los materiales magnéticos recubiertos con SiO2 fueron funcionalizados segun el método propuesto por
Belman (2019):

Se tomaron 20 mg de las nanoparticulas recubiertas con SiO-. Estas, se suspendieron en 30 mL
de etanol, posteriormente se afiadieron 20 uL de (3-aminopropil) trimetoxisilano (APTES) y la mezcla se
puso en agitacion por 12 h a temperatura ambiente. Pasadas las 12 h, la mezcla se calenté a 70 °C durante
1 h. En este tiempo se adicionaron alicuotas de etanol para mantener el volumen constante de la muestra.
La mezcla se lavo tres veces por centrifugacion a 5500 rpm, el sobrenadante se retir6 y al término de los
tres lavados, la muestra se suspendid, nuevamente, en 30 mL de etanol.

1 .
L3 L
. e 1

—_— — — — —
<~ @ P &
<> ’ >
AGREGAR APTES +
FERRITAS + ETANOL AGITACION MECANICA AGREGAR CALOR LAVADOS CON ETANOL SUSPENSION EN ETANOL
(SUSPENSION) (12HRS) (1 HR)

Figura 18. Esquema de la funcionalizacion del nucleo magnético con APTES.
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7.5. TERCERA ETAPA (PARTE 2): ANCLAJE DEL ANTICUERPO EN EL NUCLEO MAGNETICO

Se prepararon microtubos con 1 mL de solucién de Mn1xZnxFe204@SiO2-APTES y en cada uno se le
realizo el siguiente procedimiento: Se agregaron 19 uL de EDC 2.5x10-3 mol/L y 35 pL de NHS 1x10-2mol/L
en agua ultrapura a la solucién y se colocaron en agitacion durante 20 min. Posteriormente, se retiraron
540 pL del liquido, separandolo de las nanoparticulas con ayuda de un iman y se colocaron 40 uL de Abs
diluido en 1:19 de Buffer PBS. Se dej6 incubar durante toda la noche a 28°C. Nuevamente con ayuda del
iman, se recuperaron las nanoparticulas y se resuspendioé en 200 yL de PBS y 300 pL de BSA al 0.5% a
un porcentaje final de 0.2%. La solucion se resuspendié dos veces mas para eliminar el exceso de
anticuerpos y se almacené a 4 °C.

!
VD VD
[ | [ |
AGREGAR 40pLDEL

MICROTUBOS AGREGAR EDC + NHS AGITACION (20 MIN) RETIRAR 540uL  ANTICUERPO DILUIDO
(1 ML DE SUSPENSION) 1:18 EN BUFFER PBS

- )
| - =
‘ ' : - j( u

e *s
'D 28°c T 12h e |
¥ V
= .
RESUSPENDER EN PBS Y
INCUBAR RECUPERARNPS pgspa [2] (ELIMINAR EXCESO ALMACENAR A 4°C

DE ANTICUERPOS)

Figura 19. Esquema del anclaje del anticuerpo en el nucleo magnético.

7.6. CARACTERIZACION

Con el fin de estudiar las propiedades fisicas y quimicas se aproveché la infraestructura con la que se
cuenta en el Centro de Nanociencias y Nanotecnologia (CNyN), que, ademas, se ha complementado el
trabajo con otras técnicas gracias a la universidad de UC Irving. Por parte del CNyN se ha aprovechado el
microscopio electronico de barrido (SEM), usando un sistema Philips XL30 ESEM que cuenta con el modo
de electrones retrodispersados (BEC) y el de dispersién de energia (EDS). Ademas, se evaluaron los
sistemas en cada una de las fases desde el recubrimiento, hasta la funcionalizacién y anclaje del
anticuerpo haciendo uso de un espectrofotémetro de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) Tensor 27. Las caracterizaciones restantes, se realizaron en colaboracién con UC Irving, donde se
realizé la difraccion de rayos X (DRX) para evaluar la estructura cristalina de la ferrita sintetizada, ademas
se aprovechd el microscopio electrénico de transmisién (TEM) para evaluar la distribucion de tamafio.
Finalmente, se evaluaron las propiedades magnéticas de las nanoparticulas mediante un sistema de
medicion de propiedades fisicas (PPMS) de Quantum Design utilizando el modo magnetometro de muestra
vibrante (VSM). Los bucles de magnetizacion histéresis se midieron a temperatura ambiente variando el
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campo aplicado en el rango entre -20000 y 20000 Oe. Finalmente, para estudiar el tipo de interaccion
predominante entre las particulas, se utilizé el método de Thamm-Hesse (THM) ajustando la magnetizacion
en funcion de las curvas del campo aplicado.

7.6.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

La TEM es una técnica que permite obtener imagenes de alta resolucion a escala nanométrica mediante
el paso de un haz de electrones a través de una muestra ultradelgada. Esta técnica proporciona
informacion sobre la morfologia, tamafo de particula, defectos cristalinos y distribucion interna de fases
en los nanomateriales (Williams & Carter, 2009). Para su analisis, las muestras se preparan disolviendo
una pequena cantidad del polvo en etanol o agua ultrapura, y depositando una gota sobre una rejilla de
cobre recubierta con una pelicula de carbono, dejandose secar al aire. Especificamente, fueron 5 mg de
material (Mn1.xZnxFe204, x = 0.5), en 5 ml de etanol que se dispersé mediante bafio ultrasonico por 30 min
y se colocé sobre rejillas de cobre cubiertas con una pelicula de carbono.

7.6.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM) Y ESPECTROSCOPIA DE RAYOS
X DE ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

El SEM permite observar la morfologia superficial y topografia tridimensional de los materiales mediante
la deteccién de electrones secundarios. Combinado con EDS, se puede realizar analisis elemental puntual
y mapeo de la distribucidon de elementos (Goldstein et al., 2017). Las muestras deben estar secas, y se
fijan en stubs de aluminio con cinta de carbono.

7.6.3. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La DRX es una herramienta esencial para la caracterizacion estructural de materiales cristalinos. Esta
técnica permite identificar fases cristalinas presentes, calcular el tamafio de cristalita mediante la ecuacion
de Scherrer, y determinar parametros de celda unitaria. Se basa en la interacciéon de un haz de rayos X
con los planos atomicos del material, produciendo un patréon de difraccion caracteristico segun la ley de
Bragg (nA = 2dsinB) (Cullity & Stock, 2001). La intensidad y posicion de los picos en el difractograma
permiten conocer la composicion y grado de cristalinidad del material. En este estudio, las muestras que
ya se encontraban en polvo fueron finamente molidas en mortero y colocadas en un portamuestras plano
de baja fluorescencia, para asegurar una adecuada difraccion y minimizar el ruido de fondo.

