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Nanoestructuras difractivas de proteinas para el analisis directo en muestras
biolégicas.

Resumen

Este proyecto se centra en la creacion de redes difractivas de proteinas y en su uso como
transductores dpticos para el desarrollo de biosensores. Entre otras ventajas, este tipo de
nanoestructuras simplifican el proceso analitico, permiten deteccidn sin marcaje, y evitan
problemas de adsorcién inespecifica en el analisis de muestras complejas. El proyecto a
continuacion estudia la fabricaciéon de estas redes sobre sustratos soélidos, su
optimizacion, y su aplicacién para el analisis directo de analitos proteicos en muestras de
origen biolégico, empleando un inmunoensayo modelo para la deteccidon de anticuerpos.
Se trata de una investigacion multidisciplinar entre la quimica, biologia, &ptica,
nanociencia e ingenieria, y persigue el desarrollo de un inmunosensor que aporte
soluciones para escenarios point-of-care.

Abstract

This project focuses on creating protein diffractive networks and their use as optical
transducers for the development of biosensor. Among other advantages, this type of
nanostructures simplifies the analytical process, enables label-free detection, and avoids
problems of nonspecific adsorption in the analysis of complex samples. The project
investigates the fabrication of these networks on solid substrate substrates, their
optimization, and their application for the direct analysis of protein analytes in biological
samples, using a model immunoassay to detect antibodies. It is a multidisciplinary
research involving chemistry, biology, optics, nanoscience, and engineering, aiming to
develop animmunosensor that provides solutions for point-of-care scenarios.
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Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030
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ODS 1. Fin de la pobreza X
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Los ODS 3y 10 se alinean con los criterios ASSURED descritos por la organizaciéon mundial
de la salud, que persigue la investigacion bioanalitica desarrollada en este trabajo. Estos
criterios son: asequible (affordable), sensible (sensitive), especifico (specific), facil para el
usuario (user friendly), rapido (rapid), robusto (robust), sin equipamientos (equipment-
free)y transferible a la sociedad (deliverable to end-users). Pues el dispositivo pretende
mejorar la salud y bienestar de toda la poblacién, reduciendo las desigualdades, ya que
sera asequible por todo el mundo.

Los criterios ASSURED se enfocan en el desarrollo de productos potencialmente
transferibles, que requiere de industria e innovacion, alineandose con el ODS 9.

En una primerainstancia, se dirige a mejorar el diagndstico en humanos, pero al tratarse de
un biosensor, cambiando la molécula de captura del analito que se desee detectary si se
desarrolla adecuadamente sera igualmente util para control de contaminacidon en aguas
(agua limpia y saneamiento, ODS 6), la vida submarina (ODS 14) y la vida en los
ecosistemas terrestres (ODS 15).
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1.INTRODUCCION

1.1. Introduccion a los biosensores

El avance tecnolégico y cientifico y el nivel de bienestar de la sociedad actual, no se concibe
sin la disponibilidad de sistemas analiticos capaces de cuantificar parametros quimicos de
nuestro entorno y de nuestro propio cuerpo. Un pardmetro especialmente relevante es la
concentracién de compuestos quimicos y bioquimicos (biomarcadores, contaminantes,
farmacos, nutrientes, patégenos, alérgenos) presentes en una muestra, lo cual tiene un
impacto muy alto en multitud ambitos como la industria agroalimentaria, el diagndstico
clinico, la proteccién del medio ambiente o el desarrollo de medicamentos.’

Para estos anélisis durante muchos afios se han empleado técnicas instrumentales clasicas
(cromatogragia, espectofotometria, electroforesis, espectrometria de masas, microscopia,
etc.).? Estas técnicas presentan muchas ventajas, pero también tienden a ser caras,
complejas, y requerir de personal muy especializado para realizar los andlisis e interpretar los
resultados. Estas limitaciones dan pie a un modelo de laboratorios centralizados que no
resuelve bien las necesidades de obtener el resultado del andlisis en el mismo momento y
lugar en el que este andlisis se requiere.

Una alternativa es el analisis mediante biosensores. De acuerdo con la I[UPAC un biosensor se
trata de un dispositivo que utiliza reacciones bioquimicas especificas mediadas por enzimas
aisladas, inmunosistemas, tejidos, organulos o células enteras para detectar compuestos
guimicos normalmente mediante sefales eléctricas, térmicas u Opticas.® El esquema clasico
que define a un biosensor (Figura 1) incluye las siguientes partes principales: un bioreceptor o
elemento de reconocimiento biologico (biomacromoléculas, células, tejidos, etc.)
responsable del reconocimiento selectivo de la especie quimica cuya concentracidon se
pretende cuantificar (analito), un transductor fisicoquimico (electroquimico, éptico, etc.) que
transforma el evento de reconocimiento receptor-analito en una senal medible, y un detector
gue cuantifica la sefial generada.™*”’

./ analito
=
o’ o Y,
whud

superficie de sensado

bioreceptor

transductor

transduccion

Figura 1. Esquema general de un biosensor.

dispositivo
salida senal




La principal ventaja de los biosensores es la alta selectividad por el analito debido a la
interaccion de bioreconocimiento tipico de las biomacromoléculas. Esta interaccion
especifica permite evitar la interferencia de sefiales procedentes de otras sustancias, y que
las Unicas moléculas que se detecten sean los analitos.® Para favorecer su impacto social, el
desarrollo de biosensores debe combinar esta selectividad con otros parametros clave
sugeridos por la Organizacién Mundial en el criterio ASSURED: Affordable, Sensitive, Specific,
User-Friendly, Rapid, Equipment-Free, Deliverablle to end-users (Asequible, Sensible,
Especifica, Facil de usar, Rapida y robusta, Sin equipamiento y Entregable a los usuarios
finales). Para conseguir esto es necesario propiciar una operatividad sencilla, alta
especificidad, portabilidad, bajo costo y la ausencia de requisitos de personal especializado
para su uso, asi se convertiran en soluciones para la atencién en lugares donde no se dispone
de laboratorios ni equipos costosos (Point-of-care).?

Como resultado, estos biosensores se han convertido en herramientas de uso cotidiano en
diversas areas. Estas ventajas han ampliado sus aplicaciones en areas como el autocontrol
diabético y cardiaco, investigaciones forenses, descubrimiento de farmacos, deteccion
agricola y medioambiental, la industria alimentaria y la biodefensa. Sin embargo, la
comercializacién futura de los biosensores depende de la mejora en selectividad,
sensibilidad, estabilidad, reproducibilidad y portabilidad, todo ello a un menor costo.**° Los
ingresos generados por los biosensores en el mercado mundial alcanzaron los 25.5 mil
millones de délares en 2021, y se prevé un aumento un valor de 36.7 mil millones de délares
en 2026.

Led y Clark desarrollaron el primer biosensor de oxigeno en la década de los 50. Desde
entonces, los biosensores han sido objeto de gran atencidn por parte de los investigadores y
empresas. En los ultimos 50 aflos aproximadamente la vida del diabético se ha facilitado
enormemente, gracias al desarrollo de glucosimetros que ya permiten medir la glucosa en
sangre en presencia sustancias intervinientes, y una monitorizacién a tiempo real. También la
rapida propagacién del coronavirus (COVID-19) creé una demanda en dispositivos de
biosensado que se pudieran usar en los domicilios. Otros casos de éxito social son los tests
de embarazo y los biosensores para deteccion de drogas." La investigacion en torno al
biosensado y el desarrollo de biosensores son areas altamente multi e interdisciplinar que
requieren de la interaccion de multitud de areas como la quimica, la biotecnologia, la fisica,
la bioingenieria, la ciencia de materiales, la nanotecnologia, y las ciencias clinicas.?

Asi pues, es necesaria la colaboracién de muchos profesionales para llegar a alcanzar los
criterios ASSURED que sirven como directriz fundamental para garantizar que las pruebas
diagndsticas no sélo sean eficaces, sino también practicas para un uso generalizado y diverso,
especialmente en entornos con recursos limitados.”™ El desarrollo de estos dispositivos
faciles de usar también tiene implicaciones econdmicas, tanto para personas con menos
recursos con imposibilidad de acceder a analisis clasicos, como para personas con el deseo
de participar en la gestion de su propia salud. Este ultimo punto subraya el impacto en la
asistencia sanitaria moderna, pero ambos casos son situaciones point-of-care.™ Para poder
conseguir esto, es necesario el disefio de nuevos dispositivos o realizar un redisefio o
modificacién de otros y buscar nuevas estrategias para la simplificacion de ellos. Cuanto mas
simple, mas publicoy mercado se abrira al biosensor.

Mi TFG se centra en el desarrollo y caracterizacidon de un biosensor 6ptico para el analisis
directo, estando también enfocado en la simplificacion de este, de modo que se van a
introducir las bases de estos biosensores.



1.2. Deteccidn sin marcaje

Generalmente, los eventos de reconocimiento bioreceptor-analito no son capaces de generar
sefales detectables por si mismos, por lo que es necesario incorporar al ensayo elementos
de marcaje conocidos como etiquetas (labels)." Estas etiquetas deben de conjugarse a los
analitos o a bioreactivos que interactuen con ellas, algunas etiquetas ampliamente usadas en
biosensado 6ptico son fluoréforos, enzimas, nanoparticulas y radioisétopos (Figura 2A).'5"°
Estos sistemas basados en marcaje suelen requerir también de etapas de amplificacién
empleando sustratos enzimaticos y reveladores metalicos para obtener sefiales medibles.

