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Resumen

Por mucho tiempo se ha pensado que el coito es la Unica forma de transmisién para el virus de
papiloma humano, sin embargo, hoy en dia sabemos que a pesar de ser la mas comun no es la Unica,
lo que explica la alta incidencia de la enfermedad en un rango de edades que van desde recién nacidos
hasta adultos. Esta incidencia y las complicaciones que la enfermedad acarrea a los pacientes es la
principal motivacién para estudiar nuevos materiales que ayuden en el desarrollo de métodos de
deteccion fiables, seguros y de bajo costo. La deteccion temprana de enfermedades no solo es de vital
importancia para ofrecer a los pacientes la posibilidad de un tratamiento adecuado y oportuno, sino
que es crucial para tomar medidas precautorias para reducir contagios. En este trabajo se presenta el
uso de nanoparticulas magnéticas como material viable para el anclaje de anticuerpos y la deteccién
de la proteina E7 del Virus del papiloma humano mediante un método electroquimico.

Palabras clave: anticuerpo E7, biosensor, electroquimica, nanoparticulas magnéticas, VPH.

Abstract

For a long time, it has been thought that sexual intercourse is the only form of transmission for the
human papillomavirus. However, today we know that despite being the most commonitis not the only
one, which explains the high incidence of the disease in a range of ages from newborn babies to adults.
Thisincidence and the complications that the disease brings to patients is the main motivation to study
new materials that help in the development of reliable, safe, and low-cost detection methods. Early
detection of diseases is not only of vital importance to offer patients the possibility of adequate and
timely treatment, but it is also crucial to take precautionary measures to reduce contagion. This work
focus on the use of magnetic nanoparticles as a viable material for the anchoring of antibodies and the
detection of the E7 protein of the Human papilloma virus through an electrochemical system.

keywords: biosensor, antibody, HPV, magnetic nanoparticles, electrochemistry



Dedicatoria

A mis padres; por darme todas las herramientas y la motivacion para llevar a cabo todos mis
proyectos.

A mi hermana; que sin saberlo y sin yo admitirselo me dio la inspiracién de terminar mis tareas justo
cuando mas agotada me sentia.

A mi Cheetito, que desde que llegd a mi vida no ha hecho mas que ser simbolo de felicidad, amory
recordatorio de los momentos mas bonitos de mi carrera.

A Felipe; mi amigo, mi confidente y soporte emocional durante los momentos mas dificiles de toda la
universidad. Te agradezco infinitamente el haber encontrado siempre un momento para estar a mi
lado y al pendiente mio en las buenas, en las malas, y por seguir siempre apoyandome alin después
de todos estos afnos.

A mis mejores amigas; Kimberly, Alejandra, Melissa, Karla y Alexa. Por haber estado siempre para mi,
dentro y fuera del laboratorio. Y por seguir conmigo, ddndome aliento para comenzar una nueva
etapa devida.

A Luis, por haber sido mi companero incondicional en todos los aspectos posibles durante 4 afnos,
por siempre haber creido en miy ensefiarme a hacer lo mismo.

A todos mis asesores y profesores, por llevarme de la mano durante toda mi trayectoria y
compartirme todo su saber.

A mis compafieros y amigos de la USP y a la doctora Elsa Materon, por ensefiarme tantas cosas y por
hacerme sentir en casa aln estando tan lejos.



Agradecimientos

ESTE TRABAJO FUE FINANCIADO POR LOS PROYECTOS DE CIENCIA BASICA CONACYT 2017-2018 Al-S-
21323 Y Al1-5-21084, FORDECYT - CONACYT 272894, FRONTERAS DE LA CIENCIA CONACYT - 21077, DGAPA-
UNAM A TRAVES DE LOS PROYECTOS PAPIIT IN103220, 1G200320, IN110018, IN113219, AG200320.

DE IGUAL MANERA, SE EXTIENDE UN ENORME AGRADECIMIENTO AL GRUPO DE INVESTIGACION DEL
INSTITUTO DE FISICA DE LA UNIVERSIDAD DE SAO PAULO, BRASIL QUE APOYARON ESTE TRABAJO A
TRAVES DEL PROYECTO TEMATICO 2018 22214-6.



Contenido

RESUIMEIN .ttt et ettt e h et s bt et e s bt et e s b e e st e e ae et e eat e b e eab e b e e st esbeeabesbeenbesbeentesaeensesaaenee i
ADSEIACT ...ttt ettt ettt et et et et et et et et e st et e be b e b e b e b e b e e heebeeh e b e be b e beeheebeebeebeebeebeebeereebeebeereereereas i
D<o [ o=} (o - PO OO TR i
==Y Lol g 1= 1o 3T USROS i
CapItulo 1. INTrOAUCCION .oevvviiitieiietetete ettt bttt sttt s bbb ssssas s s s b ebesesesnaens 1
1.1 FUNAAMENTOS TEOTICOS .vuvvvvieieeeeieee ettt ettt ettt se s st e s et esesessasas s st eseseseasasasaseseseseseaas 2
1. 1.1 NANOPAITICULAS ..ttt ettt sttt et ettt ettt et as s st et et ebesessanas st enene 2
1.1.2 Nanoparticulas magnéticas MFe;0, (M=Mn, Fe, CO, Ni, ZN) wcovvvvierriereeieieeieieissessesesesseeens 4
1.1.3 Biosensores basados en nanoparticulas MagnétiCas ........cceveereeeeeeeeeieeessisesesesessssesenns 11
1.1.4 Modificacion de NANOPAITICULAS .....c.cciieieieieeetetctetcetee ettt ene 13

1.2 HIPOTESIS .ttt ettt bbbt b bbb st s as b s e b et etssess s st esebeseanasan s s esesebenis 19
1.3 OB ELIVOS ..ttt ettt ettt ettt et ettt s et et e et e st et et ese et e st ese b e s e ete s ese et enteseseseeaaneas 19
1.3.1 ODjJELIVO BENEIALc.uuiiiiiiieic ettt ettt bene 19
1.3.2 ODjJetiVOS @SPECITICOS ..vvrivieiiieieteretetec ettt ettt b ettt s s s s esene 19
CaPItULO 2. MELOAOIOGIA ...ttt sttt s s s st seseseses s s ssnanas 20
2.1 MAterialeS Y FEACTIVOS ...uieuieiieiieiieiieieeieeeetee ettt sttt r et s e b b e e besbesbeebeebesbeeseeseesessessessesseeseenas 20
2.2 Primer etapa: Sintesis del NUCIE0 MAGNELICO ....vviieeeieieeieiri s 21
2.2.1 Ferritas de NQUEL (NIFE204) c.cvivvererereeeeieiieeeie ettt ettt b ettt senene 21

2.3 Segunda etapa: Recubrimiento CON SiOx ..ot 22
2.4 TOICRI ELAPA ceueteeeieeetee ettt ettt e ettt et e ettt e e bt e e e bt e e ube e e bt e e e ab e e e ab e e e bt e e e abe e e ab e e e bt e e e bee e nteeenteesans 24
2.4.1 Funcionalizacion de [a NanopartiCUla.........ccceeeeeeeeeieeeeeiceececeeee et 24
2.4.2 Anclaje del anticuerpo en la NanNoPartiCUla ......cceeeveieieiereieeecce e e 25

2.5 EVAIUACION .ttt bbbt bbb bbb a ettt et et s s 25
2.5.1 ANClA]Je AL @NTICUBTPO ...ctieieiiieiieee ettt ettt a et e e nenaens 25



2.5.2 DeteCCiON de 1@ PrOTEING ......cveveeeeveteeeeeteeeetee ettt ettt be s es e as s eae s esesens 26
2.6 CArACLEIIZACION ..ottt ettt s bbbt b b b e bt sssss s s s esesesebesessanasassesesesenas 26
2.5.1 Microscopia electrdnica de tranSmMiSION .........cccciieieieeeeeteeeeeeeee ettt enene 26

2.5.2 - Microscopia electrénica de barrido (SEM) y Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva

(EDIS) eervvereeeeeeeeseeesseeeseessssssssesssssessssesseessssesseesseees s eeseseesesessseessses s s s e ee s es e s e esseees s s e e s e s e sesee s ees e 27
2.5.3 DIfraccion de ray0S X (XRD) .....cveveveveuerereeeeeeeiereteteteseeeses et seae et et se s st et sesesessss s sesenene 28
2.5.4 Magnetometro de muestra Vibrante (VSM) ........cccecuerereieieiririeceesieie et eane 29
2.5.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIRATR) ...ccccevevereveirisereeseseseeinene 30
Capitulo 3. ReSUItAdOS Y AISCUSIONES .....cvevieieieieeeereteteeeeeeeee ettt ve et ettt s s s sttt seasannees 32

3.1 Estudio morfolégico y andlisis de distribucion estadistica de tamafios por microscopia de barrido

(SEM) y microscopia electronica de transmision (TEM) ......c.cceeerireerererereeeeeieee e 32

3.1.1 Analisis estructural por microscopia electrénica de transmision de alta resolucién (HRTEM)

(EDS) ittt ettt ettt ekttt b e b s b s bbb e Rt b st b etk Re ettt e et e st et nentetan 38
3.3 Andlisis de estructura cristalina por difraccion de rayos X.......ccceevevevevevereeeeenieeeeeeeeeeeseesese e 39
3.4 Analisis del comportamiento magnético con magnetdmetro de muestra vibrante (VSM)........... 40
3.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIRATR) ...cccveveveieieiieeececeeeeee e, 42
3.6 SiStEMA ElECLIOQUIMICO w.vvieieiieeeeeteteececeee ettt ettt e ettt eae et ses et e st seasasesesesesesesenn 44
3.6.1 DetecCion de la ProteiNaS ...ttt ettt s et et aeaneeneas 50
CaPItULO 4. CONCIUSIONES ...ttt s ettt ettt aessas s es et et esessasasesesesetesesesennnees 56
ANIEXO 1ttt R e h e b bbb e bt b s b sae b sae e 58
Fabricacion de [0S electrod0s @ OFO.......cciieirieiiiiieieieeieie ettt bbb seane 58
REFERENCIAS ...ttt ettt sttt et e s e sttt e s bt e st e e be e s bt e et e e baesatesab e e beessbesabeensaanatesasesnsean 59



Capitulo 1. Introduccion

La nanotecnologia es un area de investigacion que se enfoca en la investigacion, disefio y construccion
de materiales y dispositivos en escala atdmica. En esta escala, las reglas convencionales de la fisica y
la quimica no aplican en su totalidad, ya que un nanomaterial puede modificar completamente su
comportamiento, por ejemplo, su color, conductividad, reactividad, estabilidad, etc. La
nanotecnologia promete dar nuevas soluciones a los problemas que obstaculizan el desarrollo de los
paises, especialmente en relacidon con la salud (Foladori & Invernizzi, 2006). En palabras de Ralph
Merkle “Si podemos reducir el costo y mejorar la calidad de la tecnologia médica a través de los
avances en nanotecnologia, podemos abordar mas ampliamente las condiciones médicas que

prevaleceny reducir el nivel de sufrimiento humano”(Merkle, 1992).

Las nanoparticulas atraen la atencion de la comunidad cientifica ya que su tamafio es comparable al
de virus, ADN y proteinas, lo que les da la libertad de moverse por el cuerpo sin quedar atrapadas en
espacios reducidos, ademas también tienen mayor facilidad para entrar a las células, lo que resulta

muy atractivo en el campo de farmacos dirigidos (Tharayil et al., 2021).

Actualmente, y sobre todo después de una pandemia que afectd la economia e indices de mortalidad
internacionalmente, los aspectos de la ingenieria médica mas destacados se dirigen en torno a
investigaciones para mejorar y desarrollar técnicas de diagnostico de enfermedades, tales como las
enfermedades virales. Estas ocurren cuando un organismo es invadido por virus patégenos y/o
particulas como virosis contagiosas (viriones) que pueden adherirse a la superficie y/o penetrar las
células susceptibles. Un gran nimero de virus pueden causar enfermedades contagiosas (Taylor et al.,
2012). Normalmente, el cuadro clinico utilizado para detectar una infeccion viral es la presencia de
dolores musculares y articulares severos, fiebre, erupciones cutaneas e inflamacion de los ganglios

linfaticos.