7.6.4. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

La FTIR permite identificar grupos funcionales y enlaces quimicos presentes en las nanoparticulas,
proporcionando informacidn sobre procesos de recubrimiento (ej. SiO,) o funcionalizacion (ej. APTES,
anticuerpos). Se basa en la absorcion de radiacién infrarroja por las vibraciones moleculares, la relevancia
de esta técnica radica en su sensibilidad derivado de la orientacién, entorno quimico o su conformacion,
que permite identificar como si fuera un escaner molecular, su estructura, grupos funcionales, y los enlaces.
Ademas, que esta técnica permite determinar de manera cuantitativa el contenido de la muestra medida
segun la intensidad de la banda (Pavia et al., 2014). Las muestras pueden analizarse como polvo seco en
reflectancia difusa o mezcladas con KBr en forma de pastilla para transmision. En este estudio se utilizé el
modo de transmision, mediante la preparacion de pastillas de KBr mezcladas con la muestra en polvo, lo
cual permite una buena dispersion de los espectros infrarrojos y una mayor sensibilidad para compuestos
soélidos. Para el caso de liquidos, se utilizé una pastilla de KBr para medicion, colocando una gota sobre
esta e incidiendo el haz sobre la muestra.
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7.6.5. MAGNETOMETRO DE MUESTRA VIBRANTE (VSM)

El VSM es un instrumento para una técnica utilizada en el estudio del comportamiento magnético de
materiales, especialmente nanoparticulas magnéticas. Funciona segun la ley de induccion de Faraday, la
cual establece que un campo magnético cambiante genera una corriente inducida en un conductor. En
este método, la muestra se coloca bajo un campo magnético constante, que induce la magnetizacién del
material alineando los dominios magnéticos o los espines individuales. Posteriormente, la muestra se hace
vibrar a lo largo del eje vertical, generando un campo magnético alterno proporcional a su magnetizacion.
Este campo alternante induce una corriente eléctrica en un sistema de bobinas de captacién, cuya
intensidad es directamente proporcional al momento magnético de la muestra (Maldonado-Camargo et al.,
2017). Este analisis permite obtener curvas de histéresis que proporcionan parametros clave como la
magnetizacién de saturacion (Ms), la coercitividad (Hc) y la remanencia magnética (Mr), fundamentales
para evaluar si el material exhibe comportamiento superparamagnético. Para el analisis, pequefias
cantidades del polvo se encapsulan en capsulas de gelatina o en tubos no magnéticos.

8. RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1. ANALISIS DE COMPOSICION, MORFOLOGICO ESTRUCTURAL Y ESTADISTICO DE
DISTRIBUCION DE TAMANOS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM),
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM) Y DISPERSION DE ENERGIA DE
RAYOS X (EDS)

Con base en lo observado en la figura 20, correspondientes a micrografias de TEM de las nanoparticulas
de ferrita de Mn-Zn sin recubrimiento, se logré observar particulas mayormente esféricas con una
dispersion moderada en tamafo. La imagen revela que las nanoparticulas se encuentran mayoritariamente
aisladas, sin formacién de grandes aglomerados, lo cual es esencial para aplicaciones en medios
biolégicos. Se observan regiones de contraste mas oscuro correspondientes al nucleo de ferrita y, en
algunas particulas, se distinguen bordes definidos que sugieren una buena cristalinidad.

)

Figura 20. Micrografias de TEM de la ferrita de Mn-Zn; x = 0.5

33



A partir de las micrografias obtenidas por TEM, | analisis de distribucidon de tamafos mediante
Imaged reveld un diametro promedio de 7.5 nm. Este valor se encuentra muy por debajo del radio de
dominio critico (~50 nm) para ferritas, condicidon necesaria para el comportamiento superparamagnético.
Segun multiples estudios, como el elaborado por Thakur, Chahar, Taneja, et al. (2020), las ferritas tipo
espinela (como MnixZnxFe204) muestran comportamiento superparamagnético cuando sus dimensiones
caen por debajo de este umbral critico, ya que los momentos magnéticos individuales pueden alinearse
facilmente bajo un campo magnético externo, pero pierden esta alineacion térmicamente cuando el campo
se retira, evitando la remanencia magnética y permitiendo una respuesta reversible.

El comportamiento superparamagnético es de alto interés en aplicaciones biomédicas, como la
administracion dirigida de farmacos y la deteccion magnética, ya que evita la agregacion de particulas en
ausencia de campo, favoreciendo una buena biodisponibilidad y biocompatibilidad (Martinez, 2006;
Maldonado-Camargo et al., 2017).

Ademas, en varias de las imagenes de alta resolucion TEM es posible observar franjas de
difraccion o planos reticulares [Figura 20 d)], que evidencian la estructura cristalina interna del material.
Estas franjas son consecuencia de la interaccion coherente del haz de electrones con los planos atdmicos
del cristal, lo que confirma que las particulas estan compuestas por dominios monocristralinos o
semicristalinos bien definidos (que seran discutidos mas adelante). La presencia de estas franjas es un
fuerte indicio de orden estructural, lo cual es consistente con materiales obtenidos mediante sintesis
controlada y procesos de crecimiento orientado.

Este grado de cristalinidad puede influir positivamente en las propiedades magnéticas del sistema,
ya que reduce los defectos estructurales que podrian generar centros de “pinning” o anisotropias
indeseadas. Por ello, el analisis TEM no solo proporciona informacion morfoldgica, sino también funcional,
al correlacionarse con el rendimiento del material en aplicaciones especificas.

Para analizar a profundidad las muestras, la figura 21, correspondiente al analisis por SEM de la
ferrita, muestra claramente como varia la morfologia de las particulas sintetizadas con diferentes
concentraciones molares de precursores. En la imagen a), correspondiente a x = 0.25, se observa una
morfologia mas irregular con aglomerados de particulas con forma esferoidal, pero sin una definicion clara
entre limites de grano. Esta estructura puede estar asociada con una cristalizacién incompleta o un menor
grado de orden estructural, posiblemente debido a la disparidad de contendido de Zn y Mn, lo cual limita
el crecimiento uniforme de cristales durante la sintesis.

"20KY4 - %1,000 10pm . \ 16.40 SEM_BEC
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a), b), c) correspondientemente.

La imagen b), correspondiente a x=0.5, revela particulas mas homogéneas, con bordes mas
definidos y distribucion de tamafios mas controlada. La concentracién 0.5 parece haber sido la mas
adecuada para lograr una morfologia semi-esférica con menor aglomeracién. Este comportamiento se ha
asociado previamente con condiciones 6ptimas de nucleacion y crecimiento durante la coprecipitaciéon
quimica.

La imagen c), correspondiente a x=0.75, evidencia una aglomeracién mas intensa, con cumulos
densos de nanoparticulas. Esto puede deberse al exceso de material precursor que favorece la formacion
de nudcleos de crecimiento muy cercanos, promoviendo la fusion parcial de particulas y la formacién de
agregados. El fenédmeno de aglomeracion en concentraciones elevadas ha sido ampliamente reportado en
sintesis de ferritas, limitando su aplicabilidad en sistemas coloidales o biolégicos.

De esta manera, se puede asumir una correlacion existente entre la morfologia y la concentracion
del precursor, donde la evolucién morfolégica sugiere una correlacion directa entre la concentracién de los
precursores metdlicos y la distribucion de tamafo y forma de las particulas. Trabajos previos han
demostrado que, a bajas concentraciones, puede haber una menor nucleacion y, por tanto, particulas mas
grandes e irregulares; mientras que, a concentraciones muy altas, la sobresaturacion favorece el
crecimiento no controlado y la aglomeracion.

Thakur et al. (2020), explican que las propiedades morfologicas y magnéticas de las ferritas estan
altamente influenciadas por la concentracion de iones metdlicos, siendo ideal una concentracion
intermedia para asegurar nucleacién homogénea y particulas esféricas con baja tendencia a agregarse.

Cabe anadir que, durante el analisis morfolégico mediante TEM y SEM, se observd que las
nanoparticulas presentan una distribucion heterogénea, con regiones donde las particulas se encuentran
agrupadas de manera irregular. Este fenobmeno puede corresponder a dos procesos distintos, pero
comunmente confundidos en nanomateriales: aglomeracion y agregacion, cuya distincion es clave para
interpretar adecuadamente la estabilidad y funcionalidad del sistema.

