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Resumen 

Los virus de la influenza están compuestos por varias proteinas, como la hemaglutinina y la neuraminidasa, que el sistema 
inmunitario detecta como antígenos. Existen diferentes tipos de estas proteínas que se combinan entre si dando como 
resultado diferentes subtipos de virus de influenza, este trabajo se enfocó en el virus de influenza A HINI. Los biosensores 

son dispositivos analíticos basados en afinidad compuestos por un transductor y un elemento biológico inmovilizado se une 
selectivamente a la molécula que se detecta y produce una señal medible; que es recogida por un procesador. El transductor 
del biosensor desarrollado es un electrodo y el cambio de señal se midió por voltamperometría cíclica. La metodología 
consistió en la inmovilización del anticuerpo anti-H1 sobre la superficie del electrodo de trabajo de oro, para luego realizar 
la reaccion antígeno-anticuerpo entre dicho anticuerpo y la proteina específica con H1 puro. Luego de observar que se 
detectó la proteína, se repitió la prueba en suero humano, para determinar si el biosensor puede discriminar entre el antígeno 
y otras proteínas presentes en la matriz. Los resultados indican que el biosensor desarrollado es capaz de detectar la proteína 
viral H1 tanto en estado puro como en una matriz compleja como el suero humano. 
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naturaleza biológica (por ejemplo, un anticuerpo, una 
enzima, etc.) que permite diferenciar el analito de la matriz 
de la muestra. Generalmente se basan en la afinidad, es 

decir, utilizan un elemento biológico inmovilizado que se 

une selectivamente a la molécula que se detecta, el 
objetivo o el analito, que generalmente es una molécula 
bioquímica, como una secuencia de ADN o una proteína 
particular (por ejemplo, un antigeno), luego, el transductor 
produce una señal; que es recopilada, amplificada y 
mostrada por un procesador de señal y se puede medir de 
diferentes formas dependiendo del transductor; Así, 
existen biosensores que miden cambios de temperatura, 
cambios de haces de luz, cambios de pH, cambios de 
parámetros electroquímicos, etc. [3, 4]. 

1. Introducción 

1.1 Virus influenza 

La influenza es una enfermedad respiratoria aguda 
causada por un virus de la familia Orthomyxoviridae el 
cual es capaz de causar graves pandemias que pueden 
resultar en una gran morbilidad y mortalidad. De acuerdo 
con las diferencias antigénicas en la proteína de matriz 

(M) yla nucleoproteina (NP), este virus se puede clasificar 
em tres grupos conocidos como virus de influenza A, B y 
C. Entre ellos, los virus tipo A son los más contagiosos y 
los que causan alta mortalidad en la población debido a sus 
variaciones antigénicas, [1] destacando la hemaglutinina 
() y la neuraminidasa (N) que se combinan entre si dando 
como resultado diferentes subtipos de virus de influenza 
A que se designan, entre otros, con base en los subtipos de . 
dichas proteínas que presentan; hay diecisiete subtipos de — — Son aquellos en los que el transductor es un conjunto de 
hemaglutinina (H1, H2, H3... H17) y diez subtipos de electrodos, generalmente se utilizan de dos a tres 

neuraminidasa (N1, N2... N10) [2]. Este trabajo se enfoca — Electrodos, un electrodo de trabajo, un electrodo de 
en el virus de la influenza A HINI. referencia y un contraelectrodo; generalmente son de oro 

y plata, debido a sus excelentes propiedades eléctricas y 
mecánicas, y debido a su bajo costo, baja potencia y 
facilidad de miniaturización, y el hecho de que pueden ser 
utilizados para aplicaciones donde minimizar el tamaño y 
el costo del equipo son cruciales, como el diagnóstico de 
un patógeno en el punto central de atención, son uno de 
los biosensores más prometedores porque dependen 

1.2.2 Biosensores electroquímicos 

1.2 Biosensores 

1.2.1 Generalidades de los biosensores. 

Un biosensor es un dispositivo para análisis compuesto 
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únicamente de la medición de corrientes y/o voltajes para 
detectar la unión del anticuerpo con el antígeno. [5, 6]. 
Estos se pueden subdividir función de cómo se realiza la 
medición eléctrica, incluidos los sensores voltamétricos, 
potenciométricos, coulométricos y de impedancia. La 
técnica de medida electroquímica en la que se centra este 
proyecto es la voltamperometría, que se basa en la relación 
entre la intensidad de la corriente y el voltaje aplicado a la 
celda. [4]. 