Hablando especificamente, el virus del papiloma humano (VPH) es la enfermedad virica del aparato
reproductor mas frecuente (10-60% de la poblacion general), por lo que la mayoria de los hombres y

mujeres sexualmente activos llegaran a padecerla en algin momento de su vida e incluso podran



infectarse repetidamente. En las mujeres embarazadas, la infeccidon puede transmitirse al feto durante
la gestacion o en el momento del parto (Trottier et al., 2016). Ademas, es una fuente importante de
morbilidad y mortalidad entre la poblacién joven y, junto con el VIH, se considera la enfermedad de
transmision sexual (ETS) mas costosa en términos de la estimacion de los gastos médicos directos
(Chesson et al., 2017). La mayor parte de las infecciones causadas por el VPH desaparecen por si
mismas, lo que causa pocas o ninguna secuela (VPH de bajo riesgo). No obstante, algunos subtipos del
virus tienden a persistir y causar desde displasia de bajo grado, papilomatosis respiratoria o verrugas
en el drea anogenital hasta cambios celulares asociados con precanceres y canceres cervicouterinos
de alto grado (VPH de alto riesgo). Seglin la OMS, se estimd que, en 2018, cerca de 311 mil mujeres
fallecieron de cancer cervicouterino relacionados a los tipos 16 y 18 del VPH (Human Papillomavirus
(HPV) and Cervical Cancer, 2020). Cabe destacar que, aunque la mayor parte de la poblacién infectada
son jévenes y adultos, hay también una gran prevalencia de papilomatosis respiratoria en nifios, de
acuerdo con (Loenenbach et al., 2022). La tasa de deteccion de ADN del VPH en bebés recién nacidos
llega a variar entre 4% y un 87%. Estas cifras dejan muy en claro que resulta indispensable contar con
formas de deteccion temprana del virus que sean altamente fiables y que permitan llevar a cabo un

tratamiento adecuado y oportuno al paciente.

En este sentido, la nanotecnologia brilla una vez mas por el potencial que ofrece en el campo de
deteccion de enfermedades gracias a las posibilidades ya exploradas que ofrece en el campo de
deteccidn de enfermedades. Muchos sistemas se han propuesto ya con el uso de nanoparticulas; uno
deellos es el sistema electroquimico, el cual en este trabajo buscaremos optimizar mediante la sintesis
y modificacion de nanoparticulas magnéticas y su implementacion en el electrodo de trabajo del

sistema.

1.1 Fundamentos teoricos

1.1.1 Nanoparticulas

Una nanoparticula es una unidad ultra pequefia con dimensiones medidas en el orden de nanémetros,

es decir, 1x10® metros. Las nanoparticulas se pueden clasificar en varios tipos, seglin su tamafio, forma
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y propiedades del material. Algunos ejemplos de nanoparticulas son los dendrimeros, liposomas,

puntos cuanticos, nanoparticulas poliméricas, entre otros.
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Figura 1. Comparacion de tamarios dentro y fuera de la escala nanométrica
Las propiedades de los materiales cambian a medida que su tamafio se acerca a la escala atomica. Esto
se debe al aumento de la relacion entre el drea de la superficiey el volumen, lo que hace que los &tomos
de la superficie del material dominen el rendimiento del material. Debido a su tamafio muy pequefio,
las nanoparticulas tienen una relacion de superficie-volumen muy grande en comparaciéon con el
material a granel, como polvos, placas y [dminas. Esta caracteristica permite que las nanoparticulas
posean propiedades Opticas, fisicas y quimicas inesperadas, ya que son lo suficientemente pequefas
como para confinar sus electrones y producir efectos cuanticos (Govindaraman et al., 2022; Sajid,

2022).

Los nanomateriales pueden producirse de forma natural, crearse como subproductos de reacciones
de combustion o producirse mediante ingenieria para realizar una funcion especializada. Debido a la
capacidad de generar los materiales de una manera particular para desempefiar un papel especifico,
el uso de nanomateriales abarca una amplia variedad de aplicaciones, incluyendo el transporte de

farmacosy las tecnologias de deteccién de enfermedades(Bunekar & Tsai, 2022).



1.1.2 Nanoparticulas magnéticas MFe,0, (M= Mn, Fe, Co, Ni, Zn)

Las nanoparticulas magnéticas son nanomateriales que constan de elementos magnéticos tales como

el hierro, el manganeso, cobalto, niquel, zinc, etc. La respuesta magnética de los materiales

magnéticos bajo la accién de un campo magnético externo esta influenciada por la configuracion de

sus elementos constitutivos, la forma en que se combinan quimicamente y el método de sintesis por

el que se fabrica. Los nanomateriales magnéticos se pueden clasificar en:

Diamagnéticos: En un material diamagnético, todos los espines de los electrones del material
estan emparejados y presentan el tipo mas débil de comportamiento magnético. Un campo
magnético externo induce un par de torsién en los dipolos de espin de estos pares de
electrones, lo que hace que los pares de electrones sufran un desplazamiento angular. La
direccion del reajuste es tal que el momento magnético creado actla para oponerse al campo
inductor, lo que dalugar a materiales con una susceptibilidad inicial negativa. Los gases inertes,
la mayoria de los no metales y los compuestos organicos son diamagnéticos comunes, y su
respuesta depende débilmente de la temperatura(lssa et al., 2013).

Paramagnéticos: Los materiales paramagnéticos son aquellos en los que los atomos
individuales tienen espines que estan alineados al azar. En presencia de un campo magnético
externo, los momentos de espin tienden a alinearse en direccion del campo, por lo que el grado
de alineacién de los espines con el campo magnético aplicado depende de la fuerza del campo
y de la temperatura, es decir, a mayor campo magnético mayor, el grado de alineacién y a
mayor temperatura el grado de alineacién serd menor para el mismo campo aplicado.
Ferromagnéticos: Los momentos magnéticos en cada dominio de un ferromagnético estan
orientados a lo largo de un eje de magnetizacion facil, correspondiente a un estado de baja
energia. Los electrones no compensados de los atomos individuales tienden a interactuar,
dando lugar a un acoplamiento de espines en una orientacion preferida. A diferencia de los
paramagnéticos, cuando se elimina el campo aplicado, pueden retener una componente de
magnetizacidn en la direccién de dicho campo, por lo que quedan magnetizados. Al retirar el

campo, el grado en que el material permanece magnetizado se cuantifica mediante la



magnetizacién remanente (MR), y el campo necesario para desmagnetizar el material es el
campo coercitivo (Hc). El ferromagnetismo se observa sobre todo en el hierro, niquel, cobaltoy
manganeso (Leon et al., 2019; Savliwala et al., 2019).

Superparamagnéticos: El superparamagnetismo es causado por efectos térmicos donde las
fluctuaciones térmicas son lo suficientemente fuertes como para desmagnetizar
espontaneamente un ensamblaje previamente saturado; por lo tanto, estas particulas tienen
coercitividad cero y no tienen histéresis. En este estado, un campo magnético externo puede
magnetizar las nanoparticulas con una susceptibilidad magnética mucho mayor. Cuando se
elimina el campo, las nanoparticulas magnéticas no presentan magnetizacién (Issa et al., 2013).
Antiferromagnéticos: El antiferromagnetismo ocurre cuando los electrones estan dispuestos en
la misma direccion, pero en la direccién opuesta. De esta forma, si tienen el mismo valor
absoluto, se anulan entre si; y si son diferentes, disminuye. A diferencia del ferromagnetismo,
el antiferromagnetismo se encuentra en materiales que tienen dominios alineados en
direcciones opuestas. Ademas, el ferromagnetismo se caracteriza por la resistencia a la
magnetizacién(Hoffmann & Zhang, 2022).

Ferrimagnéticos: El ferrimagnetismo se puede definir como un tipo de magnetismo donde los
momentos magnéticos tienen momentos opuestos similares a los del antiferromagnetismo; sin
embargo, los momentos antiparalelos no se anulan entre si. Aligual que en el ferromagnetismo,

la susceptibilidad de los materiales ferrimagnéticos es grande (Slimani et al., 2020).
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Figura 2.Comportamiento de los momentos dipolares magnéticos en seis tipos de materiales magnéticos con (derecha) y sin
(izquierda) campo magnético externo (H).
Uno de los materiales magnéticos en forma de nanoparticula mas estudiados es la magnetita (Fe;04),
este es un mineral cuyo componente principal es un 6xido de hierro que contiene cantidades iguales
de hierro (I1) y hierro (Ill), y a menudo se expresa como éxido de hierro (11, I11). La magnetita es clbica
con una estructura de espinela inversa con predominio de Fe*. Aunque la magnetita es un mineral
comun que rara vez excede el 1% en volumen, ésta tiene la mayor magnetizacién de saturacién de
todos los minerales magnéticos naturales conocidos, por lo que incluso las trazas de este mineral (<
0,1%) se pueden detectar facilmente con mediciones magnéticas en el laboratorio (Moskowitz et al.,
2015). Una de las fases existentes de este material es la maghemita (yFe,0s), esta se forma como
producto de la oxidacién a baja temperatura de la magnetita. La maghemita posee una estructura de
espinelainversa similar a la magnetitay aligual que ella exhibe una estructura clbica con una pequefia

anisotropia magnética debido a la ausencia de momento angular orbital (Bengtson et al., 2013).

Otros sistemas en forma de nanoparticulas que se han estado estudiando son las nanoparticulas del
tipo MFe,0, donde M es un catidn o ion de transicién, como por ejemplo cobalto, niquel o zinc. Como
miembros destacados de las ferritas, los MFe,O, son objeto de interés por su naturaleza
ferromagnética. Los MFe,04 tienen una formacién de fase espinela inversa con los cationes Fe®
distribuidos entre los sitios tetraédricos u octaédricos y los iones M2+ en el sitio octaédrico. (Chand

Verma et al., 2020)



Las principales propiedades magnéticas que se pueden manifestar en este tipo de nanoparticulas son:

» Susceptibilidad inicial: A campos magnéticos aplicados suficientemente bajos, la dependencia
entre la magnetizacion y el campo magnético aplicado para los materiales paramagnéticos y
superparamagnéticos es lineal, y la pendiente de esta relacién se denomina susceptibilidad
inicial. Como tal, la susceptibilidad inicial es una medida de lo facil que es alinear los dipolos
magnéticos del material con el campo, para situaciones en las que la energia asociada al campo
magnético es pequeiia en relacion con la energia térmica (Maldonado-Camargo et al., 2017).

» Saturacion magnética: En presencia de un campo magnético aplicado, los espines magnéticos
de una particula superparamagnética tienden a alinearse en la direccion del campo, lo que da
lugar a una magnetizacion inducida (Jiles, 2015). A campos magnéticos suficientemente altos,
todos los espines magnéticos se alinean en la direccion del campo, lo que da lugar a la maxima
magnetizacion inducida, que suele denominarse magnetizacion de saturacion de la muestra.
La magnetizaciéon de saturacion se utiliza a menudo como métrica para comparar las
propiedades magnéticas de diferentes particulas, debido a su relacién con la fuerza del
momento dipolar global de la nanoparticula.