La aglomeracion se refiere a la asociacion fisica débil y reversible de particulas primarias mediante
fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrégeno o interacciones electrostaticas. Este tipo de interaccion
no implica fusién o enlaces quimicos entre particulas, por lo que los aglomerados pueden dispersarse
faciimente mediante ultrasonido o agitacion mecanica. La aglomeraciéon es comun en nanoparticulas
debido a su alta relacién superficie-volumen y energia superficial, y se puede controlar mediante
recubrimientos estabilizantes, como el recubrimiento de silice en este sistema (Sharma et al., 2019).

En cambio, la agregacion implica una union irreversible y fuerte entre las particulas,
frecuentemente por enlaces covalentes o sinterizacion parcial, lo cual da lugar a conglomerados de mayor
tamafo con una pérdida significativa de area superficial activa. La agregacién reduce la funcionalidad
individual de las nanoparticulas y afecta negativamente su rendimiento en aplicaciones como biosensores,
ya que impide el reconocimiento molecular eficiente (Ibrahim et al., 2021).

En las imagenes TEM (Figura 22), las particulas presentan un patron esférico individual definido,
pero con cierta tendencia a formar racimos o cumulos sin fusidon aparente, lo que sugiere que el sistema
presenta aglomeracion, no agregacion. Esto es coherente con lo observado en SEM (Figura 23), donde la
textura superficial conserva porosidad y separacion entre dominios, especialmente en las muestras con
mayor contenido de Zn (x = 0.75).

La Figura 22 muestra un espectro obtenido mediante EDS, correspondiente a la concentracion
x=0.5 de ferrita de manganeso y zinc (Mn1xZnxFe204). Esta técnica estd acoplada a la microscopia
electronica de barrido (SEM), permite identificar la composicion elemental de una muestras verificando la
presencia de los elementos constitutivos esperados tras la sintesis del material.
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Figura 22. Espectro de EDS de la ferrita de Mn-Zn

En el espectro se observan picos claramente definidos correspondientes a los elementos:

¢ Hierro (Fe): Constituyente esencial de todas las ferritas del tipo espinela.

¢ Manganeso (Mn) y Zinc (Zn): Incorporados de manera controlada para modificar las

propiedades magnéticas del material, obtenidos tras ajustar la proporcion entre Mn?* y Zn#* en
el sistema Mn1xZnxFe20a.

e Oxigeno (0): Fundamental en la estructura tipo 6xido de las ferritas espinela.

La presencia simultanea de estos elementos confirma que el producto de la sintesis contiene
efectivamente las especies quimicas correspondientes al sistema ferrita Mn-Zn. Este analisis también
permite detectar la posible existencia de contaminantes o residuos no deseados, en este caso una
pequefia presencia de silicio, que puede venir del propio vaso donde se llevo a cabo la reaccion o del
mortero al macerar la muestra; sin embargo, no presenta un problema, dado que el material se recubri
con oxido de silicio posteriormente.

La confirmaciéon de la composicidon quimica por EDS es clave en la caracterizacion inicial de
nanoparticulas magnéticas. En este caso, los resultados respaldan exitosamente la incorporacion de Zn y
Mn en la red espinela del 6xido de hierro, lo cual es fundamental para obtener las propiedades magnéticas
deseadas, como el comportamiento superparamagnético, la saturacion magnética optimizada o la baja
coercitividad.

En estudios similares, la relacién entre el contenido elemental y la respuesta magnética ha sido
ampliamente documentada. Por ejemplo, Thakur et al. (2020) destacan que la variacidon en el contenido
de Zn y Mn no solo altera la densidad de magnetizacién de saturaciéon (Ms), sino también la distribucion
cationica entre los sitios octaédricos y tetraédricos, lo cual influye directamente en el fendmeno del
"canting" magnético.

La figura 23, correspondiente a las micrografias SEM de las ferritas de Mn-Zn recubiertas con silice
(Mn1xZnxFe204@SiO,) para las tres concentraciones de Zn (x = 0.25, 0.5, 0.75), revela aspectos
morfoldgicos criticos que reflejan tanto el efecto del recubrimiento como de la composicidn catidnica sobre
la estructura superficial de las nanoparticulas.
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Figura 23. Micrografias de SEM de la ferrita de Mn-Zn@SiOz2; concentraciones x= 0.25, 0.5, 0.75. a), b), ¢)
correspondientemente.

Laimagen a), correspondiente a la concentracion x = 0.25, permite observar particulas predominantemente
esféricas, bien distribuidas, aunque con tendencia leve a la aglomeracion. La superficie parece rugosa,
probablemente debido a una cobertura parcial de silice. Esta concentracion baja de Zn favorece una
morfologia menos compacta y un crecimiento mas irregular, lo cual puede estar relacionado con una menor
densidad de nucleacién del recubrimiento.

La imagen b), correspondiente a la concentracion x = 0.5, permite observar una mejora en la
cobertura superficial: las particulas se presentan mas uniformes en forma y tamafio, con una superficie
aparentemente mas homogénea. Este comportamiento indica una mayor afinidad de la superficie ferritica
hacia la condensacion del TEOS, lo que sugiere una mayor eficiencia en la formacion de la capa de SiO,
mediante el método de Stdber modificado. Este punto medio parece ser 6ptimo para lograr un equilibrio
entre estabilidad coloidal y cobertura efectiva.

La imagen c), correspondiente a la concentracion x = 0.75, evidencia una marcada tendencia a la
aglomeracion. Si bien el recubrimiento con silice es visible, su distribucion parece menos uniforme, se
detecta una morfologia mixta, con presencia de particulas esféricas recubiertas y estructuras alargadas
tipo varilla o aciculares. Esto puede atribuirse a una sobresaturacion de Zn en la estructura, que afecta
tanto la carga superficial como la reactividad quimica de las nanoparticulas. A concentraciones altas de
Zn, se ha reportado que el exceso puede afectar negativamente el control morfolégico debido a una
alteracion de los sitios de nucleacion en la superficie.

La formacién de varillas puede estar relacionada con un crecimiento anisotrépico favorecido por el
exceso de Zn?*, el cual puede alterar el equilibrio cristalino de los sitios octaédricos y tetraédricos en la
estructura espinela. Estudios previos indican que una concentracion elevada de Zn promueve una
segregacion parcial de fases o el crecimiento orientado en ciertas direcciones cristalograficas (Jiang et al.,
2019; Thakur et al., 2020).

Estas varillas también podrian estar asociadas a la polimerizacién incontrolada de la silice, en
condiciones locales de pH o temperatura no homogéneas, que promueven un crecimiento preferencial
durante la fase de recubrimiento
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De manera generalizada, los resultados morfologicos obtenidos son congruentes con estudios
reportados en la literatura, donde se observa que el depdsito controlado de silice sobre nanoparticulas
magnéticas mejora su dispersion y reduce significativamente la aglomeracién, especialmente cuando se
mantiene un equilibrio adecuado entre la cantidad de precursor (TEOS), pH, y tiempo de reaccion.

Asi mismo, la eficiencia del recubrimiento también se relaciona con la carga superficial y el grado
de oxidacién de los cationes metalicos presentes. En estudios similares con ferritas dopadas, se ha
reportado que una alta proporcion de Zn?* puede interferir con la formacién de una capa uniforme de SiO2
(Belman, 2019).