1.3 Voltamperometría. 

1.3.1 Generalidades de la voltamperometría 

La voltamperometría es una técnica en la que se obtiene 
información tanto cinética como termodinámica a partir de 
las curvas de intensidad-potencial (i-E). Es decir, 
determina directamente la velocidad a la que se produce 
una reacción en un electrodo (reacciones de transferencia 

electrónica) ya que mide la corriente (1) en cada instante; 
Se basan en la alteración continua del potencial que se 
aplica a la solución a través del electrodo, conjugado con 
la medida de la corriente resultante. En voltamperometría, 

la intensidad de la corriente se mide en función del 

potencial, voltaje o señal de excitación aplicada en 
condiciones que favorezcan la polarización del electrodo 
de trabajo; Se aplica un potencial a dicho electrodo de 
trabajo y finalmente se mide la corriente. Dicha corriente 
es el resultado de la electrólisis a través de una reducción 
u oxidación electroquímica en el electrodo de trabajo de 

manera que la corriente de electrólisis está limitada por la 
velocidad de transporte de masa de las moléculas al 

electrodo. [7]. 

Algunos de los tipos de voltamperometría más 
importantes incluyen la voltamperometría de barrido 
lineal, la voltamperometría cíclica, la voltamperometría 
hidrodinámica, la voltamperometría de pulso diferencial, 

la — voltamperometría de onda cuadrada, la 
voltamperometría de decapado, etc. La técnica que se 
utilizó en este proyecto es la voltamperometría cíclica 
(VO). 

1.3.2 Voltamperometría cíclica (VC). 

En un experimento de VC, la diferencia de potencial 
eléctrico aplicada entre el electrodo de trabajo y el 
electrodo de referencia varía linealmente entre un valor 
inicial (potencial inicial) y un valor límite (primer 
potencial de giro). En este punto, la dirección del barrido 
de potencial cambia hasta que el potencial vuelve al valor 
inicial o a un potencial diferente. Durante el barrido de 
potencial se registra la corriente eléctrica que circula por 
la celda electroquímica y que está asociada, entre otros, a 
procesos de reducción u oxidación que tienen lugar en el 
electrodo de trabajo. [5]. 

La celda electroquímica también — incluye un 

contraelectrodo cuya función es asegurar que la corriente 
circule entre ella y el electrodo de trabajo, evitando que 
pase a través del electrodo de referencia y por lo tanto se 

polarice debido a que su potencial debe ser constante en 
todo momento. [5]. 

El comportamiento observado en un voltamograma del par 
redox se debe al equilibrio de estas especies; lo cual se 

explica por la ecuación de Nerest que relaciona el 
potencial de una celda electroquímica (E) con el potencial 
estándar de una especie (E°) y las actividades relativas del 
analito oxidado (Ox) y reducido (Red) en el sistema en 
equilibrio. 

RT  (0x) = p0 4 n E= 6+e 

Donde R: es la constante universal de los gases, T: es la 
temperatura, n es el número de electrodos y F es la 
constante de Faraday 

Esta ecuación proporciona información valiosa para 
predecir cómo responderá un sistema a un cambio en la 
concentración de especies en solución o un cambio en el 
potencial del electrodo [8] 

1.4 Teoría del proceso 

14.1 Modificación de la superficie 

Las moléculas del tiol Ditiobisucinimidil Propionato 
(DSP) se adsorben en la superficie del oro y, gracias a las 
interacciones intermoleculares, forman estructuras muy 
organizadas en ella que se puede escribir de la siguiente 
manera: 

RSH + Au — RSH-Au 

2RSH-Au — 2RS-Au + Ha 

En la primera etapa, las moléculas tiol (RSH) se adsorben 
en la superficie del Au y luego pierden el átomo de H del 
grupo tiol, generando el radical tiol (RS) para formar un 
enlace (S-Au). Esto se considera un enlace covalente. [9, 
10]. 

