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RESUMEN

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que la infeccidon por virus
del papiloma humano (VPH) con tipos de alto riesgo, predominantemente
del serofipo 16, se asocia con casi el 100% de los casos de cdncer de cuello
uterino [1]. En el presente trabajo se realizaron andlisis electroquimicos sobre
el Transistor de Efecto de Campo (FET) comercial BSS138 de Fairchild
Semiconductor® en configuracion de compuerta extendida (EGFET)
aplicados a la deteccidon de sondas sintéticas inmovilizadas de ADN
correspondientes al Virus del Papiloma Humano del serotipo 16 (VPH-16)
sobre electrodos impresos de Au para su aplicaciéon en un genosensor, cuya
funcion sea la deteccidon temprana del virus mediante métodos
electroquimicos, analizados mediante voltamperometria de pulso
diferencial (VPD) para evaluar los cambios de potfencial. El método
propuesto en este frabajo es capaz de detectar concentraciones de
cadenas complementarias correspondientes al VPH-16, menores a 40nM y

con un limite de deteccidn de 3nM.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Estudios realizados en el periodo 1999-2015, determinaron cerca de
11,526 casos de cdncer cervicouterino (segundo lugar en tasas de
mortalidad en mujeres a nivel Mundial), donde identificaron que los serotipos
VPH-16/18 se asocian con casi el 100% de los casos detectados [1]. Existen
métodos citoldgicos comunmente aplicados a la deteccion del VPH como
el Papanicolaou, la citologia base liquida, los diagndsticos moleculares PCR
y captura de hibridos Il, sin embargo la entrega de resultados a las pacientes
son tardados (aprox. 3 meses en dar respuesta a la paciente) y algunos
costosos como el PCR. Estudios recientes han reportado el uso de
biosensores como via de deteccion y reconocimiento biolégico de bajo
costo, alta especificidad y tiempo reducido. La propiedad del ADN de
poseer una carga eléctrica negativa debido a los grupos fosfato que lo
conforman y de hibridar con sus cadenas complementarias, ha posibilitado
la detfeccion de especifica de secuencias de ADN [2]. Pero con
aplicaciones limitadas por el requerimiento de moléculas indicadoras de
cardcter toxico [3], [4]. Asimismo se ha reportado el uso potencial de
dispositivos de estado solido como fransductores para la hibridacion de ADN
sin efiquetas, como los Transistores de Efecto de Campo (FET), cuya
respuesta de conduccion de corriente es proporcional al potencial eléctrico
que reciben en su terminal denominada compuerta. Los sensores que se
basan en Transistores de efecto de campo sensibles a iones (ISFET, por sus
siglas en inglés) fueron los primeros dispositivos de este tipo y fueron
desarrollados por Piet Bergveld en 1970 [5]. Sin embargo, a pesar de los
avances de las Ultimas décadas aun queda mucho por investigar sobre
aspectos fundamentales y tecnoldgicos que mejorarian el funcionamiento

de este tipo de sensores.



La técnica de compuerta extendida en Transistores de Efecto de
Campo (EGFET, por sus siglas en inglés), resulta mas eficiente y adecuada
para diferentes propdsitos de reconocimiento molecular a comparacion del
ISFET [6]. En un reporte reciente (2015), Purwidyantri et al. lograron detectar
staphylococcus epidermidis mediante depdsitos sobre electrodos de Au de
secuencias de oligonucledtidos correspondientes al ADN de la bacteria
relacionada con la infeccion, empleando la metodologia del EGFET como
medio de sensado [7]. Algunos articulos aplicados a la deteccion de
moléculas mediante la técnica EGFET actualmente propuestos [8-14], abren
pPaso a un gran numero de aplicaciones de sensado molecular mediante

ésta metodologia de compuerta extendida sobre FET's.