Cabe anadir, que, el posterior recubrimiento con SiO,, como se observa en la figura 23, cumple
una funcién critica al incrementar la estabilidad coloidal y minimizar la aglomeracién, al generar una barrera
fisica que reduce las fuerzas atractivas entre particulas. La diferencia entre agregacion y aglomeracion es
particularmente relevante en este estudio, ya que influye directamente en las propiedades magnéticas,
superficie funcional disponible para anclaje de anticuerpos y, por tanto, en la eficiencia final del biosensor
disefado.

La figura 24, correspondiente al espectro EDS de la concentracion x = 0.5 de ferrita de Mn-Zn
recubierta con SiOz, ofrece informacion clave sobre la composicion elemental del material y la eficacia del
recubrimiento con silice. El espectro EDS confirma la presencia de los siguientes elementos:

¢ Fe (Hierro): componente principal del nucleo de ferrita.

¢ Mn (Manganeso) y Zn (Zinc): elementos dopantes en la estructura tipo espinela

Mn1xZnxFe20a4.
e Si (Silicio): indica exitosamente el recubrimiento con silice (SiOz2).
e O (Oxigeno): tanto del 6xido metalico como de la silice amorfa.

Spectrum 14 §

2 SN

Figura 24. Espectro de EDS de la ferrita de Mn-Zn@$SiO2

La presencia clara de picos asociados al silicio es una evidencia sélida de que el recubrimiento fue
efectivo. La intensidad relativa del pico de Si también sugiere una cobertura homogénea y suficientemente
gruesa como para ser detectada por EDS, técnica que tiene una profundidad de analisis de hasta ~1-2 ym,
ideal para nanoparticulas recubiertas.
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De esta manera, se resalta la importancia de un recubrimiento de silice uniforme para asegurar la
estabilidad quimica y permitir una funcionalizacién controlada en biosensores. Tal es el caso reportado por
Bucio (2023), donde se destaca que el recubrimiento de ferritas con SiOz no solo reduce la toxicidad, sino
que también facilita la funcionalizacién mediante enlaces covalentes con APTES, estrategia usada también
en este trabajo. Del mismo modo, con Belman (2019) reporta que los picos de Si detectados por EDS son
indicadores confiables de una cobertura completa del nicleo magnético.

8.2. ANALISIS CRISTALOGRAFICO POR DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

Gracias al difractograma obtenido tras el analisis por DRX, se puede determinar la estructura cristalina, asi
como otros datos: parametros de red y tamafo del cristal de cada muestra. La figura 25, presenta los
espectros correspondientes a las muestras de ferrita tipo espinela con féormula Mn1xZnxFe,O,, sintetizadas
con tres diferentes concentraciones de Zn: x = 0.25 (negro), x = 0.5 (rojo) y x = 0.75 (azul). Los
difractogramas presentan picos bien definidos, correspondientes a los planos cristalograficos (111), (220),
(311), (222), (400), (422), (511), (440), (533) y (731), lo cual indica una estructura espinela cubica bien
cristalina (Cullity & Stock, 2001).

Los datos de difraccion se alinean con los valores reportados en la tarjeta JCPDS No. 74-2401
para ferritas tipo Mn-Zn, confirmando la formacién de la fase deseada sin presencia de fases secundarias.
Esto respalda la alta pureza estructural de los materiales sintetizados.

Se observa también, que, al incrementar la concentracién de Zn, algunos picos experimentan un
ligero desplazamiento hacia mayores valores de 26, lo que puede explicarse por el aumento en el
parametro de red, dado que el ion Zn?* (0.74 A) es mas grande que el ion Mn2* (0.67 A), provocando una
expansion de la celda unitaria (Gabal et al., 2013).
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Figura 25. Espectros de DRX del nucleo magnético (ferrita de Mn-Zn)
El analisis del ancho completo a media altura (FWHM) del pico (311), mediante la ecuacion de

Scherrer (1) se obtuvo recurriendo al analisis con el software OriginPro-9 y se obtuvo el comportamiento
gaussiano del pico representativo seleccionado:
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D= KA
~ Bcosh

(1)

Entendiendo que D indica tamafio de cristalita (nm), K es la constante de forma (usualmente =
0.9), A es la longitud de onda del rayo X (para Cu Ka, A = 0.15406 nm), 8 es el FWHM en radianes y 6 es
el angulo de Bragg. Sustituyendo valores obtenemos:

0.9 (0.15406 nm)
b= (o.zsoszn) " (35.17) = 33.26 nm

180 2

El célculo arrojé un tamafio promedio de cristalito de aproximadamente 33.26 nm, lo cual indica
una microestructura nanocristalina. Aunque este valor supera el umbral tipico de 20 nm para el
comportamiento superparamagnético, se debe considerar que el tamafio de cristalita no necesariamente
corresponde al tamafo de particula observado en TEM, ya que una particula puede estar compuesta por
multiples dominios cristalinos.

La importancia de un tamafno reducido (<20 nm) en nanoparticulas magnéticas radica en la
posibilidad de alcanzar un comportamiento superparamagnético, donde los dominios magnéticos se
comportan como momentos individuales susceptibles a un campo externo sin presentar histéresis
(Wahajuddin & Arora, 2012). Aunque en este caso el tamafio de cristalita es mayor, otros factores como la
distribucion de cationes y el recubrimiento superficial también pueden influir en las propiedades
magnéticas, como se observara en los resultados de magnetometria.

La nitidez y simetria de los picos ademas sugieren una buena cristalinidad y baja presencia de
impurezas o fases secundarias. A medida que aumenta el contenido de zinc (x = 0.25 — 0.75), se observa
un ligero aumento en la intensidad de los picos y un posible ensanchamiento, lo que puede deberse a
tensiones internas en la red o a una mayor dispersion del tamafio de cristalita (Pérez-Alonso et al., 2022).

8.3. ANALISIS DE COMPORTAMIENTO MAGNETICO MEDIANTE EL MAGNETOMETRO DE
MUESTRA VIBRANTE (VSM)

La figura 26 muestra las curvas de histéresis obtenidas para las ferritas Mn1xZnxFe204 (izquierda) y sus
equivalentes recubiertos con silice Mn1xZnxFe204@SiO2 (derecha), en concentraciones de x = 0.25, 0.5y
0.75. En ambos casos se observa un comportamiento caracteristico de materiales magnéticos blandos,
con ciclos de histéresis estrechos y magnetizacion de saturacion (Ms) moderada.
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Figura 26. Curvas VSM de la ferrita sin recubrir a) y recubierta con SiOz b)
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En las ferritas sin recubrimiento [figura 26 a)], la muestra con x = 0.25 presenta la mayor
magnetizacion de saturacion, seguida por x = 0.5 y finalmente x = 0.75. Esta tendencia es atribuible al
hecho de que la sustitucidon progresiva de Mn?* (ion magnético) por Zn?* (ion no magnético) reduce la
contribucién al momento magnético total de la celda unitaria, ya que el Zn?* prefiere ocupar sitios
tetraédricos a octaédricos, debilitando el acoplamiento A-B (referente a su empaquetamiento) entre
subredes y disminuyendo la magnetizacién neta (Vittoria, 2010).

Al recubrir las ferritas con silice [figura 26 b)], se observa una disminucién general en los valores
de Ms para todas las concentraciones, lo cual se debe a la presencia de una capa no magnética de SiO,
que diluye la densidad de espines magnéticos por unidad de masa del material. Este efecto ha sido
reportado por Unni et al. (2017), quienes demostraron que el recubrimiento con silice reduce la respuesta
magnética sin alterar significativamente la estructura cristalina.