Alternativamente, es posible también disefiar estrategias de biosensensado en las que la
unién entre elanalitoy el bioreceptor genera por simisma una sefial medible. Estas estrategias
de transduccién norequieren de laincorporaciéon de marcadores, porlo que se conocen como
sistemas sin marcaje (label-free)"(Figura 2B). Los sistemas con marcaje estan muy
instaurados en el campo, con ejemplos muy representativos como los ensayos tipo ELISA, y
suelen presentar ventajas en cuanto a la sensibilidad resultante del ensayo. Por otro lado, el
desarrollo de sistemas label-free es un campo emergente principalmente motivado por las
soluciones que pueden aportar estos biosensores, de entre las cuales pueden desatacarse
las siguientes:

e Fiabilidad del resultado. Existen fendmenos que pueden modificar las propiedades
de los marcadores, generar sefiales que no provienen de la biointeraccién de interés,
y dar lugar a resultados erréneos (por ejemplo, falsos positivos y negativos). Algunos
ejemplos de estos fendmenos son el quenching y photobleaching en fluoréforos, o la
desnaturalizacién de enzimas de marcaje. Este problema se evita con sistemas label-
free en los que la sefal proviene directamente de la biointeraccion de interés."”

e Simplicidad. Los sistemas label-free minimizan el nimero de etapas y la cantidad de
bioreactivos necesarios para llevar a cabo el ensayo. Esta simplificacién es
especialmente interesante en el disefio de biosensores destinados a usuarios no
especializados.

(A) ODP (B) .
~ E
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Figura 2. (A) Esquema de ensayo con marcaje con etiqueta enzimatica (HRP) y revelado de
ODP que causa un cambio colorimétrico. (B) Esquema de ensayo sin marcaje.

Un camino para el desarrollo de estos biosensores épticos label-free es a través de la
nanociencia y nanotecnologia, que consigue aprovechar fenédmenos de interaccién luz-
materia a escala nanoscoépica para transducir eventos de bioreconocimiento.” Estos
sistemas suelen basarse en superficies o interfaces nanoestrucrturadas sobre las cuales se
dispone un ensayo de bioreconocimiento. Cuando los bioreceptores sobre la superficie se
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unen a su analito, aumenta el grosor de la capa biolégica en esta interfase. Eestos
nanomateriales estan disefiados para modificar propiedades basicas de la luz (amplitud, fase,
direccion, polarizacién, etc.) en funcién de este grosor.’® Algunas de las técnicas mas
relevantes en el estado del arte que explotan estos fendmenos fisicoquimicos para
biosensado éptico sin marcaje son:

e Resonancia de plasmoén superficial (SPR)
Se basaen la oscilacién de electrones localizados en la superficie de nanoestructuras
metélicas (plasmones) generada por una luz incidente.”™"® Cuando las biomoléculas
se unen a la superficie, se modifica la frecuencia resonante de los plasmones, y la
medida de esta frecuencia permite transducir los eventos de bioreconocimiento.?®?’

e Surface-enhaced Raman spectroscopy (SERS)
Consiste superficies metalicas nanostructurada que, a través de fendmenos
plasmoénicos, consiguen amplificar la sefial Raman de las biomoléculas que se
encuentran sobre esta superficie.”? De esta manera se obteniene la sefal tipo
fingerprint caracteristica del espectro Raman, muy Uutil en la identificacion de
biomoléculas, en biocapas de grosor nanométrico y sin marcaje.?*

e Interfermoetria

Lainterferometria se basa en el andlisis de la interferencia generada cuando dos o més
haces de luz se combinan, y engloba muchas técnicas de biosensado label-free
diferentes.' Una estrategia tipica de biosensado interferométrico en el estado del arte
emplea una configuracion tipo interferémetro Mach-Zehnder.” En esta configuracion,
se divide un haz incidente en dos brazos, se realiza un ensayo en uno de ellos, y se
combina de nuevo los dos brazos para generar la interferencia. La magnitud de esta
interferencia depende del desfase introducido por el brazo con el ensayo, que as u vez
depende del grosor de la biocapa.?®

El proyecto de investigacion de este trabajo fin de grado se centra en un nuevo fendmeno de
transduccién, poco explorado aun en el estado del arte, basado en la difraccién épticay en
redes de difraccidn (gratings). En el siguiente apartado se revisan los principios fundamentales
de las redes de difraccidn 6ptica y se introduce el concepto de Biogratings para biosensado
sin marcaje.

1.3. Difracciony biogratings

La difraccioén de la luz se debe a la naturaleza ondulatoria de esta. Cuando un haz de luz que
se propaga mediante un frente de ondas plano interacciona con una rendijas se generan
nuevos frentes de onda curvados.' En este contexto entendemos como rendija cualquier
elemento que introduzca una perturbacién en la propagacion de la luz, como por ejemplo una
absorcion de la radiacién o un cambio en el indice de refraccidon. En el caso de una uUnica
rendija, la luz sufre una curvatura esférica y la apertura actia como una fuente puntual de
ondas circulares (Figura 3A). Si existen multiples rendijas, las ondas circulares que emergen
de cada apertura se solapan en fases diferentes, lo que genera interferencias constructivasy
destructivas en la luz propagada (Figura 3B). Cuando multiples rendijas se distribuyen de
forma periddica, las interferencias en las ondas propagadas pueden dar lugar a multiples
haces que emergen con angulos distintos. Llamamos drdenes de difraccidon a estos nuevos
haces y patrén de difraccion a su proyeccion sobre un plano (Figura 3C). Estos conjuntos de
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rendijas que generan patrones de difraccion se denominan redes de difraccidn, rejillas de
difraccion, o gratings, y este fendmeno ocurre cuando se cumplen las condiciones descritas
en la ecuacion del grating:*’

Ao

Nerans * SiNOy = Nipe * SINOjpe — M - N (Ecuacién 1)

En esta ecuacién, el indice de refraccién del medio de propagacion de la luz incidente y
transmitida se denotan como Nin Y Nuans, Fespectivamente. 6, es el angulo en el que incide la
luz en la muestra, A es el periodo del grating, A es la longitud de onda de la fuente de luzy los
numeros enteros m se denominan drdenes de difraccion y definen varios angulos discretos
(Bm) que cumplen la condicién de interferencias constructivas.

s Binc

rendija Unica doble rendija

(A) (B) ©

Id

fuente de luz
1)

+2 +1 0 -1 -2

Figura 3. Esquema de la difraccién de la luz al interaccionar con (A) una rendija, (B) dos
rendijas, y (C) una red de difraccion.

El término biograting se refiere a una red difractiva formada por biorreceptores inmovilizados
sobre sustratos solidos planos (Figura 4). Es decir, son nanoestructuras difractivas donde las
rendijas estan constituidas por las propias biomacromoleculas. Por un lado, éstas introducen
una modulacidn periodica del indice de refraccion, que puede dar lugar a patrones de
difracciéon. Por el otro, estas biomacromoleculas pueden también tener funciones de
bioreconoimento de otras biomoléculas. Cuando se incuba una muestra sobre los biogratings,
los eventos de unién entre biorreceptores inmovilizados y sus compuestos diana presentes en
la muestraaumentan la cantidad de materia que constituye los strips en los biogratings (Figura
4B).?® Cuando la cantidad de materia que constituye el biograting aumenta, se incrementa la
intensidad luminosa de los o6rdenes difractados (Figura 4B). Como resado, eventos de
bioreconocimiento se pueden cuantificar de forma simple y sin marcaje, empleando un
detector de luz.?®%®
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Figura 4. Esquema de la transduccidén sin marcaje basada en biogratings y medidas de
difraccién éptica.

Hay pocos trabajos en el estado del arte en torno a los biogratings, que se centran
principalmente en pruebas de concepto y demostracién en inmunoensayos modelo para la
determinacion de analitos proteicos y compuestos organicos de bajo peso molecular,®?°en
explorar estrategias de fabricacion de estas nanoestructuras,®? y en la integracién de
biogratings en sistemas miniaturizados basados en guias de onda.**** Tambien, los biogratings
presentan un potencial Unico para minimizar los problemas asociados a la adsorcién
inespecifica en el analisis de muestras complejas. Esta capacidad ha sido explorada en
investigaciones previas®'*y se describe mas en detalle en la siguiente seccion.

1.4. Adsorcion inespecifica

La adsorcion no especifica o non-specific binding es un problema persistente que afecta
negativamente a los biosensores, disminuyendo la sensibilidad, la especificidad y la
reproducibilidad. Esta tiene lugar cuando se da la adhesién de moléculas/particulas en una
superficie mediante fisisorcidén, que es el resultado de fuerzas intermoleculares entre
bioreceptores y moléculas de la muestra, siendo estas: fuerzas hidrofébicas, interacciones
idnicas, fuerzas de van der Waals y enlaces de hidrégeno.®

Esta es un problema critico en la deteccién sin marcaje basada en superficies debido a la
incapacidad de distinguir la senal que genera las uniones especificas de las inespecificas,
afectando la precision y fiabilidad de los biosensores.?' Es un fendmeno dificil de evitar, pues
las superficies de los sensores entran en contacto con mezclas complejas de proteinasy otras
moléculas laincubacion de las muestras, y estas mismas son susceptibles a que se adsorban
estos componentes.® En los métodos de deteccién sin marcaje clasicos (SPR,
Interferometrias, etc.), esta adsorcidn provoca interferencias que dificultan la discriminacién
entre la sefal especifica y la no especifica’?' que con frecuencia imposibilita el analisis
directo de muestras rales.



La reduccién de la adsorcion inespecifica es crucial para mejorar la sensibilidad y
especificidad de estos sistemas de deteccion.?' Para tratar de minimizarla, con frecuencia
estas superficies son pretratadas mediante agentes bloqueantes y el pretratamiento de
muestras.* Sin embargo, estas estrategias no consiguen eliminar el problema en sistemas sin
marcaje, y algunas de ellas como el pretratamiento de la muestra se alejan del criterio
ASSURED.

Los biosensores opticos basados en la difraccion de sistemas de biograting presentan un
potencial Unico para minimizar el efecto de las uniones no especificas. En estos sistemas, la
adsorcion inespecifica es un proceso aleatorio que no sigue ningun patréon definido, es decir,
no genera acumulaciones peridédicas de materia sobre la superficie. Las medidas basadas en
la difraccién tienen la caracteristica de que la sefal no se vera alterada si las contribuciones
al crecimiento de la biocapa (o diferencia de altura entre strip y gap) no son periédicas.