» Temperaturade bloqueo: El superparamagnetismo depende en gran medida de la temperatura
del sistema y del tamafio de la particula. La temperatura a la que la energia térmica es lo
suficientemente baja como para "congelar" la alineacion espontanea de la magnetizacion, se
denomina temperatura de bloqueo. Por encima de la temperatura de bloqueo, un material
puede actuar como un super iman, mientras que puede actuar como un ferromagnético por

debajo de la temperatura de bloqueo.(Savliwala et al., 2019)

1.1.2.1 Representacion del comportamiento magnético

El comportamiento magnético se puede describir en términos de sus bucles de histéresis, siendo ésta
la representacién de la fuerza de magnetizacion (H) conrelacion con la densidad de flujo magnético (B)
del material. El bucle de histéresis es caracteristica de cada material y varia en que tan ancha o estrecha
es. Los bucles de histéresis comienzan en un punto inicial donde H es cero, ahi sus momentos dipolares

magnéticos estan desorientados y el material presenta paramagnetismo. Cuando se afiade una fuerza
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magnetizante (H) al material, éste sigue el camino hasta el punto de saturacidn (+Hs). En este punto
todos los momentos dipolares magnéticos se alinean en la direccién de la fuerza magnetizante y el
flujo magnético deja de aumentar. Cuando H se reduce a cero, queda algin remanente de
magnetizacidn; este punto se conoce como punto de retentividad (+Br). Para eliminar esta
magnetizacién remanente, se aplica una fuerza magnetizante coercitiva en sentido inverso. El punto
en el que ya no hay flujo magnético (B=0) debido a la cancelacion de los momentos dipolares que
actlan en direcciones opuestas, se conoce como punto de coercitividad (-Hc). Al aumentar la fuerza
magnetizante en sentido negativo, se produce la misma saturacién que habia antes, pero en sentido
opuesto (-Hs). El bucle continta con un punto de retentividad (-Br) y un punto de coercitividad (+Hc)

iguales pero opuestos hasta su punto de saturacién original (+Hs) (Magnetic Hysteresis, 2020).
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Figura 3. Representacion esquematica del bucle de histéresis de un material ferromagnético (Magnetic Hysteresis, 2020)
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En la Figura 3 se puede observar mejor el ciclo completo del bucle de histéresis, donde los puntos a 'y
d representan a +/- Hs, los puntos b y e son los +/- Br, y los puntos cy f son los +/- Hc. Los giros del
dipolo magnético en estos puntos respectivos pueden apreciarse en la Figura 4, en la que los giros
comienzan desorientados, posteriormente se alinean con el campo magnético y finalmente se
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desalinean hasta que los momentos se cancelan entre si para no producir ningiin momento magnético
neto. Cabe destacar que la curva en ningiin momento vuelve al origen (B y H=0). Para volver a este
punto, el material tendrd que desmagnetizarse, es decir, volver a tener un comportamiento

paramagnético (Magnetic Hysteresis, 2020).

>
H

Figura 4. Representacion esquemadtica de los momentos dipolares magnéticos (Magnetic Hysteresis, 2020)

1.1.2.2 Métodos de sintesis de nanoparticulas magnéticas

Existen diferentes rutas para sintetizar nanoparticulas magnéticas, entre ellos podemos destacar la
descomposicion térmica, método de coprecipitacidn, sol-gel, microemulsiony el método hidrotermal

(SOUFl et al., 2021).

Descomposicion térmica: Este método de sintesis se lleva a cabo a través de la descomposicion térmica
de precursores metalicos al aplicar altos valores de temperatura y de presion. Las ventajas que
proporciona este método son una alta monodispersidad y un control efectivo del tamafio de particula.

Por otro lado, las desventajas de utilizar este método son, principalmente, la necesidad de aplicar



valores extremos de temperatura durante la sintesis, el alto costo y el uso de quimicos organicos

peligrosos (Behrens, 2011).

Método de coprecipitacién: En una sintesis tipica, el pH de una solucion ferrosa se incrementa
mediante la adicion de una base bajo una atmésfera inerte o bajo temperatura. Este enfoque es una
ruta eficaz y sencilla para la sintesis de nanoparticulas magnéticas, una de las principales ventajas de
este método es que las nanoparticulas pueden prepararse eficazmente a gran escala. Sin embargo, las
condiciones durante el proceso de sintesis deben determinarse cuidadosamente en esta técnica y

generalmente se obtienen NP con una amplia distribucion de tamafio (SOUFI et al., 2021).

Método sol-gel: Para este método se llevan a cabo procesos de hidroxilacion y condensacion de los
reactivos en soluciones, posteriormente, se sintetiza un gel con una estructura tridimensional de 6xido
metalico mediante un proceso de condensacion. Por otro lado, el estado cristalino se logra utilizando
un tratamiento térmico(ltoh & Sugimoto, 2003). La ventaja de este método es que no necesita de
temperaturas tan altas, y su inconveniente principal es la posibilidad de que suceda una coagulacion

de la mezcla durante el proceso.

Método de micro emulsion: Una micro emulsion es un sistema liquido transparente isotrépico
compuesto de aceite, agua y anfifilo. Para sintetizar nanoparticulas magnéticas por este método se
llevan a cabo reacciones que incluyen reduccidon o coprecipitacion en sistemas de microemulsion. Sus
principales desventajas son el bajo rendimiento que produce y el consumo de un gran volumen de

disolventes organicos durante el proceso de sintesis (Itoh & Sugimoto, 2003)

Método hidrotermal: El método hidrotermal se refiere al medio en el que se encierra una solucién
acuosa en un reactor especialmente sellado como medio de reaccion, tiene un funcionamiento
sencillo, materias primas baratas y baja contaminacién. Mediante el establecimiento de condiciones
externas, se crea un entorno de alta temperatura y alta presion para el reactor, y las sustancias
insolubles o no, se disuelven en el entorno. La reaccion se recristaliza, y luego se separa y se trata
térmicamente para obtener nanoparticulas. El uso de este método para preparar nanomateriales
magnéticos tiene dos ventajas. En primer lugar, las propiedades magnéticas del nanomaterial

magnético pueden mejorarse en un entorno de alta temperatura; en segundo lugar, la volatilizacién
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de cada componente puede reducirse en un entorno de alta presion, y la pureza del producto y la

proteccion del medio ambiente pueden mejorarse (Liu et al., 2020).

1.1.3 Biosensores basados en nanoparticulas magnéticas

Las estrategias de biodeteccién basadas en nanoparticulas magnéticas han recibido una atencion
considerable porque ofrecen ventajas Unicas sobre otras técnicas. Por ejemplo, las nanoparticulas
magnéticas son baratas de producir, fisica y quimicamente estables, biocompatibles y
ambientalmente seguras (Haun et al., 2010). Se pueden unir selectivamente a moléculas funcionales 'y
permitir el transporte a una ubicacién especifica bajo un campo magnético externo de un electroiman
o iman permanente. Ademas, las muestras biologicas no presentan practicamente ningin fondo
magnético, por lo que se pueden realizar mediciones muy sensibles en muestras turbias o con poca

visibilidad sin necesidad de procesarlas (Lee et al., 2015).

1.1.3.1 Partes de un biosensor

Un biosensor tipico se compone por dos elementos basicos: 1) El receptor, que suele ser un elemento
bioldégico como enzimas, anticuerpos, ADN, microorganismos, tejidos o incluso moléculas sintéticas; y
2) el transductor, que es la parte del sensor que transforma el evento de reconocimiento en una sefial
medible que puede utilizarse para la cuantificacion del analito. La sefial del transductor (que podria
ser cualquier cosa, desde el angulo de acoplamiento de un rayo laser hasta la corriente producida en
un electrodo) se convierte en una sefal eléctrica que se amplifica y se envia para su procesamiento a
alglin software de computadora para convertirlo en un parametro fisico significativo que describa el
proceso que se esta investigando; finalmente, la cantidad resultante se exhibe a través de una interfaz

para el operador humano (H. Liu et al., 2019).
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En las aplicaciones de deteccidn, las nanoparticulas magnéticas se utilizan mediante la aplicacién
directa de soportes etiquetados al sensor, integrandose en los materiales del transductor y/o en la
dispersion de ellas en la muestra seguida de su atraccién por un campo magnético externo en la

superficie de deteccidn activa del sensor.
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Figura 5. Elementos basicos de un sistema de biodeteccion

1.1.3.2 Biosensores electroquimicos

Los biosensores, tal y como se ilustra en la Figura 5 se basan en diferentes principios de transduccion,
[ldmese electroquimico, dptico, piezoeléctrico o magnético (Shavanova et al., 2016). A continuacion,

se describe al sensor electroquimico.

Como bien lo dice su nombre, estos perciben las sefales electroquimicas como corriente, voltaje e
impedancia inducidas por la interaccion de analitos y de electrodos que se pueden recubrir con
productos quimicos, materiales bioquimicos o elementos biolégicos para mejorar su actividad
superficial. Sus ventajas incluyen rapidez, alta sensibilidad, bajo costo y facil miniaturizacion y
operacion, por lo que son atractivos en aplicaciones clinicas, ambientales, bioldgicas y farmacéuticas.
Los dispositivos electroquimicos se pueden clasificar en amperométricos, potenciométricos,
voltamperomeétricos, quimioresistivos y capacitivos, segiin sus principios de funcionamiento (Duarte
et al., 2014). Estos y los biosensores de enzimas, tejidos y ADN estdn disefiados mediante la

inmovilizacién de elementos de reconocimiento bioldgico de anticuerpos, enzimas, tejidos y ADN,
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respectivamente, en la superficie del electrodo de trabajo. La incorporacién de nanoparticulas
magnéticas en este tipo de dispositivos puede potencialmente amplificar las sefiales a través de su
contacto con la superficie del electrodo y mejorar la matriz de trabajo, ejemplo de esto el uso de
particulas de tipo core-shell Fe;0, @SiO, para modificar las superficies de los electrodos (Rocha-
Santos, 2014), ya que sus caracteristicas, como una buena conductividad eléctrica, una gran superficie
y mas sitios de interaccién electroactiva, pueden proporcionar un transporte de masa mejorado y una

accesibilidad mas facil a los sitios activos, aumentando asi la sefial analitica y la sensibilidad.

1.1.4 Modificacion de nanoparticulas

Independientemente del principio de transduccion utilizado, es necesario modificar la superficie de las
nanoparticulas para el anclaje de una biomolécula especifica, la cual actuara en el bio-reconocimiento
del analito. Este trabajo se enfoca en la deteccion de enfermedades, especificamente orientados hacia
el Virus del papiloma humano (VPH), por lo que para desarrollar una estrategia apropiada de cémo
modificar la nanoparticula magnética se debe definir qué elemento dentro de la muestra se busca
identificar. En la siguiente seccidn se describe brevemente el ciclo viral del Virus de Papiloma Humano

y las proteinas presentes en él, una de las cuales es el analito de interés.

1.1.4.1Virus del papiloma humano (VPH)

Ciclo viral

Todos los VPH poseen un genoma de ADN episomal de aproximadamente 8 kb de tamafio tal y como
se ilustra en la Figura 6, donde se toma de ejemplo el genoma VPH 16 (otros genomas del VPH tienen
una organizacién muy similar). Este genoma se puede dividir en tres secciones funcionales, la regién
temprana (E) que codifica al menos siete proteinas virales que tienen funciones reguladoras en la
célula epitelial infectada (E1, E2, E4, E5, E6, E7, E8), la regidn tardia (L) que codifica las dos proteinas
estructurales virales L1y L2, que forman la capside viral, y la LCR (long control region) también llamada
regidn reguladora upstream (URR). La LCR contiene las secuencias reguladoras virales que controlan
la replicacion y la transcripcion virales, asi como el control postranscripcional a través del elemento
regulador tardio (Graham, 2010).
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Figura 6. Genoma del VPH 16’

Tras la entrada nuclear en las células en division de la capa basal o del ectocérvix, se inicia la
transcripcién temprana del virus. E2 se une a E1, que luego se une como un dimero de hexdmeros al
origen de replicacién viral y recluta la maquinaria de replicacion del ADN celular. La replicacion inicial
de un genoma de VPH entrante genera aproximadamente 50-100 copias episomales por nucleo. Esto
constituye la primera fase de la replicacién del ADN viral y del mantenimiento del genoma. En las
células basales infectadas, los genomas virales circulares se replican de forma conjunta con la
replicacion del ADN celular y se distribuyen de forma equitativa en las células hijas mediante la unién
de los genomas del virus a los cromosomas de la célula huésped a través de E2 ligada a la LCRviraly a

las proteinas de unién a la cromatina (Roman & Munger, 2013).