1.2. Justificacion

Actualmente, la implementacion de biosensores ha beneficiado a
muchas dreas de investigacion de dmbito bioldgico y quimico, reduciendo
las limitaciones y deficiencias de los métodos comUnmente utilizados para
el reconocimiento y deteccion, las principales ventajas de los biosensores
son: su bajo costo, tiempo de respuesta reducido, alta sensibilidad,
fiabilidad, deteccion en fiempo real, portabilidad, facill manejo,
automatizables, capacidad multiandlisis y alta selectfividad. Estas
caracteristicas otorgan a los biosensores la oportunidad de ser utilizados en
el campo biomédico, no obstante, su selectividad juega un papel muy
importante para aplicaciones prdcticas. Los estudios electroquimicos sobre
el comportamiento y el reconocimiento de ADN en biosensores
(genosensores) han favorecido la implementacion de éstos en la deteccion
de diferentes enfermedades, a fravés de la interpretacidén de la hibridacién

de secuencias génicas en muestras citoldgicas, de virus y de bacterias.
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Sin embargo, en los genosensores, el evento de hibridacion requiere de
moléculas indicadoras de cardcter téxico como el indicador redox
Ks[Fe(CN)s] / Ka[Fe(CN)g], que limitan su aplicaciéon. Los dispositivos EGFET
como fransductores de la hibridacion de ADN sin efiquetas, suprimen esta
limitante.

En este frabajo se propone entonces un tipo de genosensor basado en
EGFET como método de deteccion de uno de los virus de relevancia a nivel
mundial; Virus del Papiloma Humano (VPH).

Gracias a la selectividad del genosensor serd posible la deteccion
exclusiva de uno de los serofipos mds agresivos del virus (VPH-16) presente
en la mayoria las lesiones de cdncer cervicouterino. Esto dard pauta a un
diagndstico inmediato, permitiendo una pronta prescripcion médica al

paciente y dgil chequeo.

1.3. Hipotesis

El andlisis electroquimico mediante voltamperometria de pulso
diferencial de un sistema basado en un EGFET como medio de transduccion
acoplado a electrodos de oro impresos modificados con sondas sintéticas
de ADN especificos para la deteccion del VPH-16, es adecuado para ser
aplicado posteriormente en la creacion de un genosensor potenciomeétrico

portdatil.



1.4. Objetivos generales

Verificar la viabilidad de los EGFET como fransductores de la senal
electroquimica generada como resultado del evento de hibridacion de
sondas de oligonucledtidos sintéticos correspondientes al VPH-16 y analizar
los resultados por la técnica de voltamperometria de pulso diferencial para

definir la deteccidon electroquimica del virus.

1.5. Objetivos especificos

* Analizar el estado del arte de los Transistores de Efecto de Campo (FET)
para conocer las diferentes estrategias que se han implementado a
biosensores de ADN en funcién de las topologias desarrolladas en la

literatura.

*Evaluar el comportamiento de operacion de los transistores de efecto
de campo de compuerta extendida EGFET con el empleo de depdsitos
biolodgicos de ADN como mecanismo de iniciacion en la compuerta de

dichos transistores.

*Proponer una topologia electronica adecuada para la transduccion

del evento de hibridacion del VPH-16 en un genosensor.






CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 Virus del Papiloma Humano (VPH)

Actualmente vivimos en una época en donde la diversidad cultural y la
falta de educacion sexual han propiciado el incremento en la aparicion de
ETS (Enfermedades de Transmision Sexual), dentfro de las cuales, la infeccidn
por el VPH (Virus del Papillomma Humano) es de gran importancia por fres

aspectos:

e Conlleva al desarrollo de consecuencias graves como cdncer,
principalmente: cervicouterino, anal, vaginal e inclusive de piel, boca
[15] y pene [164].

e Eslainfeccion de ETS mas frecuente a nivel mundial.

e Suincidencia va incrementado ano con ano.

El VPH ha sido idenfificado como agente causal que conduce al
desarrollo de cancer cervicouterino, siendo los dos fipos mds frecuentes VPH
16y VPH18 [17].

El cancer cervicouterico (CaCu) es una de las mayores causas de
mortalidad a nivel mundial, cerca de 265,672 muertes por este cdncer
ocurren al ano, colocdndolo en el segundo lugar de causa de muerte por
cdncer en mujeres entre 15y 44 anos [18]; ocupa el tercer lugar en tasas de
incidencia con aproximadamente 530,000 nuevos casos en 2008 y se estima
que para el ano 2020 habrd un aumento del 41% solamente en
Latinoameérica [17], lo que representa un problema de salud publica de gran

relevancia(datos descritos graficamente en la Figura 2.1).
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Figura 2.1 Tasas de mortalidad estandarizadas por edad de las

pacientes con cancer cervicouterino en el mundo. GLOBOCAN 2012 [19].