En caso de que la adsorcién inespecifica causara una acumulacién uniforme, esta seria igual
tanto en los strips como en gaps, no modificando la diferencia de altura entre ellos, la cual es
responsable de generar variaciones en la intensidad de la sefial. Sin embargo, los eventos de
biorreconocimiento solo ocurren en las tiras del grating donde estan inmovilizados los
biorreceptores y si siguen el patrén periédico del grating. Por lo tanto, si el biograting esta
disefiado y fabricado adecuadamente, Unicamente la presencia de eventos especificos de
biorreconocimiento promovera la variacion de intensidad de sefiales difractadas (Figura 5).

analito

bioreceptor

adsorciones
inespecificas

.

analito

bioreceptor

Figura 5. Esquema de como puede afectar la adsorcidn inespecifica a un biograting.
Biograting tras incubacioén de analito (A) sin adsorcién inespecificay (B) con adsorcion
inespecifica. Se observa como la adsorciones inespecificas no modifican la diferencia de
altura entre strip y gap (c =a + b), y con ello no modifica la senal difractiva.

1.5. Hipbtesis de partida

Tal y como se ha comentado anteriormente, las acumulaciones de materia que sigan una
distribucidn aleatoria no generan una variacion en la respuesta difractiva de los biogratings.
Tan solo las acumulaciones periddicas y con el periodo definido por los biogratings generan
una senal medible, y este fendmeno permite resolver problemas asociados con la adsorcién
inespecifica en el analisis de muestras reales complejas.

Este TFG persigue aprovechar este mismo principio para simplificar aun mas el biosensado
sin marcaje, omitiendo la etapa de limpieza tras la incubacién de la muestra. En lugar de ello,



se propone simplemente retirar la disolucién agitando el portaobjetos de vidrio y a
continuacion dejar secar a temperatura ambiente antes de registrar la sefal. Tras este
proceso, todos los componentes no volatiles presentes en la muestra quedaran depositados
sobre la superficie de sensado, lo cual generaria una sefial imposible de discriminar de la
sefal de interés en sistemas label-free convencionales. Sin embargo, puesto que esta
acumulacion de materia debe seguir una distribucién aleatoria, tiene el potencial de no
generar interferencias en el analisis con biogratings.

Esta estrategia, que llamamos wash-free, simplifica el proceso de analisis para usuarios no
especializados, y se aproxima a las directrices ASSURED. Uno de los intereses principales de
este trabajo es explorar esta capacidad.

2.OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto es aprovechar las capacidades de los biogratings para
simplificar aun maés el proceso de andlisis sin marcaje, para el desarrollo de biosensores
point-of-care alineados con las directrices ASSURED.

Para la consecucidon de este objetivo general, se establecen los siguientes objetivos
especificos:

e Fabricary caracterizar biogratings.

e Demostrar las capacidades de transduccidn sin marcaje de los biogratings.

e Explorar el analisis directo en una unica etapa (wash-free) y su aplicacién en
muestras reales.

3.MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Se prepard tampoén fosfato sédico (PBS, 8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7
mM KCL, pH =7,4)y PBS-T (PBS con polisorbato 20 al 0,05% v/v), tampdn de acoplamiento
(200 mM NaHCO3, 500 mM NaCl, pH = 8,3), tampdn A (500 mM etanolamina, 500 mM NacCl,
pH=8,3), tampdn B (100 mM de acetato de sodio, 500 mM NaCl, pH = 4), tampdén de unién (20
mM Na2HPO4, 0,15 M NaCl, pH = 7,4), tampdén de elucién (100 mM glicina, 500mM NaCl, pH
= 3), y tampdén de almacenamiento (50 mM Na2HPO4, pH = 7). Todos los tampones se
prepararon con agua ultra pura (Milli-Q, Millipore Ibérica, Darmstadt, Alemania) y se filtraron a
través de membranas de polietersulfona de 0,2 um (Merck, Darmstadt, Alemania).

Albumina sérica bovina (BSA), albumina sérica humana (HSA), antisuero de IgGs policlonales
antiBSA producida en conejo (antiBSA), anticuerpos anticonejo producidos en cabra (GAR),
GAR marcados con nanoparticulas de oro de 5 nm (GAR-Au), suero humano, desarrolladores
de senalde plata, y polisorbato 20 (Tween 20) fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid,
Espana), Zumo de manzana (Granini, contenido en proteinas < 5 g/L, contenido en azucares
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97 g/L). Kit de conjugacion a Alexa Fluor 647 fue adquirido de Abcam (Cambridge, Reino
Unido). El polidimetilsiloxano (PDMS) Sylgard 184 fue suministrado por Dow Corning
(Wiesbaden, Alemania). Los portaobjetos de vidrio (25 x 75 x 1 mm) se adquirieron de Labbox
(Barcelona, Espafia), columna de purificaciéon antiBSA (HiTrap NHS-activated HP) fue
proporcionada por Cytiva (Uppsala, Suecia).

3.2. Microcontact-printing

Los biogratings, en este TFG se fabricaron sobre portaobjetos de vidrio mediante
microcontact-printing (UCP). Esta técnica involucra tres pasos principales: la fabricacion de
sellos de PDMS, el “inking” de proteinas, y el estampado.

Para fabricar los sellos (Figura 6) se vertié PDMS (elastomero:agente de curado, 10:1 v/v) sobre
un molde nanoestructurado (master) de silicio (555 nm de periodo, adquirido de LightSmyth)
se desgasificé en una camara de vacio durante unos 10 minutos, y se dejo polimerizar durante
la noche a 60 °C. Posteriormente se separé el sello de PDMS del patrén o mastery se corté en
piezas cuadradas de unos 4x4 mm. Antes de ser utilizados, los sellos cortados y portaobjetos
devidrio se lavaron 3 veces (durante 5 min) en una solucién de lavado (30 % de etanol en agua)
en bafio de ultrasonidos, y después se secaron bajo una corriente de aire.” También se
colocaron sobre los portaobjetos de vidrio adhesivos con un orificio circular para cada
biograting para delimitar la zona de incubacién de las distintas muestras en las etapas

posteriores.

-l-l-l-l-l/

polimerizacién de PDMS

sello de PDMS
sobre el master

master

Figura 6. Obtencion sellos de PDMS a partir de molde de silicio o master.

Para realizar el inking (Figura7), se incubd 45 yL de disoluciéon de proteina sonda (BSA o HSA)
a 250 mg-mL" en tampon PBS durante 160 min sobre el lado nanoestructurado de los sellos
de PDMS conelfinde que la proteina se quede adsorbida. A continuacion, los sellos se lavaron
por inmersiéon con agua ultra pura y se secaron bajo una corriente de aire. Para estampar el
patrén en el sustrato (Figura 7), el lado nanoestructurado del sello de PDMS se puso en
contacto con el sustrato devidrio, einmediatamente después se aplicd una leve presién sobre
el sello estampado para eliminar el aire que pudiera quedar entre el sello y el sustrato. Los
sellos permanecieron durante 20 min en el sustrato (tiempo de stamping), para que por
fisisorcién o adsorcion pasiva las proteinas queden inmovilizadas en el sustrato. Pasado este
tiempo, se retiraron los sellos del sustrato de vidrio y los portaobjetos se lavaron con agua
ultrapuray se secaron con una corriente de aire.
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Figura 7. Representacion del proceso de UCP para generar fabricar biogratings de proteinas
sobre superficies de vidrio.

3.3. Inmunoensayos

Para realizar los ensayos convencionales sin marcaje, se incubaron 50 pyL de las disoluciones
de muestra a temperatura ambiente durante 15 min, sobre los biogratings previamente
fabricados por microcontact-printing. A continuacién, las zonas de ensayo fueron lavadas con
PBS-T y agua, y secadas bajo una corriente de aire (Figura 8). Se fabricaban 4 réplicas para
cada condicién de ensayo en cada portaobjetos.

lavado y secado
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Figura 8. Esquema de incubaciény limpieza.

Para realizar los ensayos con marcaje, el protocolo anterior se continué incubando un
anticuerpo secundario con nanoparticulas de oro (GAR-Au) a diluciéon 1:100 en PBS-T durante
15 min . Seguidamente, se incubaron 50 pl de disolucidon reveladora de plata en cada zona de
ensayo, y pasados 8 minutos se retird la disolucion, se lavd con agua pura, y se seco en
corriente de aire. Este revelado de senal genera una coloracion gris sobre las zonas de ensayo
gracias a que las nanoparticulas de oro son capaces de actuar como centros de nucleacién
de la plata metalica fruto de lareduccion de iones de plata en presencia de un agente reductor
(hidroquinona) (Figura 9). ¥’
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Para realizar los ensayos convencionales sin marcaje y sin lavado (wash-free), se incubaron
50 pL de las disoluciones de muestra a temperatura ambiente durante 15 min, sobre los
biogratings. A continuacion, se detuvo el inmunoensayo volcando el portaobjetos de vidrio y
sacudiéndolo moderadamente para retirar la muestra liquida, y se esper6 hasta que el liquido
evaporase en su totalidad.

GAR marcado con
(A) (©) nanoparticula de oro

bioreceptor Y J Y\ ¥ ‘x\

(B) ©)

plata precipitada

analito

Figura 9. Esquemas de inmunoensayo con marcaje: (A) Biograting, (B) tras incubar analito,
(C) tras incubar GAR-Au, (D) después de la precipitacion de plata.

3.4. Medidas de difraccion

Se realizaron dos tipos de medidas de la respuesta difractada de biogratings empleando
montajes optomecanicos distinos: medida de los patrones difraccion y cuantificacion de la
intensidad de difraccion.