Si bien las curvas presentan una histéresis leve —particularmente marcada en la muestra con x =
0.25—, tanto la coercitividad (Hc) como la remanencia (Mr) son pequefas, indicando un comportamiento
cercano al superparamagnetismo, especialmente en las muestras con mayor contenido de Zn (x = 0.5y
0.75). Este fendmeno es caracteristico de nanoparticulas con tamafos menores a 50 nm, donde la energia
térmica es suficiente para desordenar los momentos magnéticos cuando el campo aplicado desaparece
(Soufi et al., 2021).

Aunque el tamafo de cristalito calculado por DRX fue de aproximadamente 33 nm, el andlisis por
TEM revel6 particulas con dimensiones efectivas inferiores, lo que sugiere que una fraccion significativa
de la muestra podria presentar un comportamiento superparamagnético. La forma sigmoidea de las curvas
M vs H y la ausencia de coercitividad notable en x = 0.75 refuerzan esta interpretacion.

Para analizar con mayor precisién el comportamiento superparamagnético, los datos
experimentales fueron ajustados mediante la ecuacion de Langevin (2) utilizando el software OriginPro-9,
que permite el ajuste no lineal de la magnetizacién (M) en funcién del campo aplicado (H) de la forma
siguiente:

M(H) = M [coth (%) — 11;—17_11 2)

Donde M(H) es la magnetizacion a un campo aplicado H, M, es la magnetizaciéon de saturacion,
u es el momento magnético promedio por particula, kg es la constante de Boltzmann, y T es la temperatura
absoluta (en Kelvin).

El ajuste permitié estimar valores de M, y u que concuerdan con los obtenidos experimentalmente,
confirmando el caracter superparamagnético de las ferritas sintetizadas. Segin Kumar et al. (2013), este
tipo de ajuste permite diferenciar el comportamiento ideal superparamagnético del ferromagnético, ya que
las curvas experimentales se aproximan al modelo de Langevin cuando la anisotropia y la interaccion entre
particulas son minimas.

El buen ajuste del modelo, evidenciado por un coeficiente de correlacion R? > 0.98, confirma que
las nanoparticulas presentan una distribucion de tamafio homogénea y que la magnetizaciéon esta
dominada por momentos individuales no acoplados, lo cual es deseable para su aplicacion en biosensores
magnéticos, donde se busca una respuesta reversible y sin retentividad.

Por otro lado, las curvas de Thamme-Hesse presentadas en la figura 27 corresponden a la
representacion de la diferencia de magnetizacién AMthamme-Hesse frente al campo aplicado, y se utilizan para
evaluar las interacciones magnéticas interparticula en sistemas nanoparticulados. Esta técnica, basada en
el formalismo propuesto por Thamme y Hesse, permite discriminar entre interacciones atractivas o
repulsivas que podrian afectar el comportamiento magnético colectivo del sistema (Thamme & Hesse,
1995).
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Figura 27. Curvas Thamm-Hesse de la ferrita sin recubrir a) y recubierta con SiO2 b)

En ambas graficas —tanto para Mn,_xZnxFe,O, [Figura 27 a)] como para Mn;_xZnxFe,O0,@SiO,
[Figura 27 b)]— se distinguen dos regiones magnéticas con comportamientos diferenciados. En la regién
de bajo campo aplicado (0—1 kOe aproximadamente) se observan valores negativos de AM, lo que
evidencia la presencia de interacciones dipolares de caracter repulsivo entre las nanoparticulas. A medida
que el campo magnético aumenta, el valor de AM tiende a cero, indicando la disminucién de dichas
interacciones y la predominancia de un comportamiento superparamagnético, donde los momentos
magnéticos individuales responden de forma reversible al campo externo. Este fendmeno coincide con lo
reportado por Lopez-Medina et al. (2024) en sistemas de ferritas mixtas Ni;_xCoxFe,O,, donde las curvas
Thamm-Hesse revelan un dominio dipolar en campos bajos y una transicion hacia el acoplamiento
superparamagnético conforme se incrementa la intensidad del campo aplicado, caracteristica de
materiales magnéticos blandos con baja coercitividad y alta magnetizacion reversible.

Para las ferritas sin recubrimiento, la muestra con x = 0.25 presenta una diferencia AM mas
pronunciada, lo que puede atribuirse a su mayor magnetizacion de saturacion (Ms), que amplifica las
interacciones magnéticas dipolares en el sistema.

A medida que aumenta el contenido de Zn (x = 0.5y 0.75), la intensidad de AM disminuye, lo cual
es coherente con la reduccién de Ms observada en los ciclos de histéresis, confirmando que la sustituciéon
de Mn?* por Zn?* atenua las interacciones magnéticas.

En el caso de las muestras recubiertas con SiO,, todas las curvas muestran valores aun mas
reducidos de AM, en comparacion con sus equivalentes sin recubrimiento. Esto puede explicarse por la
acciéon del recubrimiento de silice como una barrera fisica, que incrementa la distancia entre nudcleos
magnéticos y disminuye significativamente las interacciones interparticula (Wu et al., 2008). Este efecto es
deseable para aplicaciones biomédicas, ya que favorece la estabilidad coloidal y evita el aglomeramiento
por atraccion magnética.

La confirmacién de interacciones dipolares repulsivas, junto con la baja coercitividad y remanencia
observadas en las curvas de histéresis, refuerzan el comportamiento superparamagnético del sistema.
Esto es crucial para el uso de estas nanoparticulas como materiales base en biosensores magnéticos, ya
que garantiza que las particulas no se aglutinen y que su respuesta a campos externos sea rapida y
reversible (Katz, 2020).
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8.4. ANALISIS POR ESPECTROSCOPIA POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

La FTIR permite identificar grupos funcionales presentes en la superficie de los nanomateriales, siendo
una herramienta clave para confirmar procesos de recubrimiento y funcionalizacion quimica. La figura 28
presenta los espectros correspondientes a las ferritas recubiertas con silice [Figura 28 a)] y funcionalizadas
con APTES [Figura 28 b)], considerando tres concentraciones distintas de Zn (x = 0.25, 0.5, 0.75).
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Figura 28. Espectroscopia por transformada de Fourier, ferrita recubierta a) y funcionalizadas con APTES b)

En la figura 28 a), se observa en todas las muestras una banda intensa entre 850-1100 cm™,
atribuida a la vibracion asimétrica de Si—O-Si, lo cual confirma la presencia del recubrimiento de silice
amorfa sobre las nanoparticulas (Igbal et al., 2012). Ademas, las sefiales alrededor de 1630 cm™ se
corresponden con las vibraciones de deformacion del grupo OH del agua absorbida superficialmente o de
grupos silanoles (Si—OH), mientras que las amplias bandas cerca de 3400 cm™ indican estiramientos del
grupo hidroxilo, también asociados al contenido superficial de humedad. Por otro lado, las bandas situadas
por debajo de 600 cm™, particularmente en la regién de 550 cm™, son caracteristicas de las vibraciones
del enlace Fe—O del ndcleo espinela de la ferrita (Wang et al., 2009), confirmando que la estructura
principal del 6xido metalico se conserva tras el recubrimiento.