Entre los hechos historicos en investigaciones realizadas sobre el VPH se

enlistan a continuaciéon los de mayor relevancia [20]:

e 1949, Strauss identifica al virus como causante de lesiones genitales.

e 1960, Papaniculau descubre la alteracion de células epiteliales a
causa del VPH.

e 1983, Durst identificdé ADN (dcido desoxirribonucleico) del VPH en
cdncer del tipo cervical.

e 1977, Gissman, Pfitery Zur Hausen fueron los primeros en fipificar cuatro

tipos de VPH diferentes.

Gracias a estas investigaciones, ha sido posible clasificar, ubicar vy

conocer la estructura molecular del VPH.



El VPH pertenece a la familia de virus Papillomaviridae, hasta el
momento han sido identificados mds de 100 tipos de los cuales
aproximadamente 40 son los que causan enfermedades en el humano
(Figura 2.2). El VPH se divide en dos grupos dependiendo del fipo de lesion

que provoca:

*VPH de bajo riesgo (principalmente VPH 6, 11, 40, 42, 43, 44 y 61),
comUnmente presentes en las lesiones benignas (condilomas y verrugas
genitales).

*VPH de alto riesgo (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73 y 82), los cuales bajo una infeccion persistente pueden conducir al
cdncer, entre los cuales destaca el serofipo 16 uno de los mayormente

caracterizados como parte de los causantes de las lesiones cancerigenas.

PAPILOMAVIRUS - ALPHA
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Figura 2.2 Filogenética del Virus del Papiloma Humano [18].

Los VPHs son virus que son un complejo denso de ADN empaquetado
en una doble cadena, con aproximadamente 8000 pares de bases

alrededor de manera circular.



Estos virus poseen entre 9 y 10 regiones codificantes, las de expresion
temprana o E (“early”) que son 7 y los genes de expresion tardia o L (“late”)
que son 2. Estos genes tienen un papel muy importante en la inferaccion con
el tejido en donde se instalan, 1os genes de expresion tfemprana Eé y E7 que
han sido identificados principalmente como responsables del desarrollo de
cdancer cervicouterino porque inactivan a los genes supresores de tumores
P53 y pRb. Una representacion esquemdtica de la estructura molecular del
VPH se puede observar en la Figura 2.3. A pesar de que se han identificado
todos estos elementos en la estructura del virus, ain se siguen haciendo
estudios para conocer por completo su manera de actuar y provocar las

lesiones.

Regulacion de la Disrupcion del
expresion de los genes clclo celular

virales y replicacion vira /
pRb

Replicacion del

ADN viral
Transporte
vesicular y
E io
i i Ensamblaje y PRSI

liberacién genética

Ensamblaje
capside viral

liberacion de
viriones

Figura 2.3 Esquema Gendmico del Virus del Papiloma Humano [21]

Los VPH son virus que pueden permanecer inactivos durante anos y
bajo ciertas condiciones volver a activarse. Si persisten las infecciones se

corre un mayor riesgo de evolucionar a cdncer cervicouterino.
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Por ello, es necesario identificar la presencia de los serotipos virales en
las pacientes con riesgo a desarrollar este cancer. De esta manera, se
puede fener un mejor control y prondstico de cada caso. Por ejemplo, al
identificar el ADN viral es posible realizar prondsticos de grupos especificos
de poblacién, enfocar medidas preventivas y acciones de deteccion

temprana que evitardn la progresion de la infeccion a lesiones malignas.

No ha sido facil establecer un medio totalmente especifico para que
se logre aislar el virus y detectarlo automdticamente. Los métodos de
deteccidén que se utilizan actualmente para el VPH son muy variados, e
indirectos, que abarcan desde métodos clinicos, citologicos,
histopatolégicos y pruebas moleculares. Dentro de éstos, el mds utilizado es
la citologia vaginal, conocida como prueba de Papanicolaou. Esta prueba
consiste en el andlisis citoldgico de un raspado de la pared cervical para
determinar el grado de lesion. Asimismo, la colposcopia, determina la
presencia de cambios en el cérvix observados a fravés de un instrumento
Optico en tiempo real por medio de marcadores como dcido acético y
lugol, para luego llevar a cabo una biopsia del tejido observado e identificar

microscopicamente dichos cambios.