DSP también es capaz de formar enlaces cruzados entre 
proteínas bio-catalíticas; se crean matrices complejas que 
permiten inmovilizar los anticuerpos sobre la superficie 
modificada, lo cual se logra porque el tiol contiene grupos 
terminales con N-hidroxi-succinimida (NHS) activo en su 
estructura, el grupo éster es capaz de formar enlaces amida 
con las aminas primarias de los anticuerpos. 

De esta forma, los grupos éster terminales activos forman 
enlaces amida entre ellos y la región Fc de los anticuerpos, 
lo que permite que la región Fab (la región donde se une 
el antígeno) se oriente fuera de la superficie del electrodo, 

lo que resulta en un eficiente enlace anticuerpo-antigeno. 
[11, 12] Se agrega albúmina sérica bovina (BSA) para 
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bloquear los sitios donde el anticuerpo no se ha unido, 
evitando uniones inespecíficas 

1.4.2 Medición de voltamperometría cíclica 

La corriente se mide en el electrodo de trabajo. Para 

establecer el voltaje deseado entre el electrodo de trabajo 
y la solución, se debe hacer contacto eléctrico con la 

solución usando un electrodo de referencia y/o 
contraelectrodo. El electrodo de referencia mantiene un 

potencial eléctrico fijo y reproducible entre el contacto 
metálico y la solución, lo que permite aplicar un voltaje 
conocido y el contraelectrodo suministra corriente a la 
solución para mantener el voltaje deseado de la soluci 
del - electrodo, generalmente en  retroalimentación 

electrónica con el electrodo de referencia monitoreando el 
voltaje de la solución. La solución actúa de la siguiente 

manera: el ferricianuro que se encuentra en la solución se 
acerca al electrodo de trabajo donde tiene lugar la 
reducción, luego el ferrocianuro se difunde en la solución. 

Con cada modificación realizada en la superficie del 
biosensor, esta transferencia cambia, lo que permite medir 
la voltamperometría [5, 13, 14]. 

La voltamperometría se utiliza para aquellas técnicas en 
las que el potencial se escanea en un rango de potencial 
establecido. La respuesta generalmente se ve en un gráfico 
llamado voltamograma cíclico, que es una corriente 
resultante (a) vs potencial (v) [15]. 
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Figura 1. Voltamperograma típico de un par redox 
(Reducción a la izquierda y oxidación a la derecha según 

TUPAC). Comienza con el proceso de reducción que 
ocurre desde el potencial inicial (a) hasta el potencial de 
conmutación (b). En esta región, el potencial se explora 
negativamente para provocar una reduccion. La corriente 
resultante se llama corriente catódica (ipc). El potencial 

correspondiente se produce en (c) y se denomina 
potencial catódico (Epc). El Epc se alcanza cuando se ha 
reducido todo el sustrato en la superficie del electrodo. 

Una vez que se ha alcanzado el potencial de conmutación 
(d), el potencial pasa positivamente de (d) a (g). Esto da 
como resultado una corriente anódica (Ipa) y oxidación. 
El potencial en (f) se llama potencial anódico (Epa) y se 

alcanza cuando todo el sustrato en la superficie del 
electrodo se ha oxidado. 
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A partir de estos datos se pueden obtener diferentes 
; ! Epa+E; parámetros como el potencial redox Eo= EPEPO. 1 

. ) ipa M ; relación pico-corriente = ,';fi la diferencia de potencial 
AE = Epc-Epa, y, por último, como el parámetro más 
importante en este caso, para determinar si hay diferencia 
en los picos de corriente de reducción (Ipc) en los 
voltamogramas después de modificar la superficie del 
electrodo Alpe = Ipco - Ipcmuestrs. 

3. Materiales y métodos 

3.1 El biosensor 

La parte del transductor del biosensor constó de una 
lámina de tres electrodos: un electrodo de trabajo de oro, 
cuyo potencial depende del potencial del analito, un 
electrodo de referencia de plata con potencial constante y 
un contraelectrodo de oro, que ayudaba a mantener 
constante el potencial del electrodo de referencia. [14]. 