Para las medidas del patron de difraccidn se irradiaron los biogratings con laseres de distintas
longitudes de onda: 405 nm (100 mW, MLL-I1I-405, CNI, Changchun, China), 532 nm (100 mW,
100 mwW, MGL-III-532/1, CNI, Changchun, China) y 642 nm (100 mW, MLL-11l-647, CNI,
Changchun, China). En todos los casos se colocé un diafragma entre el laser y el biograting
para minimizar el ruido luminoso. Para los laseres de 405 y 532 nm, el portaobjetos de vidrio
se colocd a 29 cm del laser en posicidn ortogonal, y el laser incidié con un angulo de 90°. El
montaje para el laser de 642 nm se disend para que el angulo de incidencia fuera
aproximadamente 45° respecto al plano ortogonal, para que se cumplieran las condiciones
de difraccion en gratings de 555 nm para esa longitud de onda. Los érdenes de difraccién se
proyectaron sobre un plano ortogonal a la fuente laser y se tomaron las distancias desde los
o6rdenes 1 hasta el orden 0 (Figura 3C). Una vez tomadas las medidas, se calculé el angulo de
difraccién empleando la siguiente relacién trigonométrica:

-1 dl
o = tan (—) (Ecuacion 2)
d;
Donde a es el angulo de difraccion del orden 1, d; es la distancia desde el orden 0 hasta el
orden 1 en el patron de difraccion, y d, es la distancia desde el biograting al plano de
proyeccion del patrén de difraccién (Figura 10).
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Figura 10. Esquema del montaje de medida para analizar los patrones de difraccion.

Para la cuantificacién de laintensidad de difraccién, se monté un sistema con la configuracién
mostrada en la Figura 11. Los portaobjetos de vidrio se ajustaron para ser irradiados
ortogonalmente en la zona del biograting de proteinas por una fuente laser de 532 nm. La
intensidad del orden 0y del orden 1 de cada biograting se cuantificd utilizando un fotosensor
puntual (PM100D, Thorlabs, EE.UU.). En este trabajo, se empled la eficiencia de difraccion (ED)
de los biogratings de proteinas como la sefal analitica, que se calculd a partir de estas
medidas como se indica en la siguiente ecuacion:

_ Intensidad orden 1

ED (Ecuacién 3)

"~ Intensidad orden 0

Elresultado para una medicién se obtiene con la mediay desviacién estandar de las 4 réplicas
fabricadas para cada condicion.

detector orden 0

(A) - espeio (B)

biograting —— s

]

laser

detector orden 1

Figura 11. (A) Esquemay (B) fotografia del montaje utilizado para cuantificacién de la
intensidad de difracciéon. Para medir la intensidad del orden 0, se situaba el detector al punto
enrojo de lafigura B.
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Tras haber obtenido los datos de las medidas difractivas, se empled el software Sigmaplot
para ajustar los datos experimentales a una curva sigmoidal (4 parametros, Ecuacion 3).

a

_ (Ecuacion 4)
X
1+ (x—o)b

Y= Yo+

También se estimé el limite de deteccién (LOD) y el limite de cuantificacién (LOC) para cada
caso. Se determinaron los limites estimados a partir de 4 réplicas del blanco o 0 para cada
ensayo. Las sefiales de LOD y de LOC se calculan segun las siguientes ecuaciones:

Siop= x5 T 358 (Ecuacién 5)
Sroc= x5 +10Sg (Ecuacién 6)

Donde S es la sefal, xp es la media de todas las medidas del blanco, y Sg es la desviacion
estandar de las réplicas del blanco. Para conocer las concentraciones de LOD y de LOC se
interpolan estos valores en la ecuacién correspondiente en cada caso.

3.5. Métodos de caracterizacion

Las medidas de dngulo de contacto se realizaron empleando un equipo comercial especifico
para estas medidas (Attension Theta Lite, Biolin Scientific, Gotemburgo, Suecia).
Basicamente, el equipo consiste un soporte para la muestra que se desea analizar, una jeringa
sobre este, una cdmara que registra los volimenes y las gotas dispensadas, y un software que
calcula el angulo entre la superficie y la tangente de la gota. En este estudio se emplearon
gotas de 2 yL de agua pura.

Para cuantificar las sefales de fluorescencia en los inmunoensayos con anticuerpos
marcados con fluoréforos, se empled un escaner de fluorescencia comercial (Sensospot,
Miltenyi Imaging). Las medidas se realizaron con 100 ms de exposicion en el laser rojo y la
camara situada a6 mm de altura. Los datos resultantes se analizaron con el software GenePix
Pro 6.0 (Molecular Devices, San José, California, EE.UU.).

Para registrar las sefales colorimétricas obtenidas en el ensayo con revelado de plata, se
realizaron fotografias de los portaobjetos de vidrio con los biogratings revelados, usando un
teléfono mdévil convencional. La intensidad de negro de estas senales colorimétricas se
analizo con el software Genepix pro 6.0.

La topografia de las nanoestructuras resultantes se analizé mediante microscopia de fuerza
atémica (AFM) utilizando un microscopio Bruker Multimode 8 (Bruker, Massachusetts, EE.UU.)
con sondas RFESPA (MPP-21120-10 Bruker). Las imagenes AFM se analizaron utilizando el
software Nanoscope (Bruker). Para calcular los perfiles de seccidn transversal promediados,
se aplanaron todas las imagenes utilizando un ajuste polindmico del orden conveniente, esto
permitié corregir los errores de deformaciéon del plano que a veces comete el equipo de
medicién, y se promedié la altura de cada fila de datos a lo largo de la direccién longitudinal
de las tiras de patrén. A partir de estas secciones transversales, la modulacién de altura se
calculé como el promedio de la altura maxima del strip restada a la minima del gap. El periodo
se calculé como el promedio de la distancia entre un maximo de un strip y el maximo del
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siguiente strip. Y, el ciclo de trabajo se calculdé como el porcentaje de la anchura promediada
de los strips con respecto al periodo.

3.6. Cromatografia de inmunoafinidad

El antisuero antiBSA fue purificado para aislar los anticuerpos especificos del resto de
especies contenidas en el suero, mediante cromatografia de inmunoafinidad. Este proceso
consta de varias etapas y se realizd con columnas comerciales funcilonalizadas para el
anclaje covalente del antigeno (columna HiTRAP NHS, Fisher Scientific). La primera etapa es
el acoplamiento del antigeno a la fase estacionaria de la columna, para lo cual se disolvieron
10 mg de proteina BSA en 1 ml de tampdn de acoplamiento, se eluyd esta disolucién por la
columna, se cerrd la columa por ambos extremosy se dejé incubar 2 horas a4 °C. Pasado este
tiempo, para el lavado y desactivacion de la columna, se eluyd por la columna 2 mlde tampdn
A 3 veces, seguido de 2 ml de tampdn B, y ambos lavados se repitieron del mismo modo 2
veces mas.

Para cargar los anticuerpos en la columna, se eluyeron 3 ml de tampdén de unién, 3 ml de
tampon de elucion y 10 ml de tampdn de unién. Paralelamente se prepard el antisuero a
purificar diluyendo 1,2 mlde antisuero en 2,5 ml de tampdén de unién, y filtrdndolo con un filtro
previamente limpiado tampdn de unién. A continuacion, la disolucidn de antisuero se eluyé
por la columna y se dejo recirculando toda la noche a 4 °C con la ayuda de una bomba
persitaltica. Al dia siguiente se lavd la columna con 10 mlde tampdn de unién y se prepararon
7 tubos de 1.5 mL con 100 pl de tampdn TRIS 1 M. Se eluyé con 7 ml de tampdn de elucién
recogiendo fracciones de 1 ml sobre los tubos preparados. Tras utilizar la columna, se re-
equilibré eluyendo 10 mlde tampdn de unidny se guardé con tampdn de almacenamiento. Se
midieron en nanodrop las concentraciones de proteina obtenidas en las distintas fracciones.
Finalmente, se agruparon las fracciones eluidas y se les realizd6 un cambio de tampdn (de
tampon de elucién a PBS) utilizando filtros de centrifugacion (30 KDa, 14000 rev/min durante
5 min a 4°C) (Pierce Concentrator ,PES, 3K MWCO0, 0.5 ml,Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA).

4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacién de los biogratings

La primera etapa experimental en esta investigacién pasa por la fabricacion de
nanoestructuras difractivas de proteinas (biogratings) sobre superficies sdlidas. El proyecto
persigue una prueba de concepto empleando uninmunoensayo modelo basado en BSAcomo
receptores proteicos y anticuerpos selectivos antiBSA como analitos. Este es un sistema
modelo representativo y ampliamente utilizado en el area del biosensado para estudios de
demostracion de concepto.® Se fabricaron biogratings de BSA sobre sustratos de vidrio
mediante microcontact-printing, y esta seccidon se centra en estudiar los biogratings
resultantes a tres niveles de caracterizacion:
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- Inmovilizacién:
Que la proteina se encuentre inmovilizada en la zona de ensayo del portaobjetos de
vidrio implica que la transferencia por microcontact-printing ha sido exitosa y la
proteina ha quedado adsorbida sobre la superficie. Lainmovilizacién es el primer paso
para que la proteina que actiue como bioreceptor y esté disponible para interactuar
con el analito presente en la muestra.

- Funcionalidad:
El termino funcionalidad denota que la estructura tridimensional de la proteina es la
adecuada y para que posea su actividad bioldgica. En este estudio, la funcionalidad
implica que la proteina puede actuar como molécula de bioreconocimiento uniendo
las moléculas diana. Es decir, que los paratopos de la BSA mantienen su
conformaciodn tras la inmovilizacidn. Este es un parametro clave a estudiar, ya que se
ha reportado que la microcontact-printing puede comprometer esta funcionalidad.®

- Estructuracion:
La obtencién de una red peridédica nanoestructurada de proteinas es fundamental en
estos biosensores 6pticos difractivos, ya que, la periodicidad del grating es el origen
de la difraccion, y su intensidad es la sefial que seréd cuantificada. El término
estructuracion denota que proteina se ha inmovilizado siguiendo este patrén
nanoestructurado.