A pesar de que estas pruebas pueden realizarse directamente en los
tejidos afectados la sensibilidad y especificidad es muy baja y requieren ser
realizadas en varias ocasiones, |0 que provoca que la progresion de las
lesiones se incremente y en la mayoria de los casos el serotipo de virus
presente se desconoce pues no es posible identificarlo por estas técnicas. Es
por ello que la deteccion de los genes de VPH principalmente los VPH-ar
(Virus del Papiloma Humano de alto riesgo) es una prioridad para aplicar
estrategias farmacoldgicas tempranas que eviten la progresion al desarrollo

de cdncer [22].
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Las pruebas moleculares aportan una sensibilidad analitica mejor que
las pruebas indirectas en los tejidos y debe ser imprescindible que sean
incluidas en el seguimiento de las y los pacientes que presenten infeccion
por VPH [20].

Dentro de las pruebas moleculares que se han establecido se
encuentran: la deteccion de ADN de VPH-ar a través de la captura de
hibridos, PCR (Reaccién en Cadena de Polimerasa), hibridacion reversa,
pirosecuenciacion, cuantificacion de la expresion del ARNm de E6/E7 de los
VPH de alto riesgo (esta prueba principalmente para evaluar la progresion).
La desventaja de estas pruebas es que la mayoria son de dificil acceso, altos
costos y muy poca disponibilidad lo que deriva a la necesidad de nuevas

técnicas de deteccion.

2.1. Biosensores

Estudios recientes han reportado el uso de biosensores como via de
deteccidon basado en reconocimiento bioldgico, debido a sus
caracteristicas (miniaturizacion, tiempo de deteccioén, portdtiles y de bajo
costo), y a que aportan una sensibilidad y especificidad muy altas,
permitiendo que la deteccion sea confiable, rapida y con una gran
accesibilidad [23].

Un biosensor es un dispositivo analitico compacto que transforma
informacion biolégica en una senal eléctrica cuantificable a través de un
transductor, con la finalidad de analizar informacion bioldgica para un

diagndstico sencillo y de manera rdpida [23, 24].
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El primer biosensor fue realizado en 1956 por el profesor Leland C. Clark.
Este biosensor consistia en un electrodo de oxigeno empleado para medir
el contenido de este elemento en la sangre. Posteriormente, Guilbault y
Montalvo en 1969 detallaron el primer electrodo enzimdtico
potenciométrico basado en la inmovilizacion de la enzima ureasa sobre un
electrodo selectivo de amonio.

En 1975, estas ideas se plasmaron en la construccion del primer
biosensor comercial susceptible a medir glucosa mediante la deteccion
amperométrica de perdxido de hidrogeno [24].

El término biosensor comenzd a utilizarse a partir de 1977 cuando se
desarroll6 el primer dispositivo utilizando microorganismos inmovilizados vivos
en una superficie de amonio, sus creadores lo denominaron *sensor bio-
selectivo” acortado “biosensor”. Este término ha permanecido desde
entonces para designar la unién entre un material bioldégico y un fransductor
fisico. Los biosensores constan de dos componentes:

Un sistema de reconocimiento (bio-receptor) de elementos bioldgicos
que otorgan la selectividad del biosensor, y un transductor, que define la

sensibilidad del dispositivo.

Las etapas del funcionamiento de un biosensor se ilustran en la Figura

2.4, las cuales se describen a continuacion:

1. Interaccion especifica del analito con el material bioldgico
inmovilizado.

2. Reconocimiento selectivo por parte del receptor para que la
informacion bioldgica presente en la muestra sea convertida de tal
forma que pueda ser reconocida por el fransductor.

3. Deteccion por parte del transductor.

12



4. Transformacion de la informacién de una senal primaria a una senal
secundaria para que seda procesable fdacimente, medible vy
generalmente de tipo eléctrica u opfica.

5. Procesamiento electronico de la senal obtenida y emision de

resultados a fravés de una pantalla o display [23].

Mest Reconocmientp | Sensdikdad aun : Cuwnconde | Oblencion ce
wro';o a«mrff w’;ﬁ;ﬁ?° g sofiad monsurable | resuitados
O‘Q [ siosensor |
®
*° % -
. 1.12{1'
) AR
)
0 ' t. $z;15.
© SN
9 \ SO
o
I Analilo | Bag-receplor I Transduclor | Caplura de dalos | Procesador l

Figura 2.4 Principio de funcionamiento de un biosensor [23].