3.2 Modificación superficial 

3.2.1 Inmovilización de anticuerpos 

La técnica de modificación de la superficie se basó 

en la descrita por Diouani et al 2016 [11]. El 

electrodo de trabajo se puso en contacto durante 1 

hora a 4 * C en cámara húmeda en una solución de 
acetona que contenía 1 mM de ditiobissuccinimidil 

propionato (DSP). Posteriormente se añadió una 

solución de 0.1 pg/ml de anti-H1 en buffer de 

fosfatos (PBS) a pH 7.4. Los electrodos se incubaron 

durante 16 horas en cámara húmeda a 4 * C. Los 
anticuerpos no inmovilizados se eliminaron 
mediante tres lavados con PBS y se añadió una 

solución de albúmina sérica bovina (BSA) al 1% 
(p/v) a4 ° C. en cámara húmeda durante 1 hora. Se 
realizó un lavado con PBS para eliminar los excesos. 

Para asegurar la validez de los resultados obtenidos, 
se realizaron diversos controles en cada caso del 
proceso, que son los siguientes. 

1: electrodo desnudo; No se agregó ningún reactivo 

2: electrodo con DSP 

3: electrodo con DSP y anticuerpo 

4: electrodo con DSP, anticuerpo y BSA 

De esta forma, se comprueba que efectivamente hay 

un cambio en la corriente cuando se lleva a cabo la 

reacción antigeno-anticuerpo en los ensayos. 

3.2.2 Adición de antígenos. 

La reacción antígeno-anticuerpo se llevó a cabo añadiendo 
el antígeno HI a los electrodos a diferentes 
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concentraciones (0.01 pg/ml, 0.1 ug/ml, 1 pg/ml y 10 
ng/ml) PBS, pH 7.4. Se incubaron durante 30 minutos a 
temperatura ambiente, seguido de un lavado con PBS, pH 
74. 

3.3 Medida de voltamperometria 

Las mediciones electroquímicas de voltamperometria se 
realizaron poniendo los electrodos en contacto con una 
solución que contenía SmM de Ky[Fe(CNg)] y 
5mM de K3[Fe(CNg)] — y — conectándolos a un 
potenciostato galvanostato. Marca BAS que se controla a 
través de una computadora con un software llamado Nova. 

Las medidas de voltamperometría se realizaron de acuerdo 

con las condiciones estipuladas en la tabla 1. 

Los datos de voltamperometría se trazaron en un gráfico 

de potencial (v) frente a corriente (A) en el software Nova 
2.1.2. Las mediciones se realizaron por triplicado. 

Tabla 1. Condiciones de medición 

Parámetro Valor 

Voltaje 100 mv/s 

Potencial -0.5/0.5 v 

3.4 Ensayos de muestras "reales" 

El suero se obtuvo de un humano sano y se usó para 
preparar muestras de suero con el antígeno a las mismas 
concentraciones que se usaron para las pruebas con las 
proteínas puras. Además, se utilizó suero sin antígeno 
añadido como control de matriz. 

La superficic del biosensor se modificó como se describió 
anteriormente, con la excepción de que se agregó suero 
con antígeno en lugar del antígeno puro y se utilizó una 
matriz de control adicional (en lugar de agregar suero con 
antígeno, se agregó solo suero del individuo sano). Las 
medidas de voltamperometría se llevaron a cabo de la 
misma manera que se ha mencionado anteriormente. 

3.5 Análisis de los datos. 

Todos los cálculos se realizaron en Microsoft Excel. 
Los gráficos se realizaron en el software Origin Pro. 