Papel de las proteinas E6 y E7 del VPH durante el ciclo de replicacion

! Los promotores se indican con Py flechas (P97, P670, PE8). Los sitios de poliadenilacion temprana (pAE) y tardia (pALs) se
indican con lineas rectas cortas por encima del genoma circular. El LCR se indica con una linea azul. Adaptado de (Graham,
2017).
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Los VPH poseen un promotor temprano responsable de la expresién de proteinas en las primeras
etapas del ciclo de replicacion. Entre ellas se encuentran las oncoproteinas virales E6 y E7 (Vande Pol
& Klingelhutz, 2013) cuya expresion es esencial para el ciclo vital normal del VPH. Se ha encontrado que
la expresion de los biomarcadores que responden a E6 y E7 disminuye en las capas epiteliales
superiores, por lo que la actividad biologica de estas proteinas puede ser mas importante en la fase
inicial de la replicacidn viral en las células epiteliales basales. Al comienzo de la infeccidn, la expresion
de E7 activa el punto de control de la fase G1 a S en los queratinocitos que normalmente sufririan una
diferenciacion terminal, ampliando asi el compartimento de células epiteliales activas en la replicacion
del ADN (Roman & Munger, 2013). Este es un paso importante para lograr la segunda fase de la
replicacion del genoma viral en las células de las capas epiteliales medias y superiores que
normalmente saldrian del ciclo celular. El E7 activa el ciclo celular de las células infectadas y
diferenciadas mediante la uniény liberacion, o degradacion, de pRby otras proteinas (p107 y p130) de
un complejo de represidn transcripcional que contiene el factor de transcripcion E2F, este queda libre
para activar la transcripcion de una serie de genes relacionados con el ciclo celular, como las ciclinas

Ay E, estimulando asi la transicion de la fase G1 a la fase S (Moody & Laimins, 2010).
Fase tardia del ciclo de replicacion viral

La fase tardia del ciclo de vida viral implica la replicacion vegetativa del ADN viral y posteriormente la
formacién de viriones. Para llevar a cabo esta fase se requiere una mayor expresion de las proteinas
virales E1y E2. La fase tardia del ciclo de vida esta marcada por la activacion (debido a cambios en la
sefializacion celular) del promotor tardio principal viral (VPH16: P670; VPH18: P811) que esta situado
en la region del gen E7 (Bodily et al., 2011). Esto da lugar a una mayor expresion, no Gnicamente de E1
y E2, sino también de E4 y E5 (Graham, 2010). El promotor E8 se mantiene activo en esta etapa y E2
puede seguir reprimiendo la amplificacién del genoma viral. Finalmente, la replicacién del ADN en la

fase tardia produce muchos miles de genomas virales progenitores.
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Tabla 1. Principales funciones de las proteinas presentes en el VPH

Proteina Funcién asociada Tipo
El ATPasay ADN helicasa; reconoce y esta unido al origen viral de replicacion de
ADN como un complejo hexamérico.
E2 Esencial para replicacion y transcripcion viral, segregacion genémica y
encapsidacion
E4 Regula la expresion de genes tardios, controla la maduracion viral y la salida de
los viriones
E5 Estimula la actividad transformante de E6 y E7, promueve la fusion celular
generando aneuploidia e inestabilidad cromosdmica, contribuye a la invasion de
la respuesta inmunitaria
E6 Se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores p53, No estructurales
inhibiendo la apoptosis; interactia con proteinas del sistema inmunitario innato,
contribuye a la evasion de la respuesta inmunitaria y a la persistencia del virus;
activa la expresion de la telomerasa
E7 Se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores pRB;
incrementa la actividad de cinasas dependientes de ciclinas; afecta la expresion
de genes de fase S por interaccion directa con factores de transcripcion E2F y con
histona desacetilasa; contribuye a la evasion de la respuesta inmunitaria
L1 Proteina principal de la capside. Reconoce receptores sobre la célula hospedera.
Es altamente inmunogénica e induce anticuerpos neutralizantes
Estructurales
L2 Proteina secundaria de la capside. Participa en la unién del virién a la célula, en

su entrada a la célulay su transporte al nlcleo, la liberacidn del genomayy el

ensamble de los viriones

2 Algunos papilomavirus tienen marcos de lectura para las proteinas E3 y E8, aunque aun se desconocen sus funciones.
Adaptado de (Santos Lopez et al., 2015).
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1.1.4.2 Estrategia de inmovilizacion

Existen dos tipos de inmovilizacién de enzimas: métodos fisicos y métodos quimicos (ver Figura 7). Los
métodos fisicos se caracterizan por interacciones mono covalentes débiles, fuerzas de Van der Waals,
enlaces ionicos o contencion mecanica de la enzima dentro del soporte (Mohamad et al., 2015). En el
método quimico se forman enlaces covalentes e involucra un material matriz que sirve de soporte. Este
tipo de union es uno de los métodos mas utilizados y proporciona una fuerte union entre las enzimas
y la matriz de soporte para formar un complejo estable. Los grupos funcionales enziméticos utilizados
en el acoplamiento covalente son el grupo amino, el grupo carboxilico, el grupo fendlico, el grupo tiol,
el grupo imidazol, el grupo indol y el grupo hidroxilo.. Por lo general, el procedimiento de unién de la
enzima al soporte sélido comprende dos etapas: La primera es la activacidn de la superficie a través
del uso de moléculas enlazadoras y la segunda es el acoplamiento covalente de la enzima al soporte
activado. Como resultado de estas etapas, las moléculas enlazadoras actlian como un reactivo
entrecruzador entre la superficie y la enzima a través de enlaces covalentes (Vijayalakshmi et al., 2019).
Cuando la enzima y la matriz de soporte son fuertes, el enlace covalente protege la fuga de enzima de
la matriz superficial y mejora la estabilidad térmica. Esta técnica se puede utilizar para la

inmovilizacidn en diferentes tipos de nanoparticulas y es la que se usara en este trabajo.
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Figura 7. Métodos de inmovilizacion de enzimas.

Ya se discutié anteriormente que el bioreceptor del sensor puede ser un anticuerpo, por lo que,

basados en los antecedentes del VPH, se decidié que la estrategia ideal a seguir seria el anclaje del

anticuerpo MAbET del HPV 16 (genotipo del Virus del papiloma Humano), el cual es el anticuerpo

especifico de la proteina E7, es decir, solo se uniria a este, por lo que seria posible desarrollar un

sistema que reconozca y cuantifique la presencia de esta proteina caracteristica del VPH. Debido a la

poca disponibilidad de dichos elementos en el laboratorio, los experimentos de este trabajo se llevaran

a cabo usando en su lugar la proteina Whole Spike SARS CoV 2 y su respectivo anticuerpo monoclonal.

(Enzimas Aplicadas En Procesos Industriales, n.d.)
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1.2 Hipotesis

La sintesis y funcionalizacién de nanoparticulas magnéticas de tipo MFe, 0. (Ni*?) junto con la

inmovilizacién de un anticuerpo monoclonal en su superficie permitird la deteccién de proteinas,

mostrando que este material es un buen candidato para usarse en biosensores para la futura deteccion

del Virus del Papiloma Humano (VPH) y otras enfermedades virales.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas magnéticas de tipo MFe,04 (Ni+?) e inmovilizar un anticuerpo

para detectar la presencia de la proteina Whole Spike anti-SARS CoV 2.

1.3.2 Objetivos especificos

1.
2.

Realizar la sintesis de nanoparticulas magnéticas NiFe,O, mediante sintesis hidrotermal

Llevar a cabo el recubrimiento de las nanoparticulas magnéticas con material biocompatible
(Si0,) mediante el método de Stober.

Observarla morfologia del material fabricado por microscopia electrénica de transmision (TEM)
y microscopia electrénica de barrido (SEM).

Evaluarlas propiedades estructurales cristalinas del material fabricado por difraccion de rayos
X (XRD).

Determinar la composicién quimica del material fabricado por espectroscopia de energia
dispersiva (EDS).

Evaluar las propiedades magnéticas por magnetometria de muestra vibrante (VSM).

Llevar a cabo en anclaje del anticuerpo sobre la nanoparticula recubierta de SiO..

Comprobar la correcta funcionalizacion de la nanoparticula mediante FTIR

Realizar ensayos de voltamperometria ciclica y de onda cuadrada para comprobar el anclaje
del anticuerpo sobre la nanoparticula, asi como la deteccidon de la proteina por el método
electroquimico.
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Capitulo 2. Metodologia

Para llevar a cabo los objetivos propuestos anteriormente, la metodologia se dividio en cuatro etapas:

1. Sintesis de nanoparticulas magnéticas del sistema MFe,0.. En concreto, se realizaron
experimentos con ferritas de niquel (NiFe,0.).

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

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

4. Funcionalizacién del electrodo y evaluacion del anclaje del anticuerpo y deteccion de la

proteina.

2.1 Materiales y reactivos

Tabla 2. Lista de reactivos utilizados en los procesos experimentales

Proceso Reactivos

1. Sintesis de NiFe;0, « Cloruro de hierro hexahidratado (FeCls - 6H,0, 98 % Sigma)
« Cloruro de niquel hexahidratado (NiCl, - 6H,0, 98 % Sigma)
+ Urea (NH,CONH>,99.0-100.5% Sigma)
« PEG 8000 (H(OCH,CH,).OH, Sigma)
« Etanol (C,HsOH)

+ Agua desionizada
2. Recubrimiento con SiO: « TEOS (Si(OC2H5)4 , 98% Sigma)

« Solucién de hidroxido de amonio (NH.OH, 29% Sigma)

« Etanol (C,HsOH)
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3. Funcionalizacién de la «Anticuerpo monoclonal de proteina Whole Spike anti-SARS CoV 2
nanoparticula y anclaje del Ab

Agua Milli-Q

+ H,0,

*NH.OH
+APTES (Sigma)

«Clorhidrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC)
«N-hidroxisuccinimida (NHS)
«Solucion salina de fosfato (PBS)
«Albumina de suero bovino (BSA)
4. Funcionalizacién del electrodo  Se ytilizaron los mismos reactivos de la etapa 3, ademas de:
yevaluafién el anCIafe ’ < Protefna Whole Spike SARS CoV 2
deteccién de la proteina
« Ferricianuro de potasio (Ks[Fe(CN)s])
Ferrocianuro de potasio (Ks[Fe(CN)e])
Electrodos de oro (anexo)
«3 polimeros conductores:
PEDOT: Poli(3,4-etilendioxitiofeno)-poli(estireno sulfonato)

Nafion™: Fluoropolimero a base de tetrafluoroetileno sulfonado

PVSA: Poli( acido vinilsulfénico , sal de sodio)

2.2 Primer etapa: Sintesis del nucleo magnético

2.2.1 Ferritas de niquel (NiFe,0.)

La preparacion de las nanoparticulas magnéticas de NiFe,O. se lleva a cabo mediante sintesis
hidrotermal. En concreto, se prepara una solucion de 60 mL de ureay otra de 20 mL de polietilenglicol
(PEG), ambas soluciones cristalinas se vierten en un vaso de precipitado de 150 mL y se agitan
magnéticamente a temperatura ambiente por media hora hasta formar una solucion homogénea. Sin
detener la agitacién, se afiade FeCl;6H,0 (16mmol) a la solucién anterior hasta que se disuelva por

completo, posteriormente se afiade NiCl,»6H,0 (8mmol) y continda la agitacion hasta que este se
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disuelva totalmente. La solucidon amarilla resultante se somete a bafio sdnico por 15 min y terminado
este tiempo se transfiere a un autoclave de 200 mL para mantenerla a 200 °C por 24 h en un horno. La
solucion marrén resultante indica la formacion de nanoparticulas magnéticas. Con ayuda de un iman
se recuperan los precipitados y se lavan tres veces con agua desionizada en centrifuga a 5500 rpm por
15 min y luego otras tres veces con etanol reactivo. Finalmente, se evapora el etanol por 12 h a

temperatura ambiente y los polvos resultantes se someten a tratamiento térmico a 600 °C por 10 h.