La clasificacidon de los biosensores se puede realizar atendiendo a
diferentes criterios, como son el fipo de bio-receptor, la metodologia

empleada para inmovilizar este receptor y el tipo de transductor utilizado.
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En la Figura 2.5 se representa la clasificacion

acuerdo a estos criterios:

de los biosensores de

Tipo de Interaccion

Biocatalitica
Bioafinidad

Deteccion
de la Interaccién

Directa

Indirecta
Elementos
de
Reconocimiento
Enzima

Orgdnulo, tejido o
célulacompleta
Receptor bioldgico
Anticuerpo

Acidos Nucleicos
PIM, PNA, aptdmero.

Sistemas
de Transduccion

Biosensores
Electroquimicos

AN Amperométricos

Potenciométricos

| Biosensores|
Opticos

Microbalances

superficie
V IEMS Systems
Otros microelectromechanical
systems)
transductores | | riezcelectricos

Termométricos
Nanomecanicos

- Tubos
T

Flouriméftricos

#| (E] QCM Quartz Crystal )

Ondas acusticas de

Electrodos de metal
Materiales de carbono
Con electrodos
quimicos maodificados

Con electrodes de icnes selectivos
Transistores de Efecto de Campo

Celllas
Impedimétricos

Reactivos fluoresentes
Quimicoluminiscencia
Biolumisencia
Electroluminisencia

SPR / SERS Resonancia
de Plasmones Superficiales
Resonancia de Espejos

Figura 2.5 Clasificacion de los Biosensores [23].

En cuanto a los elementos bioldégicos de reconocimiento (bio-

receptores) podemos dividirlos en dos:

1)Biocataliticos: Comprenden enzimas aisladas, microorganismos,

células completas o tejidos, que al llevar a cabo reacciones de catdlisis con

el analito generan un producto detectable y medible, dando origen a los

denominados biosensores cataliticos.

2) Bioligandos: tales como anticuerpos que junto con, dcidos nucleicos,

péptidos y lectinas, los cuales se caracterizan por tener una reaccion de

afinidad con el analito, conformando los biosensores de afinidad. Los

anticuerpos son, junto al ADN, los agentes bioldgicos mds selectivos que

existen.

14



El segundo componente de los biosensores: su fransductor, es el
elemento que fransforma la senal que se produce por la interaccion entre
el sistema de reconocimiento y el analito a detectar en una senal eléctrica.

En base a su transductor, los biosensores electroquimicos se clasifican
en cuatro tipos: los conductimétricos, potenciométricos, amperométricos e
impedimétricos en funcion al tipo de deteccidn que presentan; por cambios
en la conductividad, en el potencial, en una corriente generada o en la

impedancia. En la Tabla 2.1 podemos observar sus caracteristicas:
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Tabla 2.1

empleados en los biosensores [25].

Tipos de Transductores Electroquimicos

Transductor

Electroquimico

Conductimétrico

Potenciométrico

Amperométrico

Impedimétrico

Tipo de medida

Variacién de
conductividad del

medio

Diferencia de

potencial eléctrico

Corriente
generada por la
reducciéon u
oxidacion de
especies electro

activas

Variacién de
conductancia,
aumento de
resistencia de
fransferencia de
carga en cada

evento biolégico

Ventajas

Simplicidad de
operacion,

pegueno tamano

Pequenos y
robustos
Sensibles y rdpidos
Econdmicos
Facil para ensayos

de campo

16

Tabla comparativa de transductores electroquimicos

Desventajas

Menor sensibilidad
que
amperométricos.
Unién inespecifica
a otros iones
presentes en la
muestra. Para
muestras con gran
canfidad de

analito

Pueden tener baja

selectividad

Requiere
Implementacion de
frecuencias de
excitacion
circuitos
adicionales mayor

costo, robustos



Estudios recientes, reportan que los sensores basados en transductores
electroquimicos fueron los que mds publicaciones cientificas generaron en
las Ultimas dos décadas (Figura 2.6). Hecho que estaba claramente ligado
a que estos dispositivos son mds resistentes, su fabricacion es mas simple y
econdmica que la del resto de los transductores, y ademds, poseen un
amplio intervalo de linealidad y tiempos de respuesta muy cortos. Asi mismo,
los equipos necesarios para analizar y procesar la senal, tales como
potenciostatos y conductimetros, cuentan con caracteristicas favorables

para el uso comun en la mayoria de laboratorios de andlisis.