Resultados 

Los resultados tanto de los controles (figura 2) como de 
las pruebas (figura 3) se observan en una gráfica de 
potencial (eje x) vs corriente (eje y). A partir de estas 
medidas y de las posteriores, los datos de AEpc, potencial 
redox, relación pico-corriente y valores de Alpc se 
encuentran en la Tabla 2. 
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En cuanto a los controles, se observa que el voltamograma 
del electrodo desnudo tiene un comportamiento típico del 
par redox Ferro/ferricimuro y que a medida que se 
modifica la superficie del electrodo dicho comportamiento 
se altera, manifestándose en una disminución de la 
conductividad en los picos, principalmente el pico de 
reducción, siendo primero leve para el caso de los 
electrodos tratados con DSP y anticuerpo y finalmente tras 
la adición de la BSA. Esto confirma que se realizó la 

modificación de la superficie del electrodo. 
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Figura 2. Voltamperogramas (potencial vs corriente) 
correspondientes a los controles donde A. Es el electrodo 
desnudo, B. Es el que solo tiene DSP C: Tiene DSP y el 

anticuerpo y finalmente D: DSP + Anticuerpo + BSA. 

Finalmente, en los ensayos se observa que la reducción de 
los picos es dependiente de la concentración de antígeno. 
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Figura 3. Voltamperogramas (potencial vs corriente) 
correspondientes a - los  ensayos a - diferentes 
concentraciones de HI. La corriente se midió el mismo día 
que se realizó la reaccion antigeno-anticuerpo donde A. es 
10 pg/mL, B. es 1 pg/mL, C es 0.1 pg/mL, y D es 0.01 
ng/mL del antígeno. 

Después de esto, se quiso probar si el biosensor 
desarrollado era capaz de detectar la proteína 
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hemaglutinina 1 en una muestra real; Para ello, se obtuvo 
suero sanguineo de un individuo sano y luego se adicionó 
antígeno a ese mismo suero; Manteniéndose en las mismas 

concentraciones utilizadas anteriormente. Se prepararon 
nuevas laminillas de controles y pruebas de la misma 
forma que en los procesos anteriores con dos diferencias 
principales; la primera es la adición de nuevo control, es 
decir, una laminilla en el que se siguió el mismo proceso 
de inmovilización del anticuerpo, y finalmente, en lugar 
de añadir antígeno, se añadió suero sano (figura 4), esto 
para determinar si el biosensor está capaz de llevar a cabo 
la reacción específica antígeno-anticuerpo ignorando así 
la presencia de otras proteínas en la matriz La segunda 
diferencia es que, en lugar de usar el antígeno puro para 
los ensayos, se utilizó el suero al que previamente se le 
añadió la proteína (figura 5). 
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Figura 4. Voltamperograma del control negativo. 
Laminilla con DSP + Anticuerpo + BSA + 

Suero sin antígeno. El suero no parece tener una 
influencia significativa en la medición, lo que 
indica que el biosensor es capaz de discriminar 
entre el antígeno especifico y otras posibles 
proteínas presentes en la matriz. 

Figura 5: Voltamperogramas de los electrodos con el suero 
al que se añadió HI, que muestran el patrón ya 
mencionado anteriormente con las muestras de antígeno 
puro. Es decir, una reducción de los picos dependiente de 
la concentración de antígeno. Donde A. es 10 pg/mL, B es 
1 pg/mL, C es 0.1 ug/mL y finalmente, D es 0.01 pg/mL. 
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Al agregar el suero no se observa el aumento de corriente 
producido por la reacción antigeno-anticuerpo, lo que 
indica que el biosensor es capaz de discriminar entre el 
antígeno específico y otras posibles proteínas presentes en 
la matriz; Esto lo confirman las mediciones de los 
electrodos con el suero al que se adicionó el antígeno, que 
presentan el patrón ya mencionado anteriormente con las 
muestras de antígeno puro, es decir, la reducción de 
corriente es dependiente de la concentración de la proteína. 

Tabla 2. Parámetros voltamperométricos. 

E De e y 
E au ae o T TD 1008 

= = — — e D e 

Finalmente, es importante determinar el límite de 
detección (LD), es decir, la cantidad más baja de 
hemaglutinina 1 en una muestra que podría detectarse en 
el biosensor desarrollado, el LD se obtiene de la siguiente 
manera 

LD=30/m 

Donde: o = desviación estándar del blanco y m = 
pendiente de la curva de calibración. 