Los espectros de la figura 28 b) muestran diferencias significativas con respecto al espectro de la
ferrita unicamente recubierta con silice, evidenciando la exitosa funcionalizacién con APTES (3-
aminopropiltrietoxisilano). Se identifican nuevas bandas en la regién de 2800—-3000 cm™, atribuibles a los
modos de estiramiento —CH, y —CH3; del grupo propilo del APTES, ausentes en las muestras no
funcionalizadas.

En la region cercana a los 1500 cm™, se presentan bandas asignadas a las vibraciones de
deformacion de los grupos —NH,, (asimétricas y simétricas), lo cual confirma la presencia de grupos aminos
disponibles para reacciones posteriores de bioconjugacién (como el anclaje de anticuerpos).

Las bandas entre 1050-1150 cm™, ademas del Si—-O-Si, ahora se solapan con las sefales de los
enlaces Si—-O—APTES, producto de la condensacion del APTES sobre la capa de silice.

Finalmente, las bandas en 500-600 cm™ correspondientes a Fe—O se mantienen, aunque con
menor intensidad relativa, debido al apantallamiento de la sefial por el recubrimiento organico.

Estos resultados permiten confirmar no solo el recubrimiento exitoso con silice, sino también la
efectiva funcionalizacién con APTES, lo que asegura la disponibilidad de grupos funcionales (—NH,) sobre
la superficie del nanomaterial, cruciales para el posterior anclaje covalente de biomoléculas en la
construccion del biosensor.

43



La combinacidn de espectros en esta figura demuestra la evolucién superficial de las
nanoparticulas en cada etapa del proceso. La presencia simultanea de bandas correspondientes a enlaces
inorganicos (Fe-O, Si—-O-Si) y organicos (C—H, N—H) evidencia la hibridacion inorganico-organica lograda,
un requisito fundamental para el éxito del biosensor, donde se requiere una interfaz compatible entre la
nanoparticula y el medio bioldgico.

8.4.1. DETECCION DEL ANTICUERPO SOPORTADO SOBRE LA SUPERFICIE DEL
MATERIAL FUNCIONALIZADO.

En la figura 29 se presentan los espectros FTIR correspondientes al sistema magnético funcionalizado con
APTES vy posteriormente biofuncionalizado con el anticuerpo monoclonal anti-E7, para las distintas
concentraciones de Zn (x = 0.25, 0.5 y 0.75). La banda negra en cada grafico representa el espectro del
material funcionalizado Unicamente con APTES (Mn1xZnxFe204@SiO2-APTES), mientras que las curvas
superiores corresponden a las mediciones posteriores a la inmovilizacion del anticuerpo, designadas como
Ab, Ab-1, Ab-2, etc., tomadas a diferentes tiempos con el objetivo de evaluar la estabilidad del enlace en
fase liquida.
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Figura 29. Espectroscopia por transformada de Fourier, sistema magnético biofuncionalizado con el anticuerpo
anclado; a) x=0.25, b) x=0.5, ¢) x=0.75

La aparicidn y desplazamiento de las bandas asociadas al grupo N-H (alrededor de 1630-1697
cm™") constituye la principal evidencia espectroscépica del anclaje covalente del anticuerpo sobre la
superficie del material. En los espectros de los materiales funcionalizados unicamente con APTES (banda
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negra), se observa la sefial caracteristica de los grupos —NH, libres provenientes del extremo terminal del
APTES. Sin embargo, tras la reaccion de activacion llevada a cabo mediante EDC/NHS, se aprecia una
disminucién significativa en la intensidad de esta sefal, acompafiada de un leve corrimiento hacia
frecuencias mas bajas, atribuible a la formacion de enlaces amida | y Il (-CONH-) entre los grupos
carboxilo del anticuerpo y los grupos amino del silano alrededor de los 1550-1635 cm™ (Kandimalla et al.,
2006; Diaz et al., 2022; Ferri et al., 2005).

La carbodiimida EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) actua como agente activador de
los grupos carboxilicos presentes en el anticuerpo, generando un intermediario O-acil-isourea de alta
reactividad, mientras que el NHS (N-hidroxisuccinimida) estabiliza este intermedio, favoreciendo una
reaccion mas eficiente con los grupos amino de la superficie APTES. El resultado es la formacién de un
enlace covalente tipo amida estable, que asegura la inmovilizacion del anticuerpo sin afectar su estructura
nativa ni su capacidad de reconocimiento biolégico (Hermanson, 2013).

Este comportamiento espectral coincide con lo reportado por Diaz et al. (2022) en su trabajo
“Optimized antibody immobilization on natural silica-based nanostructures for the selective detection of E.
coli”, donde la aparicion de la banda asociada al estiramiento N—-H y la atenuacion de la sefal del -NH,, se
emplearon como indicadores directos de un anclaje covalente exitoso del anticuerpo sobre sustratos de
silice funcionalizados con APTES. De manera analoga, los resultados obtenidos en este estudio confirman
la efectividad del proceso de bioconjugacién sobre la superficie de las nanoparticulas magnéticas
recubiertas.

Asimismo, la persistencia de la banda N-H a lo largo de las diferentes mediciones temporales
(Aby, Ab,, Abs, etc.) demuestra la estabilidad quimica del enlace formado, lo cual es fundamental en
aplicaciones biosensoras donde se requiere mantener la integridad del bioconjugado durante multiples
ciclos de medicién. La conservacion del perfil espectral indica que no se produjo desorcion significativa del
anticuerpo en medio acuoso, lo que sugiere una fuerte unién covalente y una minima pérdida por adsorcion
fisica reversible.

Cabe destacar que, ademas de las sefiales N—H, se observan ligeras variaciones en la region
comprendida entre 1000-1100 cm™, correspondientes al estiramiento Si—-O-Si y Si-O-C, lo que podria
atribuirse a pequenas reorganizaciones estructurales en la capa superficial de APTES tras la conjugacion.
Este fendmeno es comun en sistemas silanizados y no afecta la estabilidad global del material (Nistico et
al., 2017).

En conjunto, los resultados de FTIR evidencian de manera concluyente que el anticuerpo anti-E7
fue inmovilizado covalentemente sobre la superficie del nanomaterial Mn1xZnxFe204@SiO2-APTES,
logrando la obtencién de un sistema magnético biofuncionalizado estable.

9. CONCLUSION

En el presente trabajo se logré la sintesis y la caracterizacion estructural, morfoldgica, magnética y
funcional de nanoparticulas magnéticas tipo espinela Mn1xZnxFe204 (x = 0.25, 0.5 y 0.75), con el objetivo
de emplearlas como plataformas para el disefio de un biosensor orientado a la deteccion temprana de la
proteina E7 del Virus del Papiloma Humano (VPH). Las nanoparticulas fueron obtenidas mediante el
método de coprecipitacion quimica, recubiertas con silice (SiO,) y funcionalizadas con 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES), lo que permitid posteriormente el anclaje covalente de anticuerpos
monoclonales especificos mediante activacién carbodiimida (EDC/NHS).

Las nanoparticulas preparadas tienen morfologia predominantemente esférica y tamafio
nanométrico, con nucleos magnéticos promedio menores a 50 nm, lo que satisface un criterio esencial
para alcanzar comportamiento superparamagnético. Se logré mejorar la estabilidad coloidal del sistema
mediante el recubrimiento de las nanoparticulas con silice, con lo que se disminuyd la ligera aglomeracién
observada inicialmente, atribuida a interacciones dipolares.
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Las nanoparticulas contienen la composicion elemental esperada de la ferrita, con presencia,
mediante analisis EDS, de Fe, Mn, Zn y O, asi como de Si tras el recubrimiento, confirmando la eficacia
del proceso de silanizacion.