A continuacién, se presentan y discuten evidencias experimentales obtenidas mediante
distintas técnicas que se complementan para la caracterizacion los biogratings a estos tres
niveles.

4.1.1. Angulo de contacto

Este ensayo consiste en medir el angulo que forma la tangente del contorno de una gota de
agua cuando se encuentra en contacto con una superficie sélida. El angulo de contacto varia
enfuncién de la hidrofilia o polaridad de la superficie en cuestion. En el caso de gotas de agua,
el angulo de contacto disminuye cuando la polaridad (o hidrofilia) de la superficie aumenta.

Se midio6 el angulo de contacto entre una gota de 2 ul de agua y las siguientes superficies:
vidrio, biograting de BSA, biograting de BSA tras incubar 100 ug/mL de antiBSA purificado,
biograting de BSA tras incubar 100 pg/mL de antisuero antiBSA. Como se observa en la Figura
12, el agua se expande muy facilmente sobre la superficie de vidrio, formando un angulo de
contacto reducido debido a la alta polaridad del vidrio. En cambio, en el resto de superficies
no se encuentra una expansion semejante. Considerando la composicién de las superficies,
elvidrio presenta una mayor hidrofilia en comparacion con las biocapas de proteinas. Aunque
las proteinas contienen grupos polares y cargados, su polaridad neta total es menor en
comparacién con la delvidrio cuyo enlace Si-O en es altamente polar.
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Figura 12. Medidas del angulo de contacto de una gota de agua sobre distintas superficies:
vidrio, bigrating de BSA, biograting tras de incubar 100 ug/mL IgGs antiBSA purificadas, y
biograting de BSA después de incubar 100 pg/mL de anticuerpo antiBSA en antisuero. (A)
Resultados del angulo de contacto. (B) Imagenes tomadas de las gotas que se originaban en
las distinas muestras.

Elaumento del angulo de contacto de més de 60° desde el vidrio al resto de superficies indica
una disminucién en la hidrofilia de la superficie (Figura 12). Este cambio hacia mayor
hidrofobicidad evidencia que hay proteina inmovilizada en la superficie, y que el proceso de
microcontact-printing ha logrado satisfactoriamente la transferencia e inmovilizacién de
proteina.

Por otra parte, se puede contemplar que el angulo de contacto no aumenta entre las
superficies de biograting de BSA antes y después de incubar anticuerpo especifico purificado.
Unincremento en la biocapa podria suponer un aumento de la hidrofobicidad de la superficie.
Sin embargo, este aumento de la biocapa puede referirse tanto al espesor como al porcentaje
de recubrimiento de la superficie de vidrio. Que en este ensayo no haya un cambio en el angulo
de contacto entre estas dos condiciones, no permite determinar si la proteinainmovilizada es
funcional o no.

Por otro lado, se observa un aumento significativo del angulo de contacto en el conjunto de
muestras al haber incubado antisuero de antiBSA. Esta variacion en el angulo refleja un
aumento de la hidrofobia de la superficie, que a su vez implica que si ha habido un aumento
de la biocapa. Este fendmeno puede atribuirse al hecho de que el suero que seincuba no esta
purificado y contiene muchos otros componentes (en su mayoria proteinas), estos se habrian
adsorbido inespecificamente en strips y gaps del grating, aumentando la biocapa y
provocando el cambio en la hidrofilia de la superficie. Si este proceso ocurre en los gaps del
biograting, se incrementa la superficie de vidrio cubierta por proteina.

Este experimento pone de manifiesto que se logra la inmovilizacion de la proteina, y también
que pueden existir procesos de adsorcion inespecifica en la incubacion de muestras reales.
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4.1.2. Escaner de fluorescencia

Para caracterizar los biogratings de BSA, se estudian también las nanoestructuras mediante
escaner de fluorescencia, utilizando anticuerpos marcados con fluoréforos. Para ello, se
incubd antiBSA marcado con Alexa 647 sobre biogratings de BSA (Figura 13 Ai), y seincluyeron
también controles negativos con biogratings de BSA (Figura 13 A ii) y HSA (Figura 13 Aiii). En
este experimento, las sefales de fluorescencia en las areas en la que se encuentran los
biogratings provienen de la unién especifica del anticuerpo a su antigeno. Por tanto, estas
sefales indican que la proteina estd inmovilizada y que la proteina es funcional.
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Figura 13. Caracterizacion con escaner de fluorescencia: (A) esquema del ensayo: (B)
Imagenes de los biogratings capturadas con el escaner de fluorescencia. (C) Intensidades de
fluorescencia registradas en las distintas condiciones.

Segun se aprecia en las imagenes de fluorescencia (Figura 13 B) los controles negativos de
este ensayo (grating BSA, grating de BSA + antiGARy grating HSA) no emitieron ninguna senal
de fluorescencia. Si lo hicieron el control positivo con grating de BSA con incubacion de
antiBSA marcado, como era de esperar. Se observa también una sefal baja en el biograting
de HSA con incubacién de antiBSA marcado en toda la zona de ensayo, no sélo donde se
encuentra el biograting si no también en la superficie de vidrio sin biograting.

Enla Figura 13 C se observa la correlacion entre la intensidad de fluorescenciay las imagenes
vistas a través del escaner. La sefial mostrada por las muestras de grating de BSAy de HSA,
es ruido de fondo, proviene de la dispersion de la luz del escaner. La senal negativa para la
muestra de grating de BSA habiendo incubado antiGAR marcado podria provenir de una ligera
adsorcion de las proteinas marcadas en el antisuero GAR, en la zona del sustrato de vidrio no
cubierta con proteina (fuera del biograting). También, en el control positivo de biograting de
BSA con antiBSA marcado, la fluorescencia observada fue muy superior a las demas
muestras. En cuanto a la baja fluorescencia mostrada en la muestra grating HSA + 10 pg/mL
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antiBSA Alexa 647, resulta ligeramente mas intensa en la zona del biograting. Esto se podria
deber a una ligera reactividad cruzada del anticuerpo, ya que HSA y BSA son proteinas
homodlogas y poseen regiones comunes que podrian actuar como paratopos para los
anticuerpos policlonales utilizados.

Recapitulando, la BSA inmovilizada cumple su funcién como molécula de captura de su
analito (antiBSA). Asimismo, ademads de la funcionalidad, estos resultados corroboran de
nuevo que al proteina esta inmovilizada, ya que en caso contrario no habrian sefiales de
fluorescencia en la zona de ensayo.

4.1.3. Ensayo conrevelado de plata

El revelado de plata es una técnica de marcaje que permite la visualizacion directa del
biograting. Tras el ensayo convencional, este revelado incluye la incubacién de un anticuerpo
selectivo marcado con nanoparticulas de oro, y posteriormente la incubacién de una
disolucion acuosa de Ag* junto con hidroquinona.® Los cationes Ag* se reducen al reaccionar
con la hidroquinona y precipitan como plata metdlica sobre las nanoparticulas de oro que
actuan como centro de nucleacion (Figura 14 A). Esta precipitacidon es observable a simple
vista con una coloracién gris metalico.
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() / ®) ©

¢ analito
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‘ plata precipitada

000

Figura 14. (A) Esquema del ensayo con revelado de plata. (B) Fotografia de biogratigs de BSA
tras incubar 0 pg/mL (izquierda) y 100 ug/mL(derecha) de antiBSA. (C) Fotografias de la
difraccién de luz blanca en biogratings de BSA tras realizar el ensayo (100 pg/mL de antiBSA)
y realizar revelados con plata, capturadas desde distintos angulos.

Presentados los resultados de la Figura 14 B, se observa un cambio de intensidad de color gris
enlazonadel biograting al incubar el anticuerpo especificoy revelar con plata. Esto evidencia
tanto la presencia de la proteina estampada inicialmente (inmovilizacién), asi como que la
proteina BSA es funcional, pues fue capaz de unirse a su analito antiBSA en la primera etapa
de este ensayo (Figura 14 A).

18



Ademas de la visualizaciéon de las sefales colorimétricas, se estudié también la respuesta
difractiva de los biogratings tras el revelado con plata. Se observé una descomposicion de la
luz blanca en la zona de los biogratings (Figura 14 C), con la iridiscencia tipica de los gratings
de difraccidn. La precipitacion de la plata provoca que la modulacién del indice de refraccién
del grating se incremente masivamente, y esto da lugar a que las propiedades 6pticas del
grating puedan observarse a simple vista. Asi pues este resultado indica que el biograting esta
nanoestructurado segun una estructura de grating de difraccion.

4.1.4. Estudio del patréon de difraccion

Para estudiar el patron de difraccién, se irradian los mismos biogratings con laseres de
distintas longitudes de onda (405 nm, 532 nm, y 647 nm). Los resultados mostrados en la
Figura 15 evidencian que la proteina ha sido inmovilizada, y principalmente que esta
inmovilizacién se encuentra nanoestructurada seguln un patrén periédico que cumple con las
condiciones descritas en la ecuacion del grating para las longitudes de onda empleadas
(Ecuacién 1).

(A)

(B) (©)

Figura 15. Fotografias del patrén de difraccidon de (A) un biograting de BSAy (B) un biograting
de BSA tras incubar 100 yg/mL antiBSA, irradiados con laseres de distintas longitudes de
onda: 405 nm (color azul), 532 nm (color verde), 647 nm (color rojo). (C) Fotografias del
patrén de difraccién con laser de 405 nm donde la muestra se encuentra a distintas
distancias del plano del proyeccién del patron de difraccion. La distancia aumenta en las
imagenes de arriba abajo.

En la Figura 15 Ay B se observa a simple vista que la distancia del orden 0 a los 6rdenes -1y
+1 se incrementa conforme aumenta la longitud de onda del laser que la irradia. Asimismo,
no se muestran cambios en las distancias entre el orden 0y 1 antes y después de incubar el
analito, lo que indica que esta incubacién no modifica el periodo del biograting.