1200-
m 1985-1989

10001 [m 1990-1991
[ 1992-1993

8007 | 5 1994-1997

N® articulos/ano

Figura 2.6 NOmero de publicaciones en sensores quimicos durante las

dos décadas pasadas [26].
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Dentro de los electroquimicos, hacemos énfasis en los transductores
potenciométricos en este frabajo. Los fransductores potenciomeétricos
consisten en la medicion de la diferencia de potencial en condiciones de
circuito abierto entre un electrodo de trabajo y uno de referencia. La
diferencia de potencial medida entre los electrodos se relaciona con la

concentracion del analito de acuerdo con la ecuacidon de Nernst.

La mayor aplicacion de este tipo de sensores es la fabricacion de
electrodos selectivos de iones (ISE’s), donde se modifica el electrodo de
trabajo con una membrana selectiva a un ion determinado. Los fransistores

de efecto de campo sensibles aiones (ISFET's) siguen este principio.

2.2. Genosensores

El concepto de biosensores de ADN es sostenido por la necesidad de
herramientas de andlisis rapido y altamente sensible para la deteccion
genética. Su aplicacion se basa en fres etapas: (i) la inmovilizacion del
oligonucledtido de cadena sencilla (sonda) en una superficie del
transductor; (i) la hibridacion con su secuencia de ADN complementaria
(objetivo) con el fin de formar el duplex de ADN llamado hibrido, v {iii) la
conversion del evento de hibridacion en una senal analitica por la superficie
del transductor. Una amplia variedad de sistemas de medicidon han sido
empleados [1]. Sin embargo, desde que Palecek descubrio la actividad
electroquimica de los dcidos nucleicos [2], los estudios electroquimicos
sobre el comportamiento y el reconocimiento de ADN han atraido una
atencion considerable. De esta maneraq, la electroquimica actualmente ha
proporcionado sistemas de deteccidon de bajo costo, rdpida, simple vy

precisa llamados genosensores para el diagndstico del paciente [3-5].
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En base al elemento bioldgico, sus caracteristicas y ventajas tenemos a
los biosensores de ADN (Genosensores), que son dispositivos capaces de dar
una senal anadlitica a partir de una hibridacién, es decir, combinan un
agente de reconocimiento bioldgico (en este caso una simple hebra ADN
llamada sonda de ADN).

La principal ventaja de los genosensores respecto a las técnicas
cldsicas de andlisis de ADN se debe a la proximidad entre el material
bioldgico y el transductor, hecho que permite detectar cambios de manera
mas sensible con el elemento de reconocimiento bioldgico. De esta manera
se pueden realizar medidas con poco material genético. Los genosensores
se caracterizan por su rapidez en la obtencidn de resultados y por la
simplificacion del procedimiento de andlisis reduciendo el nUmero de
etapas respecto a las metodologias cldsicas. Las caracteristicas deseables
en un genosensor son las siguientes [23]:

* Precision y sensibilidad

* Elevada especificidad; insensibilidad frente a interferencias de la

matriz de la muestra

* Amplio intervalo dindmico de trabajo

* Tiempo de respuesta breve y rapidez en las medidas

* Independencia de la temperatura

» Capacidad de autocontrol y exactitud

e Ecoldgico

* Largo fiempo de uso o, en su defecto, dispositivo de un solo uso

e Bajo costo de produccion

* No destructivo

e Detecciodn directa de la hibridacion, de manera que no requiera

adicion secuencial de reactivos, ni preparacion de la muestra.
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* Posibilidad de uso en andlisis en tiempo real y/o prolongado,
permitiendo monitorizacion y diagndstico clinico asi como el control de
procesos biofarmacéuticos.

e Reversibilidad de la reaccidon de hibridacion o reutilizacion del
dispositivo

* Fisicamente compacto (en especial los biosensores electroquimicos),
con posibilidad de miniaturizacion, de manera que sea viable:

- disenar un dispositivo compacto y portdtil para medidas de campo

- diagndstico in vivo

- medida de multiples analitos en volUmenes pequenos de muestra

Las ventajas de la utilizacion de genosensores estdn principalmente

relacionadas con la especificidad que el ADN confiere al andlisis:

* A diferencia de los anticuerpos y las enzimas, las sondas de ADN se
pueden obtener mediante sintesis quimica. Una sonda de ADN es un
reactivo econdmico debido a que no requiere procedimientos de

purificacion complejos.