FeCl:*6H20 NiClz2*6H20
urea PEG P e
< ,\\‘- '\"A-- ) : \ ' l\:\ ::' ‘ ) a ,;:
= /.-.\ \ N ( N\ {/ ' —— \ f;
f )

*-"'"'\_ | —

@ Solucién 1 @ Solucién 2 @ Solucién 1 + Solucién 2 @

Figura 8. Esquema para la sintesis de NiFe:0s

2.3 Segunda etapa: Recubrimiento con SiO;

Los materiales magnéticos son recubiertos con SiO, por medio de una modificacién al método de

Stober (Belman, 2019; Stober et al., 1968):

Se suspenden 0.5 g de material magnético en etanol y se dispersan en bafio sénico por 4 h,

posteriormente la muestra se seca a 60 °C por 12 h. Pasado este tiempo, se toman 0.2 g del material
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previamente secado y se agrega a una mezcla de 40 mL de etanol y 10 mL de agua desionizada. La
mezcla se dispersa durante 40 min en bafio sénico (solucién 1). Por otro lado, se prepara una solucion
con30mLdeetanoly 0.6 mL de hidroxido de amonio (NH,OH), la cual se mantiene en agitacién durante
10 min (solucién 2). Terminados estos procesos, se agrega la solucién 2 a la solucién 1, la mezcla se
pone en agitacion a 800 rpm durante 30 min para después ser dispersada por sonicacién por 30 min
mas. A la mezcla se le afiaden 110 pL de tetraetilortosilicato (TEOS) y se mantiene en agitacion a 800
rpm durante 4 h. Para detener la reaccion, la muestra se lava 3 veces por centrifugacion a 5500 rpm

durante 15 min. Enseguida, se deja secar la muestra a 60 °C por 12 h y finalmente se realiza un

tratamiento térmico a 550 °C durante 6 h.

Figura 9. Esquema para el recubrimiento con Si0;
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2.4 Tercer etapa

2.4.1 Funcionalizacion de la nanoparticula

Como primer paso se realizdé una activacién oxidativa sobre las nanoparticulas sometiéndolas a un
lavado con una solucién de H,0:H,0,:NH,OH en una proporcién de 10:1:1, luego se llevd a cabo la etapa
desilanizacién utilizando las nanoparticulas de NiFe,0,@SiO, previamente lavadas y afiadiendo APTES
a diferentes concentraciones (1y 5 %v/v) y se dejaron en agitacion a temperatura ambiente por 20 min
y 24 h. Inmediatamente después de haber pasado el tiempo de reacciéon las muestras con
nanoparticulas se lavaron tres veces con buffer MES (pH 5.8 6.5), y con H,0:H,0,:NH,OH para los
controles. El objetivo en esta etapa es formar una superficie sobre el material magnético y obtener una

interfaz entre éste y el material organico utilizando el enlace covalente -Si-O-Si- (Figura 10).

_od
e NH- —0 .
_OH = .-,. .
—> —> Si 0 —> 0— Si NH
-OH -0
Ferrita recubierta Activacion de Funcionalizacion Funcionalizacion con APTES
con Si0; grupos hidroxilo con APTES

Figura 10. Funcionalizacion de la superficie con APTES

Para determinar la mejor concentracién y tiempo de reaccion para la solucion de APTES, se realizaron
varios conjuntos de experimentos, variando a) la cantidad de NiFe,0,@SiO, por cada mililitro (5mgy
10 mg), b) la concentracién de APTES (1% Yy 5%) y c) el tiempo de reaccidn (20miny 24 h) asi, se obtienen
un total de 10 muestras, cada una de ellas descrita en la Tabla 3 (las muestras de control estan

resaltadas en negrita)
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Tabla 3. Muestras preparadas

Muestra NPs magnéticas (mg/mL) APTES (% V/V) Tiempo de reaccion (h)
la 5 5 20 min
1b 5 1 20 min
1c 10 5 20 min
1d 10 1 20 min
4a 5 5 24 h
4b 5 1 24 h
4c 10 5 24 h
4d 10 1 24 h
X 5 - -

y 10 - -

2.4.2 Anclaje del anticuerpo en la nanoparticula

Se preparan microtubos con 1 mL de solucion de NiFe,0.@SiO,-APTES y en cada uno se realiza el
siguiente procedimiento: Se agregan volimenes de 19 uL de EDC 2.5x*10 3 mol/Ly 35 pL de NHS 1x*10
“2mol/L en agua ultrapura a la solucion y se coloca en agitacion durante 20 min. Posteriormente, se
retiran 540 pL del liquido, separandolo de las nanoparticulas con ayuda de un iman y se colocan 40 uL
de Abs diluido en 1:19 de Buffer PBS. Se deja incubar durante toda la noche a 28 °C. Nuevamente con
ayuda del iman, se recuperan las nanoparticulas y se resuspenden en 200 uL de PBSy 300 pL de BSA al
0.5% a un porcentaje final de 0.2%. La solucidn se resuspende dos veces para eliminar el exceso de

anticuerposy se almacena a4 °C.

2.5 Evaluacion

2.5.1 Anclaje del anticuerpo

Se llevo a cabo la siguiente estrategia sobre electrodos de oro previamente fabricados (ver anexo): Los
electrodos de trabajo secos se funcionalizaron con EDC/NHS de la misma forma que en la seccién

anteriory se dejaron incubar por 20 min. Tras un lavado con buffer PBS, se colocan 8 pL de solucién de
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Abs y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. Pasado este tiempo se realizaron

mediciones de voltamperometria ciclica (CV).

2.5.2 Deteccion de la proteina

Se prepararon diluciones de proteina S en buffer PBS partiendo desde una concentracién de 1ulL de
proteina por cada mililitro y llegando hasta 0.00005uL/mL. A cada tubo se le adicionaron 20mL de
solucion de nanoparticula con Ab. Se colocé una cantidad suficiente para cubrir el electrodo de trabajo
y se procedié a medir cada disolucién mediante voltamperometria de onda cuadrada (SWV) y

voltamperometria ciclica (CV).

2.6 Caracterizacion

Para la respectiva caracterizaciéon de las propiedades fisicas y quimicas, se cuenta con la
infraestructura adecuada y necesaria en el Centro de Nanociencias y Nanotecnologia, como lo es el
laboratorio de sintesis de nanomateriales. También se cuenta con un Microscopio electrénico de
transmision JEOL JEM-2100F (STEM) para la caracterizacién morfoldgica y estructural, un sistema
integral de microscopia electronica (SEM) y haz de iones enfocados (FIB), JEOL JIB-4500 (SEM+FIB) con
nanomanipulador, espectroscopia de catodoluminiscencia y de dispersion de energia (EDS), dos
Difractémetros Philips X’pert MPD y Panalitycal X’pert Pro MRD para la caracterizacién estructural, un
espectrometro AvaSpec-2048 para la caracterizacion espectroscopica UV - Vis y para la caracterizacidn
magnética se cuenta con acceso mediante colaboracién a un equipo PPMS Dyna Cool-9 (Physical
Property Measurement System) ubicado en la Facultad de Ciencias Fisico Matematicas de la

Universidad Autonoma de Cd. Judrez.

2.5.1 Microscopia electronica de transmision

El TEM es una caracterizacion mediante la que se transmite un haz de electrones a una determinada
muestra para que interactle con sus atomos y moléculas. Gracias a la longitud de onda tan pequefia
que se maneja, este tipo de microscopia es capaz de recuperar imagenes con mayor resolucién que

otros microscopios de luz (Zhao & Liu, 2022)
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Este microscopio estd equipado con un cafién de electrones tipo emision de campo-Schottky. La
preparacion de las nanoparticulas se llevd a cabo dispersando 20 mg de material el polvos en 5 mL de
etanoly colocando en bafio ultrasénico por 5 min, se transfirieron 2 mL de esta solucion a otro frasco,
seaford a5 mL con mas etanoly se repitio el proceso hasta obtener 5 diluciones. Este proceso se realizd

con muestras de NiFe,04 y NiFe,0.@SiO-.

NNV N

g 8 8 [

Figura 11. Esquema de preparacion y muestras reales

2.5.2 - Microscopia electronica de barrido (SEM) y Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva

(EDS)

El SEM es un instrumento utilizado para lograr analizar la topografia en la superficie de un material.
Contrario a los microscopios convencionales, la imagen es producida gracias al uso de electrones en
lugar de luz (Zhao & Liu, 2022). Durante una medida, primero se recubre el material con una fina capa
de algiin metal o una capa de carbén, ya que la muestra de ser conductora, posteriormente un haz de
electrones se produce en la parte superior del microscopio mediante un cafidn de electrones, este haz
sigue una trayectoria vertical a través del microscopio, que se mantiene dentro del vacio. El haz viaja a
través de campos electromagnéticos y lentes, que enfocan el haz hacia la muestra. Una vez que el haz
golpea la muestra, los electrones y los rayos X son expulsados de la muestra. La preparacién de las
muestras para analisis SEM es relativamente sencilla; para el andlisis de las particulas de NiFe,0, se fij6

primeramente un trozo de silicio previamente limpiado con acetona como blanco sobre un soporte
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adecuado, seguido de esto se pipeted 20 pL de material disperso en agua y se dejé durante un dia en

N\ ©

—>

desecador.

llustracion 12. Muestra diluida en agua y esquema de preparacion sobre un trozo de silicio
adherido al soporte

2.5.3 Difraccion de rayos X (XRD)

La caracterizacién mediante difraccion de rayos X no solo nos es Util para identificar la fase cristalina
de un material, sino que nos proporciona una amplia variedad de informacion sobre su estructura tal
como la distribucion de electrones en los atomos, la disposicion de los atomos en una estructura
cristalina, las distancias interatdmicas y sus angulos de enlace. La difraccion de rayos X se basa en la
interferencia constructiva de rayos X monocromaticos y una muestra cristalina. Estos rayos X son
generados por un tubo de rayos catddicos, filtrados para producir radiacion monocromatica,
colimados para concentrarlos y dirigidos hacia la muestra (Ali et al., 2022). La interaccion de los rayos
incidentes con la muestra produce interferencia constructiva y un rayo difractado cuando las

condiciones cumplen la Ley de Bragg, dada por la siguiente ecuacién:

Ecuacion 1

nA = 2d sin ()

Donde n, siendo un niimero entero, se refiere al orden de difraccion, lambda es la longitud de onda de
la radiacidn incidente, 8 es el angulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersién y d es la

distancia interplanar, por lo que despejando la ecuacion anterior podemos obtener:
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Ecuacion 2

q=_

2sin (0)
Esta ley relaciona la longitud de onda de la radiacion electromagnética con el angulo de difracciony el
espaciado de la red en una muestra cristalina. Estos rayos X difractados se detectan, procesan y
cuentan. Al escanear la muestra a través de un rango de 26 angulos, todas las posibles direcciones de
difraccion de la red deben alcanzarse debido a la orientacion aleatoria del material en polvo. La
conversién de los picos de difraccién a espacios d nos permite identificar el material utilizando
referencias estandar obtenidas de bases de datos. Ademas, este tipo de caracterizacién nos permite

obtener el tamafio aproximado de cristal, para lo cual se usé la ecuacion de Scherrer:

Ecuacion 3

L
' = Bcos ()
Donde t es el tamafio promedio de cristal, lambda sigue siendo la longitud de onda de los rayos X, 8 es
el area total bajo el maximo de difraccion dividida por la intensidad del pico, 6 es el angulo y k es la

constante de Scherrer (Ali et al., 2022).

Para la caracterizacion por XRD no se llevé a cabo ninguna preparacion especial de los polvos de ferrita,

por lo que estos se colocaron directamente sobre el soporte adecuado.