Por un lado, la aparicion del patron de difraccion proporciona evidencias sobre la
nanoestructuracion de las proteinas inmovilizadas. Por el otro, estas medidas permiten
caracterizar parametros estructurales del biograting. A partir de las distancias entre el orden
1 y el 0 se puede determinar el angulo de difraccion del orden 1 trigonométricamente
(Ecuacién 2), y a partir de este angulo se puede determinar el periodo de la nanoestructura
empleando la ecuacion del grating (Ecuacion 1). Los resultados (Tabla 1) muestran un periodo
para el biograting de unos 550 nm, lo cual es consistente con el master empleado para
fabricar los sellos de PDMS, que tiene un periodo de 555 nm.

Como una confirmacién adicional de la nanoestructuracion de las biocapas, la Figura 15 C
muestra como la distancia que separa los 6rdenes difractados a una misma longitud de onda,
varia junto con la distancia entre las muestras y el plano de proyeccién del patrén de
difraccién, de acuerdo con lo esperado para gratings de difraccion (Ecuacion 1y 2).

Tabla 1. Angulos de difraccién del orden 1y periodos resultantes del estudio de las
dimensiones del patron de difraccion de biogratings BSA irradiados a distintas longitudes de
onda.

Laser azul Laser verde Laser rojo

A=405nm A=532nm A= 647 nm

Angulo de difraccioén (°) 47,3+0,5 75,8+0,4 28,0+0,9
Periodo (hm) 5524 548,8 + 0,4 5507
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4.1.5. Microscopia de fuerza atdmica

Finalmente se estudid la topografia de los biogratings a escala nanométrica mediante
microscopia de fuerza atémica. Entre otros aspectos, esta técnica permite mapear la
profundidad de los rasgos estructurales del biograting.
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Figura 16. Imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atdmicay sus secciones
transversales correspondientes, de biogratings de BSA (A) antes y (B) después de incubar
anticuerpo selectivo (100 pg/mL antiBSA purificado en PBS-T).

Taly como se muestra en la Figura 16, se confirma por las diversas imagenes que el biograting
esta inmovilizado y correctamente estructurado con gaps y strips bien definidos. En cuanto a
la altura de las biocapas de BSA, se obtuvo que la diferencia de altura entre strip y gap fue de
1,85 = 0,15 nm (Tabla 2). Para interpretar este resultado es necesario saber que la proteina
BSA es una proteina globular, constituida principalmente por largas a hélices que conforman
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una estructura de elipsoide prolato (14 x 4 x 4 nm) de 66,5 kDa. Estos resultados sugieren que
los strips de proteina podrian estar inmovilizados con densidades cercanas a la monocapa,
con el eje ecuatorial de la proteina estando ortogonal a la superficie de vidrio®. Ademas, que
la altura media de strip respecto al gap sea 1,85 nm, comparado con los 4 nm de altura de
BSA, sugiere que el strip no esté cubierto uniformemente por monocapa proteica si no que
habra espacios del strip sin proteina. No obstante, las dimensiones conocidas de la BSA son
para esta proteina en fase cristalina. En este sistema la proteina se encontraba adsorbida en
una superficie, y las dimensiones de la BSA adsorbida sobre vidrio no estan reportadas en la
literatura cientifica.

Lasimagenes de AFM de las muestras de biograting tras incubar anticuerpo purificado (Figura
16 B) confirman que la estructuracién se mantiene, mientras que la altura entre strip y gap
aumenta a 6,5 = 0,4 nm (Tabla 2). Este aumento proviene de la unién del anticuerpo a la BSA
formando el inmunocomplejo, poniendo de manifiesto otra vez que la proteina BSA es
funcional. En este caso, nuevamente se enfrenta el conflicto de no conocer las dimesiones
exactas en los distintos estados de estas proteinas e inmunocomplejos cuando se
encuentran en superficies. La BSA, cuando esta unida a ligandos, también puede
experimentar cambios conformacionales que alteran su estructura global y, por lo tanto su
altura. Aligual que para el anticuerpo.

A partir de estos registros de AFM se obtuvo un periodo promedio de 587 = 46 nm (Tabla 2), es
ligeramente distinto al periodo del master empleado en lafabricacion de los sellos (555,5 nm),
pero considerando la imprecisién obtenida (+ 46 nm) el resultado es consistente con el
periodo del master utilizado asi como con el dato obtenido en el estudio del patron de
difraccién. Una posible hipotesis para esta diferencia seria que durante el proceso de
stamping se aplica una ligera presioén al sello que puede provocar una expansién uniforme de
este. Por otro lado, durante el tiempo de inking (2 h 40 min) el agua podria penetrar en el sello,
hidratandolo y aumentando su tamafo uniformemente. Otra posible explicaciéon es que en la
polimerizacién del PDMS sobre el master, la temperatura se eleva hasta 60°, pudiendo dilatar
del mastery aumentar su periodo.

A partir de estos registros de AFM se calculé también el ciclo de trabajo de las
nanoestructuras, y se obtuvo un promedio de 46 + 3 % (Tabla 2). Es decir, el strip de proteina
ocupa el 46 % de la superficie, que es también consistente con el ciclo de trabajo del 50 %
presente en el master de partida.

Tabla 2. Parametros obtenidos a partir de las cross-section de las imagenes de AFM.

Ciclo de trabajo

A Altura (nm) Periodo (nm) (%)
Biograting BSA 1,85+0,15 580 = 30 45+ 2
Biograting BSA +
100 pg/mL antiBSA 6.5=04 590 =60 46 =4
media 587 + 46 46+ 3
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4.2. Transduccion

Unavez caracterizados los biogratings fabricados por microcontact-printing, este apartado de
resultados se centra en la demostracion de las capacidades de transduccién de este sistema
de biosensado. Es decir, los siguientes los experimentos de esta seccidén se centran en
demostrar como los biogratings son capaces de generar una sefial medible (cony sin marcaje)
cuya magnitud depende de la concentracién de analito presente en la muestra que se ha
incubado sobre lared de bioreceptores.

4.2.1. Transduccioén sin marcaje

Nos centramos primero en demostrar las capacidades sin marcaje de los biogratings. Un
experimento clave para caracterizary demostrar los principios de transduccién son las curvas
dosis-respuesta o curvas de calibrado. Este experimento persigue establecer qué relacién de
proporcionalidad existe entre la concentracion de analito y la intensidad de la sefial. En este
caso, se incuban sobre los biogratings de BSA disoluciones con concentraciones de antiBSA
conocidas, se registran las intensidades del haz de luz difractado (orden 1) y del haz
transmitido (orden 0) para cada biograting, y se calcula la magnitud denominada eficiencia de
difraccién (ED).

Como se observa en los resultados de esta curva dosis-respuesta (Figura 17), esta técnica
brinda una buena correlacién sefal-concentraciéon a lo largo de un rango amplio de
concentraciones, lo que demuestra las capacidades label-free de la técnica. La sefal
aumenta junto con la concentracidon de anticuerpo, taly como se esperaba a mas cantidad de
anticuerpo mas diferencia de altura habra entre stripy gap, y con ello una mayor eficiencia de
difraccion. Los datos se correlacionan bien con una tendencia sigmoidal (R?>=0.999), y a partir
de este ajuste se pueden estimar un limite de deteccién de 0,17 pg/mL y un limite de
cuantificacion de 0,95 pg/mL de anticuerpo en este sistema sin marcaje (Tabla 3).
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Figura 17. Curva dosis respuesta sin marcaje con antisuero antiBSA en PBS-T. Regresion

sigmoidal ajustado con los parametrosa=2,31-10%,b=-1,59, x=17,8 pg/mL,
yo=1,48-10"
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4.2.2. Transduccién con marcaje

En el apartado anterior se demostré la capacidad de los biogratings para biosensado sin
marcaje, y en esta seccion se estudia la compatibilidad de este sistema con deteccién con
marcaje. Para ello se emplea el sistema de marcaje basado en anticuerpos secundarios
marcados con nanoparticulas de oro y el posterior desarrollo de sefial con precipitacion de
sales de plata (Figura 15).

Este sistema de marcaje esta disefiado para que una mayor concentraciéon de anticuerpo
antiBSA genere una mayor precipitacion de plata. La magnitud de esta precipitaciéon puede
medirse de forma colorimétrica, escaneando las zonas de ensayo con un escaner opticoy
cuantificando la intensidad de color en la escala blanco-negro (Figura 18 A).

En los resultados de la curva dosis-respuesta de la deteccién colorimétrica (Figura 18 B) se
percibe una pendiente muy acusada en respuesta al aumento de la concentracién de
anticuerpo desde 0 hasta 1 pg/mLde antiBSA, la sefial se mantiene hasta 10 ug/mLde antiBSA,
pero decae a 100 pg-mL™". Este decaimiento es una anomalia observada con frecuencia en
sistemas bioanaliticos, tipicamente denominada como Hook effect *°.

Los datos, omitiendo la concentracién de 100 pg/mL, se correlacionan bien con una
tendencia sigmoidal (R*> = 0.999), partir de la cual se estimé un limite de deteccion de 0,0036
pg/mLyunlimite de cuantificaciéon de 0,02 pg/mL de anticuerpo para este sistema de marcaje
medido por colorimetria.
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Figura 18. Deteccion colorimétrica con marcaje. (A) Portaobjetos tras el revelado con plata.
(B) Curva dosis-respuesta obtenida tras escaneado y escalado de grises. Regresion
sigmoidal ajustado con los parametros parametros a=1,81-10% b =-0,90,

Xo =4,38-102pg/mL, yo=8770.

Ademads de deteccidn colorimétrica, laimplementacion en biogratings del sistema de marcaje
basado enrevelado de plata es compatible también con la deteccién difractiva. Taly como se
muestra en la Figura 15 C, este revelado mantiene la estructura difractiva de la red, por lo que
acontinuacién estudiamos la curva-dosis respuesta de este sistema a partir de las eficiencias
de difraccién obtenidas tras medir las mismas muestras que fueron escaneadas (Figura 18A).