e Debido a la posibilidad de amplificacion sintética (por PCR) de este
tipo de material, se pueden obtener 1 millon de copias (marcadas o
no) a partir de una sola secuencia original, en pocas horas. Esto
disminuye aun mads los costes de los reactivos, incluyendo el de las

sondas marcadas.

e Se puede realizar la sintesis confrolada de oligonucledtidos de hasta

50 bases sobre superficies de variada naturaleza.
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* Los procedimientos de funcionalizacién y marcaje de moléculas de
ADN son sencillos. EI material genéfico modificado es econdmico
respecto a otros reactivos bioldgicos, pudiéndose obtener por sintesis o
mediante PCR. Esto facilita la inmovilizacion covalente de ADN a

soportes.

e Al tener una naturaleza quimica diferente a las proteinas y otras
moléculas de la sangre, su purificacion respecto a componentes
habituales de una muestra es relativamente sencilla. Esto implica menor

posibilidad de interferencia en los ensayos.

* Es un material (a diferencia de las proteinas) muy resistente a los
solventes orgdnicos y a cambios de la fuerza ibnica y de la
temperatura. La conservacion del ADN no constituye un problema. Se
pueden esperar mayores tiempos de vida de un genosensor, respecto
a un sensor enzimdtico o a un inmunosensor. Por este motivo estos
ultimos no han tenido la aceptacion comercial que se esperaba

durante su desarrollo.

e Los ensayos con ADN vy, por lo tanto, los genosensores son de una

elevada sensibilidad.

* El ADN, mads aun si es sintético, presenta homogeneidad respecto a
su estructura quimica y a sus propiedades, de manera que se pueden
estandarizar procedimientos como la inmovilizacion, cuantificacion,

funcionalizacion y marcaje.
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* Laregeneracion puede ser muy sencilla debido a que la reaccién de
hibridacion, al estar basada en interacciones por puentes de
hidrogeno, es reversible con la temperatura. Este hecho, sumado a la
estabilidad térmica del ADN, hace que se pueda regenerar una
superficie para posteriores andlisis con sélo aumentar la temperatura a
95 °C.

*La mayoria de los problemas analiticos relacionados con el ADN no
requieren una cuantificacion exacta, sino mds bien determinar si una

secuencia génica estd presente o no en una muestra.

El diagndstico del ADN se ha orientado en sus comienzos hacia el
diagndstico clinico, médico y forense. La deteccidn de secuencias génicas
de humanos, virus y bacterias se ha convertido fundamental en el
diagndstico de enfermedades hereditarias, de cdncer, de infecciones
virales y bacterianas, asi como en la investigacion forense (Tabla 2.2). Sin
embargo, sus aplicaciones se han ido ampliando a dreas cada vez mads

diversas y fuera del dmbito hospitalario [23].
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Tabla 2.2 Ejemplos de aplicaciones de diagndstico de ADN en el dmbito

clinico y forense [23].

Fuente de ADN Aplicacion

Paternidad/Determinaciones
Forenses

Complejo HLA

ADN mitocondrial

Polimorfismos de longitud
(RFLP)

Oncogenes/genes de
supresion

c-myc, c-myb, c-abl, c-sis, c-
ras, profeina G, jun,

P53, genes retinoblastoma
Humano Desérdenes hereditarios

Fibrosis quistica

Hipercolesterolemia

Anemia a células falciformes

Enfermedad de Huntington

Distrofia muscular de
Duchenne

B-Talasemias

Fenilcetonuria

Enfermedad poliquistica renal

Hemocromatosis
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Hemofilia A/Enfermedad de
Von Willebrand

Citomegalovirus
Papilomavirus humanos
Viral Virus de inmunodeficiencia
humana
Virus de la leucemia a células T

Hepatitis B

Mycobacterium tuberculosis
Bacteriano Neisseria gonorrheae
Clamidias
Baccilus subtilis (ARN)
Escherichia coli (ARN)
Mycoplasma pneumoniae
(ARN)

2.3. Caracteristicas del ADN y su relacion en la

creacion de biosensores

Los Acidos Nucleicos son las biomoléculas portadoras de la informacion
genética de acuerdo a su composicién quimica, se clasifican en Acido
Desoxirribonucleico (ADN) que se encuentran residiendo en el ndcleo celular
y algunos organelos, y en Acido Ribonucleico (ARN) contenido en el
citoplasma.