2.5.4 Magnetometro de muestra vibrante (VSM)

Un magnetémetro de muestra vibrante (VSM) funciona segun la Ley de Induccién de Faraday, que nos
dice que un campo magnético cambiante producird un campo eléctrico. Este campo eléctrico puede
ser medido y puede darnos informacién sobre el campo magnético cambiante. Un VSM se utiliza para
medir el comportamiento magnético de los materiales magnéticos. La muestra se coloca bajo un
campo constante, si la muestra es magnética, este campo magnetizara la muestra alineando los
dominios magnéticos, o los espines magnéticos individuales, con el campo. Cuanto mas fuerte sea el
campo constante, mayor sera la magnetizacion. El momento dipolar magnético de la muestra creard
un campo magnético alrededor de la muestra. A medida que la muestra se mueve hacia arriba y hacia
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abajo, este campo magnético cambia en funcién del tiempo y puede ser detectado por un conjunto de
bobinas de captacion. El campo magnético alterno provocara un campo eléctrico en las bobinas de
captacion de acuerdo con Ley de induccién de Faraday. Esta corriente sera proporcional a la
magnetizacién de la muestra. Cuanto mayor sea la magnetizacion, mayor serd la corriente

inducida(Maldonado-Camargo et al., 2017).

2.5.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR ATR)

La espectroscopia FTIR es una potente técnica dptica basada en mediciones de vibracién de una
molécula excitada por radiacion IR en un rango de longitud de onda especifico, que identifica las
caracteristicas de vibracion de los grupos funcionales quimicos en una muestra (Ricci et al., 2015; Tsai
etal.,, 2018). La espectroscopia FTIR proporciona informacion sobre estructuras moleculares, entornos
quimicos, orientaciones y conformaciones de cadenas de polimeros. La espectroscopia FTIR es uno de
los mejores métodos para identificar la estructura molecular, como el grupo funcional y el enlace,
cualitativamente de acuerdo con las frecuencias caracteristicas. Ademas, los espectros FTIR pueden
determinar cuantitativamente el contenido de componentes de la muestra segln la intensidad de la

banda(Chang & Tanaka, 2002).

Asi, con las mediciones de FTIR podemos identificar los grupos funcionales presentes en las muestras
preparadas, lo cual nos ayudard a confirmar la presencia de grupos amino en su superficie, producto
de una correcta funcionalizacién con APTES. Para ello, 200 uL de muestra dispersa en agua se colocd
en el equipo inmediatamente después de que el tiempo de reaccidén terminara y se midié en modo ATR

con resolucién 6 en un rango de 600 a 4000 nm.

2.5.6 Caracterizacion electroquimica

Voltamperometria ciclica (CV)

La CV es la prueba electroquimica basica de los materiales. En él, la corriente se registra al barrer el
potencial de un lado a otro (de positivo a negativo y de negativo a positivo) entre los limites elegidos.

La informacion obtenida de la CV puede utilizarse para conocer el comportamiento electroquimico del
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material. El analisis grafico de un voltamperograma ciclico proporciona los picos rédox, que son picos
de reduccién y oxidacién del material, que predicen el comportamiento capacitivo del

electrodo(Choudhary et al., 2017).

Voltamperometria de onda cuadrada. Se trata de un tipo de técnica electroquimica en la que se
proporciona una sefial de entrada linealmente creciente en forma de onda cuadrada para una
aplicacion voltamperométrica. Utilizando la voltamperometria de onda cuadrada (SWV) se puede
determinar la corriente que pasa a través del electrodo de trabajo y el potencial a través del electrodo

de trabajo y del electrodo de referencia se barrera linealmente en el tiempo.

La amplitud de esta onda cuadrada de barrido lineal es siempre constante. La corriente obtenida se
mide muestreando la forma de onda cuadrada de entrada de barrido lineal al final de cada semiciclo.
Esta corriente se mide tanto en el semiciclo de avance como en el semiciclo de retroceso y la diferencia
entre ambos da la forma de onda de la corriente de salida en funcidn del potencial aplicado. La SWV es
una técnica muy sensible. Puede identificar facilmente la adsorcion de cualquier reactivo especifico

mostrando una mejora significativa en su pico de corriente (Choudhary et al., 2017).
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Capitulo 3. Resultados y discusiones

3.1 Estudio morfologico y analisis de distribucion estadistica de tamafios por microscopia

de barrido (SEM) y microscopia electronica de transmision (TEM)

De acuerdo a lo observado en las imagenes SEM, se formaron particulas de diversos tamafios (Figura
13 y 14), con morfologia irregular y con tendencia a la aglomeracion. Para obtener las medidas
aproximadas de los tamafios de particula se utilizé el software Image J y se determiné el tamafio de
125 particulas. Con estos datos se obtuvo un histograma de distribucion de tamafio (Figura 14) con el
que se puede observar que el rango de tamafo mas frecuente de la muestra de NiFe,0, esta entre los

50y 100 nm.

Figura 13. Muestra de NiFe:0, observada mediante microscopia electronica de barrido (SEM)

Como se ha expuesto anteriormente, las nanoparticulas magnéticas resultan de gran atractivo en las
aplicaciones biomédicas por su tamafio tan pequefio y el comportamiento que exhibe debido a éste.
Sin embargo, ensambles aglomerados de particulas podrian variar e incluso cambiar totalmente sus
propiedades. En este sentido, la primer incognita a resolver es si sera posible realizar un recubrimiento
uniforme sobre las nanoparticulas que sirva como material biocompatible para aplicaciones
biomédicas. Las nanoparticulas magnéticas tienen una fuerte tendencia a agregarse debido a las
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interacciones magnéticas entre particulasy a la gran reactividad de la superficie de estas, por lo que al

observar estas imagenes surge como segunda interrogante si estamos en presencia de particulas con

tendencia a la aglomeracion o a la agregacién.

D (nm)

Figura 14. Cumulo de nanoparticulas NiFe:Oq e histograma de tamario basado en el conteo de 125 particulas

Recordando, la aglomeracidn se refiere a grupos de particulas débilmente unidos que son capaces de

romperse a través de fuerzas mecanicas sencillas, mientras que en la agregacion se refiere a grupos

fuerte y densamente unidos que dificilmente pueden separarse.

Aglomeracion Agregacion
Reversible por fuerzas mecanicas Proceso irreversible

Figura 15. Comparacion entre un grupo de nanoparticulas aglomeradas y agregadas.
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El segundo anélisis de la morfologia del material se llevd a cabo por microscopia electrénica de
transmision (TEM). La Figura l6muestra las micrografias obtenidas del NiFe,O, a diferentes
amplificaciones, en las imagenes se confirma la formacién de algunos cimulos (a y b) y se aprecian
enfoques acercados de una nanoparticula donde se aprecian sus planos cristalinos, a partir de los

cuales mas adelante se determiné la distancia interplanar.

Dado que durante la preparacion de muestras para TEM las muestras se colocaron varias veces en bafio
sonicoy sin embargo continuamos percibiendo la formacion de grupos de particulas, podemos inferir
que estas estan fuertemente unidas y han formado entidades de mayor tamafio, las cuales se hicieron
presentes durante el conteo de didametro de particulas, siendo éstas las correspondientes a las barras
de 200 nm en adelante en el histograma de la Figura 14. Ya se ha reportado (Kumar et al., 2020)
anteriormente las sintesis de nanoparticulas magnéticas mediante sintesis hidrotermal en la cual las
particulas resultantes exhibieron una morfologia muy similar a la observada en este trabajo, y donde
ademas, se habia usado de igual forma PEG como agente estabilizante para, tedricamente, evitar la
agregacion de particulas y se concluyé que la morfologia resultante se atribuye al haber trabajado con
una alta temperatura. Esto concuerda con otros trabajos encontrados en la literatura, donde el
aumento en el tamafio de particula esta fuertemente relacionado con la temperatura que se usa no
solo durante la etapa de nucleacién y crecimiento de las particulas, sino también con la usada en las
etapas de secado y recocido (cuando se recuperan polvos y no se mantiene en solucién). De acuerdo a
(Abdellahi et al., 2021) el tamafio promedio de las nanoparticulas magnéticas aumentd
significativamente después del recocido, el cual se llevo a cabo a temperaturas arriba de los 600 °Cy
donde se registro la formacion de agregados que dieron lugar a particulas con un tamafio 20 nm mayor

al registrado antes del tratamiento térmico.
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fias TEM de ferrita de niguel

Figura 16. Microgra.
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Por otro lado, con respecto al recubrimiento con Si podemos comprobar que hubo un recubrimiento
completo en las particulas, independientemente de su morfologia. En la Figura 17 se observa la
comparacién entre una nanoparticula recubierta con SiO, y una sin recubrir. Existe una diferencia de
color entre el nicleo y el recubrimiento, que es de un color mas claro, lo cual se asocia a que el nicleo
de ferrita tiene mas capacidad de dispersion que el silicio. Dicho recubrimiento tuvo un grosor de 2.92
nm que se aproximé utilizando el software ImageJ. De acuerdo a la literatura, a mayor tiempo de
reaccion entre las particulas y TEOS el grosor del recubrimiento deberd aumentar, este
comportamiento ya ha sido reportado en otros trabajos (Kobayashi et al., 2005; Nadeem et al., 2014)

por lo que se predice un resultado similar para este caso.

Figura 17. Comparacion entre NiFe204 y NiFe204@Si02

3.1.1 Analisis estructural por microscopia electronica de transmision de alta resolucion (HRTEM)

Con el objetivo de conocer las caracteristicas de la estructura cristalina de las nanoparticulas
sintetizadas, a partir de la Figura 18-a se obtuvieron los puntos de difraccion del drea marcada en el
recuadro rosa usando el software Gatan Microscopy Suite mediante la Transformada rapida de Fourier

(Figura 18-b) y el inverso de la transformada (Figura 18-c) para posteriormente realizar un andlisis de

36



distancias (Figura 18-d). La region usada para analizar la distribucidn de distancias media 4.08 nmyy se
encontraba separada por 10 zonas brillantes, por lo que la distancia se calcula utilizando la ecuacién
4,

Ecuacion 4

_ 4.08nm

= 0.408 nm = 4.08 A

Figura 18. Micrografia HR-TEM de NiFezO. (a), Imagen FFT del area delimitada en rosa (b), Imagen IFFT (c) y determinacion
de distancia en nm (d)
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En la Figura 18-a se ilustra una micrografia de la red cristalina de la muestra, mientras que en la 18-b se
observan sus correspondientes puntos de difraccion generados por la Transformada rapida inversa de

Fourier (FFT). Los planos continuos observados en las imagenes IFFT, sugieren una alta cristalinidad

en las NPS de NiFe,0..

3.2 Analisis de composicion de NiFe,04 por medio de la técnica de dispersion de energia

de rayos X (EDS)

De los resultados obtenidos por EDS se puede observar que tanto en la muestra pristina como en la
calcinada a 600°C (Figura 19) se encuentran presentes los elementos caracteristicos de la ferrita de
niquel (O, Ni, Fe). En la muestra pristina (linea roja) se observa también la presencia de carbono, la cual
atribuimos a la falta de tratamiento térmico, ya que en la muestra calcinada (linea negra) vemos este
pico mucho mas pequefio, lo que nos indica que se redujo en gran medida esta presencia. En esta
ultima muestra se encontraron picos que sefialan también la presencia inesperada de Cloro. Sin tomar
en cuenta el tratamiento térmico, la Unica diferencia en el proceso de sintesis de una muestra y otra

fue que en la muestra pristina se llevaron a cabo lavados con agua y etanol, mientras que en la muestra
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Figura 19. Espectro EDS de las muestras pristina y calcinada a 600°C de NiFez04
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calcinada los lavados se realizaron Unicamente con etanol reactivo, y dado que ambos procesos se
llevaron a cabo bajo las mismas condiciones, inferimos que estos lavados influyen en gran medida para
asegurar que las muestras no resulten contaminadas con elementos inesperados. Por otra parte, en la
Figura 20 se observa la muestra final de ferrita de niquel antes y después de someterla al recubrimiento
con Si0,. Se observa un espectro muy similar, siendo la Unica diferencia notable el pico de Si, el cual

confirma el recubrimiento exitoso del nucleo de ferrita.
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Figura 20. Espectro EDS de las muestras antes y después del recubrimiento

3.3 Analisis de estructura cristalina por difraccion de rayos X

A partir del analisis de los patrones de difraccidén de rayos X, determinamos la estructura cristalina, los
parametros de red y el tamafio del cristal para todas las muestras. La Figura 21 muestra los patrones
de difraccion para las ferritas de niquel y se puede apreciar la reflexion del pico mas intenso para esta
muestra, que corresponde a la orientacion del plano cristalografico (311). Esto indica la formacion de

la fase espinela, caracteristica de este tipo de ferrita. Se pueden observar los planos de difraccion
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indexados, (220), (311), (222), (400), (422), (511) y (440) (ficha JCPDS n°® 98-002-8108) a, 30.104°, 35.5528°,
37.126°,43.135°,57.093° y 63.944° respectivamente, los cuales corresponden a la celda unitaria cubica
caracteristica para la estructura de espinela inversa, mientras que los picos no indexados pueden ser

producto de alguna impureza.