En la curva dosis-respuesta con marcaje se observan como las eficiencias de difraccién
aumentan considerablemente tras incubar el reactivo de plata, respecto del ensayo sin
marcaje. Como se muestraen la Figura 19, en el intervalo de concentraciones desde 0 a hasta
100 ug/mL de anticuerpo, la eficiencia de difraccién aumentd hasta en 3 6rdenes de magnitud.
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Esta amplificacion de sefales es consistente con la precipitacion de plata sobre el
inmunocomplejo y el aumento correspondiente de altura de los strips. Sin embargo, a
concentraciones de anticuerpo mayores, la eficiencia de difraccion experimenta una caida
abrupta que no sigue la tendencia esperada. Una explicacion razonable para este fendmeno
es que, debido a la gran cantidad de molécuals de GAR-Au unidas a antiBSA, la plata precipita
de forma cadtica y la nanoestructura pierde su ordenacién peridédica que le confiere
propiedades difractivas.*

De nuevo, las eficiencias de difraccion se correlacionan bien con una tendencia sigmoidal (R?
=0.999). A partir de estos datos se pueden estimar un limite de deteccion de 0,036 pg/mLy un
limite de cuantificacion de 0,055 pg/mL de anticuerpo en este sistema con marcaje (Tabla 3).
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Figura 19. Curva dosis respuesta resultante de las medidas difractivas de muestras
reveladas con plata con antisuero antiBSA en PBS-T. Regresion sigmoidal ajustado con los
parametrosa=1,51-10% b=-2,56, %, = 0,31 pg/mL, yo=2,65-10°,

4.2.3. Comparacion

Los resultados de los apartados anteriores demuestran que la transduccién bioanalitica con
biogratings permite deteccidn sin marcaje, mientras que también es compatible con
deteccién con marcaje (colorimétrica y difractiva). Tal y como se muestra en la Tabla 3, la
sensibilidad es mayor en los sistemas con marcaje, en torno a 1-2 érdenes de magnitud. Sin
embargo, los métodos con marcaje triplican el nimero de etapas necesarias para llevar a
cabo el ensayo en comparacioén con la deteccion sin marcaje, lo que limita su aplicacion en
entornos fuera de laboratorios y reduce su potencial para desarrollar dispositivos point-of-
care. También, los sistemas con marcaje pueden dar lugar a resultados menos fiables,
debidos cambios en la sefnal que provienen del propio marcaje en lugar de del ensayo de
interés. Las disminuciones de sefial obtenidas en concentraciones altas de anticuerpos en
este ensayo son ejemplos de este problema, que se ha corregido con la deteccién sin
marcaje.

25



En conjunto, al considerar las diversas ventajas e inconvenientes, se puede concluir que la
eleccion de un sistema u otro debe basarse en las necesidades especificas de cada ocasion.
Si se requiere una mayor sensibilidad y se dispone de mas recursos, el método con marcaje
es el ideal. Por otro lado, si se busca un dispositivo que cumpla con los criterios ASSURED,
los métodos sin marcaje son mas apropiados, ya que mejoran la fiabilidad, y son mas
practicos, econémicosy faciles de usar.

Tabla 3. Comparacién de distintos parametros para distintas modalidades de ensayo en
biogratings.

Estrategia LOD (pg/mL) LOQ (pg/mL) Numero de etapas

Marcaje

. . 0,0036 0,02 6
deteccion colorimétrica
Marcaje

. . 0,036 0,055 6
deteccion difractiva
Label-free 0,17 0,95 2
Wash-free 0,068 1,86 1

4.3. Wash-free

Taly como se haintroducido anteriormente (seccién 1.5), denominamos método wash-free a
omitir el paso de lavado después de la incubacién de la muestra sobre los biogratings. Esto
minimiza el procedimiento experimental que el usuario ha de llevar a cabo para realizar el
ensayo y lo reduce a una Unica etapa, la incubacién de la muestra sobre el biograting. Tras
esta incubaciodn, la reaccion se detiene sacudiendo el portaobjetos para retirar la disolucioén
de muestray dejando evaporar la disolucién que queda sobre la superficie. Esto significa que
las sales y otros compuestos presentes en la muestra quedaran depositados sobre sobre el
biograting y la zona de ensayo.

Dado los principios anteriormente comentados sobre la adsorcidon inespecifica en
biogratings, nuestra hipotesis de partida plantea que esta deposicidn seguira una distribucion
aleatoria y uniforme, tanto sobre los strips como sobre los gaps del biograting, y no generara
una variacion neta en la altura de los strips. Es decir, no interferira en la sefial obtenida.
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4.3.1. Transduccion wash-free

Para estudiar esta estrategia wash-free, se realiza experimentalmente una curva dosis-
respuesta en la que se registra la eficiencia de difraccién sin incluir etapa de limpieza tras
retirar la muestra (wash-free) y después limpiar la muestra (método convencional). Taly como
se observa en la Figura 20, se confirma la correlacién entre dosis y respuesta planteada en la
hipétesis de partida. Es decir, el método wash-free es compatible con biogratings. Las
medidas tomadas antes y después de lavar siguen tendencias idénticas, esto indica que el
método wash-free no desestructura ni lo degrada el biograting.

Se puede observar que las senales obtenidas en la modalidad wash-free son
considerablemente superiores a las obtenidas cuando se realiza el lavado, especialmente a
altas concentraciones. Es decir, no solo es compatible, sino que este método mejora la
transducciéon amplificando las sefales obtenidas. Una posible explicacion a este fenédmeno
de amplificacidon es que la precipitacion de las sales contenidas en la disolucién tampdn tiene
lugar de una manera ordenada y selectiva sobre las proteinas.

Los datos experimentales se ajustan bien a una curva sigmoide (R2 =0,999), y a partir de ellos
se estima un limite de deteccion de 0,068 pg/mL y un limite de cuantificacion de 1,86 pg/mL
de anticuerpo en este sistema sin marcaje. La curva dosis respuesta obtenida tras limpiar es
analoga a la obtenida en el experimento equivalente anterior (Figura 17). Taly como se indica
en la tabla 3, estos limites de deteccidén y cuantificacion del sistema wash-free son
ligeramente mejores que en la estrategia label-free convencional, probablemente gracias al
aumento de sefal al que da lugar esta nueva estrategia. Asimismo, la magnitud de estas
sensibilidades es comparable a la de otros desarrollos de biosensado 6ptico sin marcaje
reportados en el estado del arte (algunas de ellas empleando los mismos bioreactivo)
basadas en SPR*“*, interferometria *3, y otros principios de transduccion incluyendo
biosensado difractivo®>344,
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Figura 20. Curva dosis respuesta aplicando el método wash-free con antisuero antiBSA en
PBS-T. Regresion sigmoidal ajustado con los parametrosa=7,28-10", b=-1,
Xo =5,21-10% pg/mL,yo=0,19.
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4.3.2. Selectividad

La selectividad de un sensor constituye un indicador fundamental de su calidad, refiriéndose
este término a la capacidad del sensor para distinguir y cuantificar un analito especifico en
presencia de otros componentes potencialmente interferentes en una muestra. Para
evaluarla se estudia la respuesta difractiva de biogratings tras analizar diferentes muestras en
formato wash-free. Estas pruebas implican comparar objetivamente la respuesta del
biosensor aconcentraciones conocidas del analito y otros compuestos, con elfin de asegurar
que la senal detectada es especifica del analito en cuestién.

En este experimento, por un lado se fabrican biogratings de HSA donde se incuba distintas
concentraciones de antisuero de antiBSA a distintas concentraciones. Por el otro, se estudian
biogratings de BSA sobre los que se incuba antiBSA, antiBSA purificado, una disolucion de
IgGs no selectivas, y un suero inespecifico con el mismo factor de diluciéon que el antisuero de
antiBSA a 100 pg/mL (1/40 en PBS-T). Notar que todas las condiciones estudiadas actian
como controles negativos, salvo antiBSA (antisuero y purificado) que actian como controles
positivos para la selectividad.

Se analizaron las sefiales de eficiencia de difracciéon tanto en wash-free como después de
lavar las propias muestras. La caracteristica mas evidente a primera vista es que la tendencia
de los valores de las sefales de difraccion entre las medidas de las muestras en wash-free 'y
tras haberse lavado no cambia, Unicamente hay variaciones en la magnitud de la sefial, lo que
valida de nuevo la viabilidad de wash-free (Figura 21).
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Figura 21. Resultados del estudio de selectividad. Eficiencias de difraccion obtenidas tras
incubar distintas disoluciones sobre biogratings de BSAy de HSA.

Los resultados (Figura 21) muestran una correlacién entre la eficiencia de difraccion y las
distintas concentraciones de antisuero de antiBSA en controles negativos de biogratings de
HSA. Aun asi a 100 pg/mL de antiBSA aplicando el método wash-free, la sefial es 15 veces
menor que la obtenida en un biograting de BSA. Al realizarse el lavado, la sefial es algo menos
de la mitad en comparacidn con el control positivo lavado. Este resultado no es el esperado,
considerando que el anticuerpo antiBSA no es especifico para HSA. Sin embargo, se plantea
como hipétesis de este fendmeno la similitud entre HSA y BSA. Estas proteinas homoélogas
presentan aproximadamente un 76% de identidad en su secuencia de aminoacidos, siendo

28



muy similares también en su estructura.* Ademas, los anticuerpos antiBSA empleados son
policlonales, es decir, hay muchos tipos distintos de anticuerpos que se unen a distintas
partes o epitopos de BSA. Por lo que esta pequefa contribucién de sefal registrada en los
biogratings de HSA podria proceder de reactividad cruzada del anticuerpo, y no de un
problema en el fendmeno de transduccion.