El estudio estructural mostré la formacion de una fase espinela cubica (grupo espacial Fd3m) sin
presencia de fases secundarias, validando la pureza estructural del sistema. Los planos cristalograficos
(111), (220), (311), (400), (422), (511), (440), entre otros, coincidieron con la ficha JCPDS correspondiente
a ferritas de Mn-Zn. Se calculo el tamafio de cristalito, utilizando el ancho medio de linea (FWHM = 0.23)
en el plano (311) y aplicando la ecuaciéon de Scherrer, obteniendo un valor promedio de 33 nm, en
concordancia con lo reportado para sistemas con comportamiento superparamagnético.

Las nanoparticulas presentan un caracter superparamagnético de acuerdo con las curvas de
histéresis estrechas y simétricas obtenidas, con valores de coercitividad (Hc) y remanencia (Mr)
practicamente nulos. La magnetizacion de saturacion (Ms) disminuyé con el aumento del contenido de Zn,
debido al remplazo de iones magnéticos Mn?* por iones no magnéticos Zn?*, fenémeno atribuido al
debilitamiento del acoplamiento A—B entre subredes. Tras el recubrimiento con silice, la magnetizacion se
redujo levemente, sin alterar la fase cristalina ni el comportamiento magnético general.

El comportamiento superparamagnético se describié cuantitativamente mediante el ajuste de las
curvas M-H al modelo de Langevin. Se obtuvo una concordancia satisfactoria entre los datos
experimentales y teoricos, confirmando la presencia de una distribucion homogénea de momentos
magnéticos y reforzando la hipétesis de un sistema superparamagnético dominado por interacciones
dipolares repulsivas, segun las curvas de Thamm-Hesse, donde el valor negativo de AM indicé la
predominancia de interacciones repulsivas y dispersion efectiva de las nanoparticulas.

Se confirmo el anclaje de la capa de silano sobre la superficie de silice mediante la presencia de
las bandas caracteristicas de los grupos Si—-OH, Si—O-Si y —NH, del APTES, indicando la funcionalizacion
quimica. Tras la biofuncionalizacién, se observé la aparicién y desplazamiento de las bandas N-H,
asociadas a la formacion de enlaces amida (—CONH-) entre los grupos amino del APTES vy los carboxilos
del anticuerpo, evidenciando un anclaje covalente exitoso.

Las mediciones tomadas a distintos tiempos demostraron la estabilidad del enlace y la
conservacion de la sefial N—H, indicando que el sistema mantiene su integridad estructural en medios
liquidos, condicién esencial para su aplicacion biosensora.

Aunque la validacién final por voltamperometria ciclica queda propuesta como trabajo futuro
inmediato, este estudio logré exitosamente la fabricacion completa del electrodo modificado, validando
cada etapa de funcionalizacidon quimica y bio-reconocimiento.

Finalmente, la hipdtesis planteada en este trabajo se cumple satisfactoriamente, dado que se logré
demostrar que la sintesis y funcionalizacién de nanoparticulas magnéticas tipo Mn;_xZnxFe,O, recubiertas
con silice y modificadas con APTES permitié el anclaje covalente y estable de anticuerpos monoclonales
anti-E7 del VPH.

El proceso de biofuncionalizacién activado por EDC/NHS facilité la formacion de enlaces amida (—
CONH-) entre los grupos carboxilo del anticuerpo y los grupos amino del APTES, confirmandose
experimentalmente mediante FTIR la aparicién de la banda N-H y la disminucion de la sefial —-NH, libre,
lo cual evidencia la interaccién covalente entre ambas entidades. Estos resultados validan la viabilidad del
sistema nanoestructurado como plataforma base para biosensores magnéticos orientados a la deteccién
de biomarcadores virales, en particular la oncoproteina E7 del VPH.

10. PERSPECTIVAS Y TRABAJOS A FUTURO
Como proyecciéon de trabajo futuro, se plantea optimizar el montaje electroquimico mediante la
implementacién de una referencia Ag/AgCl fabricada in situ o el uso de pseudoelectrodos estables, con el

fin de realizar mediciones voltamétricas reproducibles y precisas. Una vez establecido este sistema, sera
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posible evaluar la respuesta electroquimica frente a la proteina E7 recombinante, determinando
parametros clave como la sensibilidad, especificidad y limite de deteccidén del biosensor propuesto.
Asimismo, se propone la microintegracion del sistema en plataformas portatiles tipo LFA (Lateral Flow
Assay) o Lab-on-Chip, orientadas al diagnéstico rapido y accesible, lo cual ampliaria su aplicabilidad
clinica. Finalmente, sera esencial explorar la especificidad cruzada con otras proteinas virales
estructuralmente relacionadas y evaluar la estabilidad del anticuerpo anclado en el tiempo, garantizando
la reproducibilidad y vida util del sistema biosensor a nivel experimental y preclinico.

11. ANEXOS

11.1. ELECTRODOS Y BIOSENSORES: ANALISIS DE ESTRATEGIAS Y APLICACIONES

La literatura analizada detalla el uso de diversas plataformas de electrodos y estrategias innovadoras para
el disefio de biosensores, principalmente en aplicaciones biomédicas. Algunos tipos son:
1. Electrodos de Carbono Vitreo (GC):

e Caracterizados por su buena conductividad y estabilidad quimica, estos electrodos son
ampliamente modificados para aplicaciones especificas.

¢ Ejemplo: La modificacion con 6xido de grafeno reducido poroso (prGO) y sulfuro de molibdeno
(MoS,) potencia la respuesta electroquimica al incrementar el area superficial y las propiedades
electronicas. Este enfoque ha sido utilizado para detectar la proteina L1 del Virus del Papiloma
Humano (HPV). (Mihaela Tertis et al., 2019; Mojtaba, Behbudi, Alireza, et al., 2021).

2. Electrodos de Oro:

e Reconocidos por su excelente conductividad y facilidad para funcionalizar con biomoléculas
como aptameros y anticuerpos.

e Aplicaciones destacadas:

o Desarrollo de un biomicrosistema con 98 biosensores de oro para la deteccion del HPV
16. (Urrego, Lopez, Ramirez, et al., 2015). Aqui se desarroll6 un biomicrosistema con
98 biosensores de oro, cada uno disefiado para detectar genotipos especificos del
VPH mediante anticuerpos monoclonales inmovilizados. Utilizando la interaccion tiol-
oro para fijar estos anticuerpos en la superficie del electrodo, este sistema permite
realizar pruebas simultaneas y detectar multiples genotipos de VPH en una sola
ejecucion. Ademas, se usoO la técnica empleada para la deteccion, basada en
resistencia e impedancia electroquimica (EIS), permitiendo una identificacion
precisa de la presencia del virus mediante cambios en la impedancia, lo que aumenta
la exactitud en muestras complejas.

o Moadificacidn con polimeros conductores como PEDOT para mejorar la sefial eléctrica
en la deteccién de la proteina S del SARS-CoV-2. (Bucio, 2023)

o Funcionalizacién con aptameros para la deteccién de ADN viral.