Los datos obtenidos del espectro de rayos X de la muestra de NiFe204 se trataron con el software Xpert
HighScorey posteriormente se utilizé la ecuacién de Debye - Scherrer en dicho programa para obtener
el tamafo medio de los cristalitos a partir del pico de mayor intensidad (311), obteniendo un valor
promedio de 720 + 6 A. Utilizando la conversién de A a nanémetros, obtenemos un tamafio de cristal

de 72 £ 6 nm que corresponde al tamafio medio obtenido por las caracterizaciones SEM y TEM.
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Figura 21. Patron de difraccion de ferrita de niguel

3.4 Analisis del comportamiento magnético con magnetometro de muestra vibrante

(VSM)

Para analizar las propiedades magnéticas de las muestras de NiFe,O, y NiFe,04@SiO,, se obtuvieron los
bucles de histéresis mediante VSM a temperatura ambiente, el cual se aprecia en la Figura 22. Se

muestran los bucles de magnetizacion de histéresis a temperatura ambiente mediante mediciones de
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VSM para las muestras de polvo de NiFe,O, y se puede observar que las muestras exhiben el
comportamiento tipico de un material magnético blando: bajo campo coercitivo (material

superparamagnético) y un aumento monétono de la magnetizacién hasta la saturacion.
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Figura 22. Curvas VSM de las nanoparticulas de NiFezO+y NiFe:0.@Si0:
El bucle de las muestras exhibié un comportamiento magnético suave y los valores de magnetizacion
remanente (Mr), campo coercitivo (Hc) y magnetizacion de saturacion (Ms) pudieron estimarse en 50.85
emu/g, 0.283 kOe y 163.79 emu/g respectivamente. Los bucles de magnetizacion para estas muestras
tienen valores de coercitividad y saturacién que dependen de los tamafios de las particulas; se sabe
que las particulas magnéticas pueden ser consideradas como un monodominio magnético (SD)
cuando los tamafios son inferiores a 100 nm. En cambio, para tamafios inferiores a 30 nm, las particulas
tienden a mostrar un comportamiento superparamagnético, suponiendo que las particulas son
monocristalinas. Asi, el bajo campo coercitivo en los bucles de magnetizacion indica que estas
nanoparticulas magnéticas pueden considerarse como una particula SD con tendencia a un
comportamiento superparamagnético a temperatura ambiente. Ademas, se puede observar que la
magnetizacidn de saturacion, disminuye cuando las particulas magnéticas fueron recubiertas con un

revestimiento de SiO, por el método de Stober, esta reduccion en la magnetizacion de saturacién
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puede asociarse con la presencia de un material no magnético o componente diamagnético en la
muestra, es decir, el recubrimiento de SiO,, que produce un escudo magnético; sin embargo, la

propiedad magnética permanece en la muestra a pesar del recubrimiento de SiO..

3.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR ATR)

La Figura 23 muestra los espectros FTIR-ATR de la muestra de NiFe,0,@SiO,-APTES en la que
esperabamos ver en primer lugar los picos caracteristicos de los grupos SiO-H y Si-O-Si. Efectivamente,
éstos se identificaron en los picos a 1010, 1045 y 1093 cm™. De acuerdo con Fen et al. (2008) y Guang-
She et al (2001), las bandas de absorcidén a 783y 883 cm™ podrian ser producto del estiramiento de las

vibraciones Si-O-H y OH sobre la superficie de la nanoparticula.
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Figura 23. Espectro FTIR de la ferrita de niguel antes y después de la funcionalizacion
En orden de que este material sea viable para la aplicacion pensada, se debe poder confirmar la
presencia de grupos amino sobre la superficie de la nanoparticula. A partir de los experimentos

realizados en la etapa de funcionalizacidon, podemos determinar que las mejores condiciones para
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llevar a cabo la activacién de grupos amino es utilizando APTES al 5% del volumen final para 10mg de
nanoparticulas por mL y dejando en agitacion constante por 24 horas. Esto se puede comprobar
comparando los espectros FTIR-ATR donde los grupos amino se identifican por la presencia de picos

amplios entre los 3310 y 3500 cm™.

En las figuras 24 y 25 se muestran los diferentes espectros de FTIR cuando se varian los parametros de

concentracion de miligramos de nanoparticula, concentracién de APTES y tiempo de reaccion.

Debido a la ausencia de picos anchos en la zona de los 3000 a 3500 cm-1 de los experimentos con
tiempo de reaccion de 20 min, inferimos que este no es tiempo suficiente para llevar a cabo la

funcionalizacién con APTES.
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Figura 24. Tiempo de reaccion a 20 min para funcionalizacion con APTES
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Figura 25. Tiempo de reaccion a 24 horas para funcionalizacion con APTES

3.6 Sistema electroquimico

El biosensor se disefié como se muestra en la Figura 26 en un electrodo de oro el cual consiste en un
electrodo de trabajo, uno de referencia y un contraelectrodo. El anticuerpo anti-S anclado a la
nanoparticula magnética se inmoviliza en el electrodo de trabajo con ayuda de uniman en la parte de
abajo del mismo. Posteriormente se coloca una cantidad apropiada para cubrir el electrodo de trabajo

de una dilucidn con proteina S. En la teoria, la unidn de la proteina a los inmunosensores provoca un
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aumento de las cargas positivas en la superficie que, a su vez, atrae el aniéon rédox y mejora la
transferencia de electrones, por lo que en nuestro caso, la unidn de la proteina S a su anticuerpo
especifico provocaria, tedricamente, un cambio en la sefial electroquimica, y por tanto, un aumento
de corriente que representa la base de la deteccién, mientras que un el electrodo de control

(nanoparticulas con anticuerpo) permanecera sin cambios.
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Figura 26, Esquema del sistema sensor con nanoparticulas magnéticas
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Antes de comenzar las medidas electroquimicas, se debe tomar en cuenta que el primer paso para
llevar a cabo la deteccidn electroquimica es asegurarse de que todos los electrodos en los que se hagan
las pruebas ofrezcan resultados reproducibles, por lo que en la Figura 27 se muestran medidas de
voltamperometria ciclica de todos los electrodos desnudos usados. Se aplico voltaje al electrodo de
referencia con un potenciostato, se produjo una reaccion rédox en el electrodo de trabajo, y la
corriente que fluia en ese momento se leyd en el contraelectrodo. Como solucién rédox se utilizé una
solucién 5-mM de ferri/ferrocianuro (proporcién 1:1 M) en buffer PBS de pH 7.4. Los parametros de
medidas electroquimicas de los electrodos fabricados se llevaron a cabo utilizando el barrido CV entre

0,8y-0.3Vauna velocidad de barrido de 100 mV/s.
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Figura 27. CV de electrodos de oro desnudos
El electrodo de oro desnudo presenté el CV caracteristico del oro, con picos anddicos y catddicos bien
definidos del par rédox con una separacion de pico a pico (AE) de 0.15 V. En este grafico claramente
vemos que todas las sefiales de los electrodos son similares entre si, teniendo diferencias de corriente
despreciables de apenas 1 pA, lo que nos indica que la reproducibilidad de los experimentos en poco

se podra ver afectada por los electrodos de oro.
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Posteriormente, se realizaron las mismas medidas de CV pero ahora con diferentes concentraciones
de nanoparticulas magnéticas. Como aparece en la Figura 28 se observaron los mismos picos bien
definidos esperados del electrodo de oro, sin embargo, se presentd una disminucion significativa de la
corriente de hasta casi 20 pA. Este comportamiento probablemente se puede atribuir al
apantallamiento de la superficie del electrodo con los grupos carboxilicos cargados negativamente
provenientes de la etapa de funcionalizacién, lo que provoca la repulsidn de los aniones rédox de la
superficie (Eissa et al., 2021). Los valores de disminucién de corriente variaron de acuerdo con la

concentracion por mililitro de nanoparticulas se especificanenla.
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Figura 28. Curvas de CV del electrodo con NiFe:0.@5/0: a diferentes concentraciones

La disminucion en la sefial de corriente con las nanoparticulas no es un factor preocupante para el
disefio del biosensor, ya que su funcién es mejorar el rendimiento del biosensor aumentando la
especificidad del mismo al anclar en ellas el anticuerpo y fijarlas al electrodo de forma rapida con un
iman sin periodos de incubacién, ademas, en este punto se decidié modificar el electrodo de trabajo
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con polimeros conductores, por lo que de cierta forma esta disminucion se vera compensada. Los
polimeros conductores ofrecen la posibilidad de optimizar ain mas el sistema de diversas maneras;
mejoran la conductividad eléctrica y la actividad electroquimica, ademas, los polimeros conductores
son biocompatibles y también muy estables. Asi, se evalué la efectividad de tres polimeros bajo los
mismos parametros de CV que en las pruebas con nanoparticula magnética. Los polimeros evaluados

fueron PEDOT, Nafion™y PVSA.

Tabla 4. Respuesta electroquimica de la ferrita de niquel a diferentes concentraciones sobre electrodos de oro

Electrodo NiFe.0:@SiO: NiFe:0,@Si0: NiFe 0,@SiO: NiFe20,@SiO:
Muestra
desnudo 375 ug/mL 750 ug/mL 1.5 mg/mL 15 mg/mL
Maximo de corriente
81.41 69.58 66.8 66.74 61.82
catddica (pA)
Maximo de corriente
-73.94 -63.78 -64.14 -63.41 -58.29

anddica (pA)

Tal y como se esperaba, estos exhibieron una sefial de corriente mayor que las pruebas con
nanoparticulas, aumentando la corriente hasta 15 pA por encima del electrodo desnudo (Figura 29),
los valores especificos se describen en la Tabla 5. Después de los analisis se seleccionaron las mejores
variables y decidio trabajar con el electrodo modificado con polimero conductor PEDOT al 20% v/v y

nanoparticulas en concentracién de 375 pg/mL.