Por otro lado, al comparar las sefales obtenidas en los controles positivos, se observa que la
sefal obtenida con el antisuero completo es alrededor del doble de la obtenida en el antisuero
purificado. Estos datos aportan indicios sobre cémo afecta la adsorcién inespecifica en este
ensayo, pues después de lavar las muestras de anticuerpo purificado y antisuero de antiBSA
las eficiencias de difracciéon son equiparables. Este antisuero completo se trata de un
antisuero de un conejo que ha sido inmunizado para que produzca anticuerpos antiBSA, pero
que también contiene otros anticuerpos y componentes séricos, con una concentracion total
de proteinas de 48,11 mg/mL. Los valores de las sefales de difraccion del conjunto de
biogratings de BSA sugieren que hay una adsorcién inespecifica, como se sospechaba a partir
de los estudios de angulo de contacto (Figura 12).

Estos resultados plantean la cuestion de cuanta sefial corresponde a la adsorcion
inespecifica de los componentes séricos y cuanta a la unién especifica de anticuerpo. Los
controles negativos sobre biogratings de BSA (incubacién IgGs inespecificas y antisuero
inespecifico) aportan datos en esta linea. En ambos casos se registra un aumento muy bajo
de la sefial difractada. Una posible explicacion para esta observacion es que los anticuerpos
unidos a la BSA podrian facilitar la precipitacion preferencial y selectiva en los strips. Asi, los
componentes del suero no contribuyen a la sefial por si solos, sino en combinacién con el
reconocimiento especifico de BSAy antiBSA. Se trata de un primer resultado que necesitaria
ser replicado e investigado més en detalle.

4.4. Preacondicionamientoy muestras reales

Hemos denominado con el término preacondicionamiento a depositar en la zona de ensayo,
previamente a la incubacion de la muestra, los componentes que le faltan al disolvente de la
muestra para asemejarlo al PBS-T y favorecer con ello la biointeraccion receptor-analito. La
naturaleza del disolvente donde tiene lugar la reaccion de bioreconocimiento es crucial, pues
cambios en el pH y la fuerza idnica pueden alterar la protonacidon de grupos ionizables que
pueden causar desnaturalizaciones parciales que afectan a la estructura tridimensional y
funcionalidad tanto del anticuerpo como de la proteina, comprometiendo su funcionalidad.

El objetivo de este conjunto de ensayos es evaluar la viabilidad en la realizacidon de este
preacondicionamiento. La implementacién de dichoprocedimiento permitiria dejar listo el
sistema de biosensado para que el usuario lo utilice sin preparacién de muestra, lo que
representaria una simplificacion significativa y una ventaja practica en su aplicacion.

La primera muestra utilizada para evaluar el preacondicionamiento es el agua ultrapura. El
preacondicionamiento en este ensayo se realiza dispensando y dejando secar PBS-T sobre el
biograting, de forma que al incubar la muestra se disuelvan en esta las sales y tensioactivos
(tween 20) necesarios para un bioreconocimiento éptimo. En este estudio se comparan las
respuesta difractiva sin lavar (wash-free), con y sin preacondicionamiento, en el analisis de
agua dopada con antiBSA (0y 100 ppm).
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Figura 22. Medidas difractivas del experimento de preacondicionamiento en una muestra de
agua. Empleando dos concentraciones de antiBSA 0 0 yg/mLo 100 pg-mL™".

Taly como muestra la Figura 22, en las muestras preacondicionadas se observa un aumento
en la eficiencia de difraccidn tras la incubacion de la muestra de agua dopada con antiBSA,
indicando un cambio en la diferencia de altura entre los strips y gaps, indicando que la
biointeraccién entre la BSA y su anticuerpo ha tenido lugar. Por el contrario, en la serie no
preacondicionada, la eficiencia de difraccion no aumenta, lo que implica que la
biointeraccién no ha ocurrido. El agua ultrapura no contiene las sales necesarias para
tamponar el medio y aportar la fuerza idénica necesaria para que los bioreactivos realicen la
biointeraccién.

Se puede observar también que la sefal a la concentraciéon de 100 pg-mL™ de antiBSA es
significativamente menor en comparacidon con la obtenida sin preacondicionamiento,
posiblemente debido a la desadsorcién de la BSA causada por el medio liquido de
preacondicionamiento sobre el biograting. Esto reduce la cantidad de BSA disponible para la
union de antiBSA, disminuyendo la sefial detectada.

Estos resultados demuestran que esta técnica no solo simplifica los pasos de preparacion de
la muestra para el usuario, sino que es esencial para que las biointeracciones ocurran
adecuadamente. Para el analisis de aguas, este preacondicionamiento es clave para realizar
el ensayo en un unico paso por parte del usuario final.

A continuacion, se evalla el potencial de esta estrategia en muestras reales complejas de
origen biolégico. Con este propdsito, se preparan biogratings preacondicioados y no
preacondicionados para el analisis de suero humano y zumo de manzana, ambos sin diluiry
dopados con antiBSA (0 y 100 pyg-mL™), y se comparan las eficiencias de difraccion antes
(wash-free) y después de lavar. En el caso del suero, el preacondicionamiento tan solo
contiene Tween 20, ya que el suero posee un pH y fuerza iénica similares al tampén PBS. En
cambio, para el zumo, el preacondicionamiento se incluye PBS-T completo.

Tras realizar el método wash-free, se observé un fenémeno distinto al de casos anteriores, la
aparicion de una pelicula transliicida en toda el area de sensado y ocasionalmente, pequenos
cristales precipitados sobre los biogratings. Esta pelicula proviene de la deposicién de todos
los componentes no volatiles de las muestras, y en el caso del zumo adquiria matices
ligeramente brillantes.
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Como se observa en la Figura 23, las sefiales después de lavar son mayores a las obtenidas
midiendo en wash-free, contrario a lo esperado para este sistema de transduccion. Este
fendmeno podria deberse a que los componentes del suero que se depositan en el grating, lo
hacen preferiblemente sobre los gaps, y con ello disminuyen la eficiencia de difraccion del
biograting.
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Figura 23. Resultados del andlisis de suero humano puro (sin diluir) dopado con antiBSA.

En el andlisis de zumo de manzana, las sefiales obtenidas son casi un orden de magnitud
menores que con suero. En este caso, la pelicula depositada sobre el biogratings tras la
incubacion resulta en este caso mas opaca, lo que disminuye la cantidad de luz que atraviesa
la superficie de sensado.
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Figura 24. Resultados del analisis de zumo de manzana puro (sin diluir) dopado con antiBSA.

En general, en ambos ensayos (zumo y suero) cony sin preacondicionamiento la imprecision
de las medidas resulta muy grande en relacion con la senal, lo que dificulta la obtencién de
conclusiones a partir de estos resultados. En cuanto a la diferencia entre la serie
acondicionada y no acondicionada no se observan diferencias notables. Una posible fuente
de estos problemas es que existe una interaccién de componentes como lipidos del suero o
azucares del zumo con el analito o la proteina del biograting, que podria modificar su
estructura o adsorberse sobre estos dificultando las reacciones de bioreconocimiento. Otra
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hipétesis es que el método wash-free en su version actual no admite deposiciones
inespecificas tan grandes de materia sobre los biogratings. Estas deposiciones masivas
podrian interferir de forma negativa en propiedades Opticas como la transmision, aumentar
demasiado la proporcion de luz dispersada, o degradar la estructura strip-gap necesaria para
la difraccion.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Losresultados obtenidos en las investigaciones incluidas en este trabajo permiten obtener las
siguientes conclusiones generales:

- El microcontact-printing permite fabricar nanoestructuras periédicas de proteinas
sobre sustratos sélidos. En el caso de la BSA como bioreceptor, esta técnica da lugar
a biogratings de proteina inmovilizada, funcional, y nanoestructurada segun un patrén
de difraccién con caracteristicas estructurales equivalentes a la nanoestructura
maestra (master) de partida.

- Los biogratings actiuan como transductores dpticos difractivos para biosensado.
Ademas de permitir deteccidon sin marcaje, sontambién compatibles con ensayos con
marcaje y desarrolladores de sefal. Frente a los sistemas con marcaje, la deteccién
sin marcaje reporta sensibilidades limites de deteccién 1-2 érdenes de magnitud
mayores, mientras que también.

- Elmétodo denominado como wash-free es posible y compatible con biogratings. Esta
estrategia no solo reduce a una las etapas requeridas por el usuario para hacer el
ensayo, sino que también amplifica considerablemente las eficiencias de difraccion
obtenidas sin marcaje.

- El preacondicionamiento de biogratings supone una ventaja de la técnica al omitir la
etapa de preparacion de muestra en el andlisis directo de muestras reales por parte
de usuarios no especializados. En su versién actual se ha demostrado en agua, pero
presenta problema en muestras biolégicas complejas.

Estos resultados y conclusiones abren la puerta a perspectivas e investigaciones futuras,
algunas de las cuales de enumeran a continuacion:

- Resolver la precision moderada en la obtencién de resultados, tipica del
microcontact-printing. Una estrategia para abordar esta cuestién seria reduciendo la
componente manual de automatizando el proceso de microcontact-printing, el
registro de sefiales de difraccion, y la realizacion del método wash-free.

- Determinar el efecto de variables clave sobre el proceso wash-free para mejorar sus
prestaciones (temperatura, humedad, composicién y concentracién de sales,
estrategias de secado tras la incubacioén, etc.).

- Estudiar la reactividad cruzada de BSA cuando la proteina sonda es HSA, y explorar la
implementacion de estos sistemas de biosensado en otros ensayos de
bioreconocimeinto.

- Caracterizar bien el problema con las muestras complejas en wash-free, y la
influencia de las diferentes variables implicadas (temperatura, concentracion de
proteinas, concentracidon de azucares, etc.), para disefiar estrategias que resuelvan
este problema y/o establezcan qué tipos de muestras son compatibles con este
método.
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