3. Electrodos Serigrafiados:

o Fabricados de forma econdémica, son ideales para aplicaciones portatiles y de bajo costo.

o Ejemplo: Modificacion con nanoparticulas de 6xido de cerio dopado con estafio para la
deteccion del farmaco anticancerigeno dacarbazina. (Gulati et al., 2023; Thakur et al., 2022)

4. Electrodos de Pasta de Carbono:

e Ofrecen flexibilidad en la modificacion quimica, siendo utiles para aplicaciones especificas. Su
contraparte es la alta resistividad que presenta, por lo que su uso se reserva segun el aparato
que se emplee para medir.

¢ Ejemplo: Su modificacion con nanoparticulas de 6xido de indio permitio la deteccion del
inhibidor de la aromatasa formestano. (Svancara, et al., 2001)
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Sumado a lo anterior, existen algunas estrategias para el desarrollo de biosensores, como lo es la
funcionalizacion de la superficie del electrodo, lo que permitira la inmovilizacion de biomoléculas
especificas, como aptameros, anticuerpos y nanoparticulas, aumentando la selectividad y sensibilidad
hacia los analitos de interés. (Bucio, 2023)

Asi mismo, la inmovilizacién de enzimas, que mejora la estabilidad y reutilizacién del biosensor al
fijar enzimas en la superficie del electrodo, lo que permite la deteccidén de analitos especificos mediante
reacciones enzimaticas controladas. (Urrego, Lopez, Ramirez, et al., 2015)

Los principales usos que se le ha dado, en el estudio de biosensores, han sido para lograr la
caracterizacion de la superficie de electrodos de trabajo, crucial para comprender cdmo la superficie del
electrodo interactua con las biomoléculas y cémo afecta la sefal del biosensor; el estudio de la
inmovilizacién de biomoléculas, donde el cambio en la sefal electroquimica después de la inmovilizacion
proporciona informacién sobre la cantidad de biomoléculas inmovilizadas y la eficiencia del proceso
(Urrego, Lopez, Ramirez, et al., 2015); la evaluacion de la interaccion entre el analito y el bioreceptor,
derivado del cambio en la sefal electroquimica cuando el analito se une al bioreceptor, o que permite la
deteccion y cuantificacion del analito (Rasouli, Shahnavaz, Jefrey, et al., 2018); asi como el monitoreo de
procesos bioelectroquimicos, usado para monitorear procesos bioelectroquimicos que ocurren en la
superficie del electrodo, como la actividad enzimatica o la hibridacion de ADN. (Chekin, Bagga,
Subramanian, et al., 2018)

Un claro ejemplo de su aplicacion fue en el trabajo de Bucio (2023), donde se usaron
nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel (NiFe204) recubiertas con SiO: y funcionalizadas con
anticuerpos monoclonales para detectar la proteina S del virus SARS-CoV-2. Se utilizé la
Voltamperometria Ciclica (VC) para caracterizar la superficie del electrodo de oro modificado con el
polimero conductor PEDOT y las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas. Se observé una disminucién
en la sefal de corriente debido al apantallamiento de la superficie del electrodo por los grupos carboxilicos
cargados negativamente provenientes de la etapa de funcionalizacion.

Después de la inmovilizacién de los anticuerpos, la VC se utilizé para evaluar la interaccion entre
el anticuerpo y la nanoparticula funcionalizada. Posterior a eso, se realizaron mediciones de voltametria
de onda cuadrada (SWV) para mejorar la sensibilidad del biosensor y eliminar la corriente capacitiva. Se
observé un aumento en la sefal de corriente cuando la proteina S se unié a los anticuerpos, lo que indica
la deteccion de la proteina.

Debido a tiempos de llegada no se logré obtener la referencia necesaria para la realizacion de los
ensayos de voltamperometria ciclica (CV) y voltamperometria de onda cuadrada (SWV). Sin embargo, se
propone el procedimiento para su posterior realizacion puesto en el apartado de metodologia como la parte
3 de la cuarta etapa. Aun asi, se describe proceso consecuente para trabajos a futuro.

11.2. CUARTA ETAPA (PARTE 1): CREACION DE ELECTRODOS DE ORO

Inicialmente, se realiz6 una plantilla de electrodos en chip serigrafiados en AutoCAD, que, posteriormente,
se imprimié en un Ultimaker 3 Extended. Posteriormente, se depositdé una capa un metal conductor por 10
min (en este caso oro), obteniendo un espesor de entre 100 y 200 nm mediante evaporacion térmica, esto
sobre un sustrato de eleccion, que, para este caso, se recurrié al acetato. Finalmente, luego de remover
las plantillas, los electrodos obtenidos se separaron y se posicionaron en un adaptador (disefiado en
Fusion) para poder realizar evaluaciones electroquimicas sin la necesidad de utilizar un equipo
especializado para la lectura de electrodos en chip.

Nota: El electrodo de trabajo y contraelectrodo tienen base de oro, por lo que no se necesita un
tratamiento adicional a estos. No obstante, el electrodo de referencia debera ser compuesto de una capa
de pintura de Ag/AgCl. Los electrodos se conectan mediante una pintura dieléctrica, ademas de que los
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caminos eléctricos de oro pueden ser reforzados y amplificados en sefial mediante el recubrimiento con
cintas de cobre o algun polimero conductor (NAFION, PVP, etc.). Lo anterior también permite una mejor

interaccioén y evita fracturas en el dispositivo.

P8I -T e

Figura 30. (a) Disefo del molde para electrodos; (b) Estructura de los electrodos; (c) Base disefiada para
mediciones in situ

11.3. CUARTA ETAPA (PARTE 2): FUNCIONALIZACION DE ELECTRODOS DE TRABAJO

Los electrodos de trabajo secos se funcionalizaron con EDC/NHS de la misma forma que en la seccioén
anterior y se dejaron incubar por 20 min. Tras un lavado con buffer PBS, se colocaron 8 yL de solucién de
Abs y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. Pasado este tiempo se realizaron mediciones

de voltamperometria ciclica (CV).

LAVAR BUFFER

FUNCIONALIZAR
EDC + NHS INCUBAR PBS
J
[ 15
o/l _' ===t I I
“ .t —l=
- £ W\ —_ 8, N
//, » &ZS'C XZhrs
COLOCAR SOLUSION Ab, INCUBAR

Figura 31. Esquema del anclaje del anticuerpo y preparacion de los electrodos
11.4. CUARTA ETAPA (PARTE 3): EVALUACION Y DETECCION DE LA PROTEINA

En esta etapa, se prepararon diluciones de proteina E7 en buffer PBS partiendo desde una concentracion
de 1uL de proteina por cada mililitro y llegando hasta 0.00005ulL/ml [Revisar tabla 4].

Tabla 4. Tabla de relaciones para las diluciones realizadas
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CONCENTRACION DESEADA PREPARACION
0.05 pyL/mL 50 L stock + 950 yuL PBS
0.005 pL/mL 100 yL de anterior + 900 yL PBS
0.0005 pL/mL Igual: 1:10 de la anterior
0.0000005 pL/mL Igual: 1:10 de la anterior

A cada tubo se le adicionaron 20 uL de solucién de nanoparticula con Ab. Se colocé una cantidad
suficiente para cubrir el electrodo de trabajo. Para poder realizar mediciones tanto para la proteina como
a sus disoluciones mediante voltamperometria de onda cuadrada (SWV) y voltamperometria ciclica (CV),
se deposita una solucion redox (ferricianuro/ferrocianuro en PBS): Aproximadamente 80 pL de esta
solucioén sobre el electrodo. Esta es la solucidon de medicion, que responde electroquimicamente a los
cambios en la superficie causados por la unién proteina-anticuerpo.
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