Tabla 5. Respuesta electroguimica de polimeros a diferentes concentraciones

Electrodo PEDOT NAFION™ PVSA
Muestra

desnudo 20% 5% 1% 20% 5% 1% 5% 2.5% 1%

Maximo de
corriente
A 81.17 96.40 77.91 81.90 85.17 73.73 63.84 70.92 67.59 79.07
catodica
(HA)
Maximo de
corriente
3 -73.88 -10.03 -73.73 -79.25 -83.74 -69.06 -61.40 -68.05 -62.86 -70.89
anodica

(HA)

48



Corriente (A)

0,00010
0,00005
<
3
& 0,00000 -
=
o]
Q —— Referencia
—— PEDOT 20%
-0,00005 - —— PEDOT 5%
—— PEDOT 1%
——— NAFION 20%
—— NAFION 5%
—— NAFION 1%
— PVSA 5%
-0,00010 —— PVSA 2.5%
—— PVSA 1%
N I N I i 1 i || N I N 1
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Potencial aplicado (V)

Figura 29. Curvas de CV del electrodo con varios polimeros a diferentes concentraciones
Finalmente, solo resta comprobar el anclaje del anticuerpo en la nanoparticula. Esto se llevo a cabo

colocando 5 pL de solucién de nanoparticulas a la concentracién adecuada con anticuerpos sobre un

electrodo previamente modificado con polimero conductor.
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Figura 30. Curvas de CV del electrodo y nanoparticulas sin anticuerpo (Blanco) y con anticuerpos (Ab 1 -Ab 5)
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En la Figura 30 se presentan las curvas de CV de un electrodo modificado con polimero PEDOT después
de colocarle solamente nanoparticulas magnéticas (Blanco) y curvas del mismo electrodo después de
colocarle nanoparticulas con anticuerpo (Ab 1y Ab 2). En este electrodo especifico se realizo la prueba
dos veces, lavando el electrodo con buffer PBS entre cada prueba. En ambas se observé un aumento
de la corriente tras la fijacion del anticuerpo en el electrodo de trabajo, lo que comprueba el éxito del
anclaje y lectura del anticuerpo. La ligera disminucién de corriente observada entre Ab 1y Ab 2 se
puede atribuir a la pérdida de polimero conductor entre los lavados. Este este experimento se llevd a
cabo varias veces en diferentes electrodos (Ab 3 - Ab 5), en los que todos los resultados fueron

similares, lo que permitié seguir adelante con la siguiente etapa; deteccion real de la proteina.

3.6.1 Deteccion de la proteina S

Como se menciond en la seccion de metodologia, para los ensayos con proteina S se exploraron
diferentes disoluciones de proteina. Inicialmente, se realiz6 el analisis usando solo dos diluciones de
proteina, siendo la mas concentrada la muestra B en la figura 31, cada una se colocé en el electrodo de
trabajo y se sometid a un andlisis por voltametria de onda cuadrada (SWV), una técnica mas sensible

ya que elimina la corriente capacitiva, usando como solucién rédox buffer PBS, pH 7.4.

Como muestra control o “blanco” se utilizd una solucién de nanoparticulas con anticuerpos anclados
en ellas dispersas en solucion buffer PBS. Cuando la proteina S no esta presente en la muestra se
detecta una pequefia sefial electroquimica mientras que cuando se encuentra presente se observa una
sefial mas fuerte, esto es indicativo de que los anticuerpos anclados a la superficie de las
nanoparticulas lograron unirse a la proteina Sy su interaccién consigue ser detectada por el sistema
propuesto. Si bien, se pudo observar un aumento considerable de la corriente cuando se compara la
sefial control contra las sefiales de diluciones de proteina, para lograr un rendimiento 6ptimo del
sensor fue necesario optimizar algunos parametros que mejoraran la sefial, tales como la frecuencia,
el rango de barrido y el tiempo de paso utilizado. Ademas, se afiadié una dilucion mas de la proteina S
con laintencidn de probar si el sensor exhibe un comportamiento dependiente de la concentracion del

analito.
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Figura 31. Primer analisis de muestras con proteina S y muestra control por SWV

Para las curvas de SWV de la Figura 32, las concentraciones de proteina por mililitro de buffer PBS
trabajadas fueron de 0.005 pL/mL, 0.05 yL/mL y 0.5 uL/mL (A, By C, respectivamente) y el control se
refirié a nanoparticulas con anticuerpos anclados, en solucion buffer. El primer aspecto resaltable es
la reduccion de ruido en las sefiales y la mejora de los picos debido a la optimizacién de parametros
que se realizd. Respecto a la deteccion, nuevamente se observa que a medida que aumenta la
concentracion de proteina S dentro de la muestra, la corriente de pico SWV se incrementa
gradualmente, lo que indica que la respuesta de la sefial de andlisis es altamente dependiente de la

concentracion de la proteina S tal y como se supuso en el primer analisis.

51



0,000020 H
—C
—B
0,000015 H —A
g Control
2
cC
.g 0,000010 H
o
@)
0,000005
0,000000
1 ' I v
0,4 0,6 0,8

Potencial (V)

Figura 32. Segundo andlisis de SWV con proteina S a 0.005 (4), 0.05 (B) y 0.5(C) uL/mL
Los parametros optimizados de medicion por SWV fueron; barrido de -0.7 a 0.5V, con una frecuencia
25 Hz, tiempo de intervalo 0.04 s, potencial de paso 0.0025 mV, velocidad de barrido 125 mV/s y
amplitud de 25 mV. Se realizaron correcciones de la linea de base para todas las curvas de SWV
utilizando el software Nova 2.1. La deteccidn electroquimica una vez mas se determind basandose en

el cambio de la corriente del pico de reduccién de las sefiales SWV.

Con estos parametros optimizados, se presenta un tercer analisis ahora con seis diluciones de proteina
S (Figura 33). Esto no solo para comprobar la reproducibilidad del sistema sino también para
determinar la sensibilidad del sistema cuando se utiliza en la deteccién de proteina en bajas

concentraciones.
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Se estudiaron las siguientes concentraciones de microlitros de proteina por mililitro de solucion buffer;
0.05,0.005, 0.0005, 0.00005, 0.000005 y 0.0000005 pL/mL. Como muestra control se utilizé simplemente

una solucién de nanoparticulas con anticuerpo Anti-S en buffer PBS tal y como se realizé en los analisis

anteriores.
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Figura 33. Analisis de SWV con proteina S a 0.05, 0.005, 0.0005, 0.00005, 0.000005 y 0.0000005 uL/mlL con
parametros optimizados

Nuevamente, se observo un aumento gradual de la corriente del pico de reduccion tras la lectura del
electrodo con una mayor concentraciéon de la proteina, este comportamiento, que se mantiene
coherente en cada anélisis y que es la base de nuestro sensor, probablemente se deba a la carga

superficial ofrecida por la proteina S como ya se habia discutido antes.
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La Figura 34 muestra el gréfico de calibraciéon del biosensor electroquimico de la proteina S donde se
muestra la respuesta electroquimica frente a la concentracion de proteina S. La ecuacion de la linea de

tendenciay el coeficiente de correlacion (R) se presentan a continuacién:
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Figura 34. Curva de calibracion de la concentracion de proteina S

R* = 0.9665

A partir de dicha curva de calibracién se determin6 también el limite de deteccion (LOD) y el limite de

cuantificacion (LOQ) del sensor usando la siguiente ecuacion:

Ecuacion 6
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Donde Sg se refiere a la desviacién estandar del blanco; p es la pendiente de la recta y k es un factor
que se toma como 3 para el limite de deteccion y 10 para el limite de cuantificacion. De forma que,

sustituyendo, se obtienen los siguientes valores:

Ecuacion 7
LoD =3 X222 — 0.000027 pL/mL
13.314
Ecuacion 8
LOOQ =10 0.00012 0.0000901 uL/mL
Q=10 T3 = 0 uL/m

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) se definen como la concentracion mas baja del
analito que se puede detectary cuantificar de forma fiable, respectivamente, estos junto con el gréfico
de calibracion que muestra una buena relacion lineal entre la corriente eléctrica y la concentracidn de
la proteina S en la muestra, es un indicativo de que el sistema posee un buen nivel de sensibilidad para

el uso practico.
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Capitulo 4. Conclusiones

Este trabajo se centrdé en la aplicacion de nanoparticulas magnéticas recubiertas con material
biocompatible y el anclaje de anticuerpos monoclonales en ellas para el estudio de una posible via de

deteccidn de proteinas que en un futuro pueda ser la proteina E7 del Virus del Papiloma Humano.

Se llevé a cabo la sintesis exitosa de nanoparticulas de ferrita de niquel NiFe,0, mediante el método
hidrotermal para posteriormente realizar un recubrimiento con SiO, a través del método modificado
de Stober. Dichas nanoparticulas fueron caracterizadas mediante SEM, TEM, XRD y VSM y se encontro
que tuvieron un tamafio promedio de 72 nm con morfologia irregulary tendencia a la aglomeracion, el
cual, si bien no impidié el recubrimiento de las nanoparticulas (que se estimé en 2.92 nm),
definitivamente es un factor de gran importancia que dificulta la obtencién de nanoparticulas de
menor tamafio. El patron de difraccidén de rayos X confirmé la estructura de tipo espinela inversa (FCC)
de las nanoparticulas y mediante un analisis con magnetémetro de muestra vibrante se confirmé su

comportamiento superparamagnético.

Las nanoparticulas resultantes del recubrimiento (NiFe,0.@SiO,) fueron funcionalizadas
correctamente mediante una técnica de silanizacion con APTES y una etapa de reticulacion con
EDC/NHS, lo que permitio la conjugacién con anticuerpos Anti-S del SARS CoV 2 y ademas nos indica
que es una estrategia altamente viable y sencilla de preparar nanoparticulas ancladas a anticuerpos
sin perder su propiedad magnética y al mismo tiempo protegiendo a los anticuerpos del ndcleo

metalico.

El sistema electroquimico propuesto para llevar a cabo los estudios de deteccion de proteinas
consistié en el uso de electrodos descartables modificados con polimeros conductores, los cuales
hacen que mejore notablemente la sefial de corriente eléctrica de ellos. De los tres polimeros probados
en este trabajo, se encontroé que el polimero PEDOT fue el que mejor elevaba la sefial de los electrodos,
sin alterar ni desestabilizar el comportamiento de las nanoparticulas magnéticas durante las

mediciones. Estos electrodos, ademas de ser sencillos de producir, relativamente econémicos y
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altamente reproducibles, nos permiten trabajar con cantidades muy pequefias de muestras (hasta de

1uL) de una forma simple.

La propiedad magnética de las nanoparticulas optimiza los sensores electroquimicos ya que una vez
que se tienen anclados los anticuerpos en ellas se puede proceder directamente a la medicién por
voltametria de onda cuadrada (SWV), sin necesidad de realizar periodos de incubacidn para fijarlas al
electrodo de trabajo, en su lugar sencillamente se coloca un iman bajo este para mantenerlas en él.
Ademas, las muestras de pacientes normalmente tienen que pasar por un proceso de purificacion para
eliminar la presencia de otros elementos biolégicos que puedan apantallar la sefial de reconocimiento
del analito; las nanoparticulas magnéticas hacen que este proceso sea mucho mas rapido y facil ya que
de igual forma, se pueden separar usando un iman evitando el uso de centrifugas y otros equipos de

laboratorios que elevan el costo y tiempo del analisis.

Apartir de las curvas de SWV de las diferentes diluciones de proteina Whole Spike SARS CoV 2 podemos
comprobar la viabilidad del sistema para la deteccidon de proteinas basado en el aumento de corriente
eléctrica en los electrodos de oro, mediante el cual se logr6 detectar hasta seis diluciones de proteina
desde 0.0000005 puL/mL hasta 0.05 uL/mL. Si bien es necesario llevar a cabo mas anélisis que permitan
optimizar el sistema y elevar la sensibilidad del sistema sensor, los resultados obtenidos en cada
analisis exhiben comportamientos reproducibles, linealmente dependientes de la concentracion de
proteina S que nos indica que vamos por buen camino en el desarrollo de un biosensor funcional para

la deteccion del Virus del Papiloma Humano.

Se espera que en trabajos futuros se pueda utilizar este sistema para sensar otros virus utilizando

anticuerpos monoclonales.
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Anexo

Fabricacion de los electrodos de oro

La fabricacion de los electrodos de oro se divide en tres etapas basicas; Primero se disefia el modelo
con algln software de disefio como AutoCAD y se imprime con una maquina de corte sobre [dminas de
vinilo. Estas plantillas se colocan sobre una superficie base previamente limpiada con etanol y agua
desionizada. Posteriormente se deposita una capa un metal conductor de un espesor de entre 100 y
200 nm mediante evaporacion térmica. Finalmente, y luego de remover las plantillas, los electrodos

obtenidos se separan y reservan para usarse en las medidas electroquimicas con potenciostato.

o
O/
Preparacion de plantillas Deposicion de metal Finalizacion y embalaje
paralos electrodos conductor de electrodos
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