Los datos que se utilizarán para obtener el LD son los 
correspondientes a las pruebas de suero al ser las más 
cercanas a las muestras reales, por lo que. 

o=1.5x10% 

Y obteniendo la ecuación de la recta 

y =-5x 10x -0.0003 

LDD =8.97 x 10 ug/mL 

Discusión 

Los resultados de las mediciones indican que el biosensor 

desarrollado es capaz de detectar la proteína por la 
reacción antigeno-anticuerpo tanto en estado puro como 
en una matriz compleja como el suero humano; Esto es 
congruente con lo que ya han reportado otros 
investigadores como Tang et al en 2006, Malecka et al en 
2011 y Diouani et al en 2016 [11, 15, 16], en sus 

voltamogramas se observa que a medida que se modifica 
la superficie, se perturba la transferencia de electrones en 
el par redox de ferrocianuro/ferricianuro, hecho que se 
manifiesta en la reducción de los picos de las gráficas, lo 
cual es consistente porque estas modificaciones actúan 
como barreras y la inmovilización de dicha sustancia en la 
superficie del se verifica el electrodo. 
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Se pudo observar que las reducciones por la 
inmovilización de DSP y el anticuerpo son leves, sin 

embargo, esto es diferente para el caso de BSA, con esta 
sustancia se presentó la mayor disminución de corriente. 
Se encuentra que este fenómeno también ha ocurrido en 
otros trabajos, destacándose el de Diouani et al 2016 [11]. 

Tras el bloqueo con BSA y la adición de antígenos, se 
produjo un ligero aumento en la transferencia de 
electrones, lo que se atribuye al ensamblaje de estas capas, 
además de que dicho aumento de corriente es dependiente 
de la concentración de antígeno, siendo mayor cuanto 
menor. la concentración de antígeno, de forma que 
aquellos electrodos tratados con mayor concentración 

tienen una menor conductividad respecto al blanco, es 

decir, que, aunque la reacción antígeno-anticuerpo permite 
que la transferencia de electrones aumente ligeramente 
tras el bloqueo con BSA, esto ocurre principalmente a 
concentraciones más bajas, bloqueándose nuevamente a 
medida que aumenta la concentración de antígeno, lo que 
es una indicación de que la inmovilización se realizó como 
se esperaba. 

También es importante mencionar que los resultados 
obtenidos también son consistentes con lo informado por 
Nidzworski et al en 2017, Talan et al en 2018 y Bhradwaj 

en 2019 [17, 18, 19]; Donde se obtuvo la diferencia entre 

los picos del voltamograma del electrodo no modificado 
con los correspondientes a las diferentes pruebas con los 
respectivos antígenos. Se encontró que esta diferencia 
depende efectivamente de la concentración de los 
antígenos; Atribuyéndolo a lo anterior, la obstrucción de 
la transferencia de electrones entre la solución redox y el 
electrodo aumenta a medida que aumenta la concentración 

de la proteína. 

Cabe mencionar que se realizó una prueba de detección de 
antígenos en suero humano y los resultados indican que el 
biosensor es capaz de discriminar entre las diferentes 

proteínas presentes en la matriz de una muestra; Esto es 
consistente con Diouani et al 2016 [11] donde para probar 
la especificidad de su biosensor, llevó a cabo el mismo 
procedimiento de modificación de la superficie, solo que 
en lugar de agregar el antígeno específico, utilizó otra 
proteína que también está presente en la bacteria y sus 
Resultados indicaron que el anticuerpo inmovilizado fue 
capaz de discriminar entre su antígeno específico y otra 
proteína similar. 

Conclusiones 

Se logró desarrollar un biosensor electroquímico capaz de 
detectar la presencia de la proteina hemaglutinina 1 a 
través de una reacción antigeno-anticuerpo. 

Se realizaron las pruebas de detección del antigeno, tanto 
con la proteína en estado puro, es decir una muestra con 
las condiciones controladas, y como era de esperarse se 
logró la detección de la proteína, y finalmente se planteó 
detectar el antígeno en muestras “reales”; se utilizó suero 

de un individuo sano al que se le adicionó antígeno. Los 
resultados — obtenidos — permiten — determinar — que 
efectivamente el biosensor desarrollado es capaz de 
discriminar entre la hemaglutinina | y el resto de las 

proteínas presentes en esta compleja matriz debido a la 
reacción antigeno-anticuerpo específica. 
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