Los dcidos nucleicos estadn formados por largas cadenas de
nucledtidos, enlazados entre si, siendo los nucledtidos las esfructuras

fundamentales.

24



Estos se componen de 3 elementos: una base nitrogenada, un azdcar
y el dacido fosférico. Una representacion esquemdtica del ADN es

presentada en |la Figura 2.7.

ADN =
-
-+ — \ .
e P D Azicar
B .
| N "'m_
|-'.._'I:_'ﬁl 4
A il
— P
R, ' - -Eg\_
B e Fostato
~- &
Cadena de ¥
azicar | fosfato
Base

Figura 2.7 Representacién de la estructura del Acido

Desoxirribonucleico ADN.

Las bases nifrogenadas son las que contienen la informacion genética.
En el caso del ADN las bases son dos purinas y dos pirimidinas. Las purinas son

A (Adenina) y G (Guanina). Las pirimidinas son T (Timina) y C (Citosina).

La alta especificidad de los pares de bases (adenina/timina vy
citosina/guanina) distribuidas a lo largo de la doble hélice que forma la
cadena de ADN, hace este material de gran interés en la fabricacion de

biosensores.

25



Dentro de las caracteristicas que conforman la estructura del ADN
resalfamos el tipo de enlace entre sus bases (puentes de higrogeno) que se
pueden observar en la Figura 2.8, los cuales conforman gran parte de la
electroactividad como una de sus propiedades de mayor intensidad. Esta
propiedad fue descubierta hace ya 40 anos [23]. Como especies
electroactivas que son, los d&cidos nucleicos producen picos por
voltamperometria. Ademdads, los dcidos nucleicos poseen extraordinaria
habilidad para asociarse (condensacion bidimensional) e interaccionar con
numerosas moléculas. Asi, la cadena doble de ADN (ADNcqd) puede utilizarse
como elemento de reconocimiento de analitos electroactivos que

interaccionan con ADNcg en biosensores de afinidad.

Cantoeno del “area”
cubierta por & par de bases

Lt ]

Afura de una
wuella complata
o la Ilica. 346 0m

Par da bazas apiladas

Un par ¢4 basss pusda
SAr 16CON0SKI0 POr gNPes
que asoman por
08 SUrCos.

Este es un par GG

Figura 2.8 Caracteristicas de una cadena de ADN.
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Las ADNcq pueden inmovilizarse mediante la aplicacion de un potencial
confrolado o mediante simple adsorcion fisica.

Las cadenas cortas de ADN u oligonucledtidos deben estar
inmovilizadas sobre superficies de diferentes sustratos en forma de
electrodos, chips o cristales segun el tipo de transductor utilizado para que
luego la hibridacion de esta molécula inmovilizada con su par pueda ser
detectada por el transductor de un biosensor.

La inmovilizacion de estas cadenas es el proceso mds importante en la
fabricacion de un biosensor, ya que pardmetros tan importantes como el
tiempo de vida o la sensibilidad del biosensor, dependen en gran medida
de la metodologia de inmovilizacion utilizada. En general, los métodos de
inmovilizacion se suelen clasificar en dos grandes grupos; retencion fisica y

unién quimica (Figura 2.9).

Es importante mencionar que existen algunos inconvenientes en el
proceso de inmovilizacion del ADN que influyen significativamente en la
fabricacion de los biosensores, por ejemplo:

e Alteracion de la conformacion del material bioldgico respecto de su
estado inicial.
e En el caso de la utilizacion de enzimas, pérdidas de su actividad

catalitica.
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Atrapamiento

Metodos de Inmovilizacion

| . s 1
Retencion Fisica
_  J

Microencapsulacion

| A F
| Union Quimica

Adsorcion en la superficie

Enlace Covalente

Entrecruzamiento (cross-linking)

Figura 2.9 Clasificacion de los métodos de inmovilizacion [27].

Las principales ventajas y desvetajas de estas técnicas se encuentran

reportadas en la Tabla 2.3:

Tabla 2.3 Ventajas e inconvenientes de las técnicas de inmovilizacion

mds comunes en la fabricacion de biosensores [25].

Técnica de
inmovilizacion

Descripcion

Matriz

Ventajas

Inconvenientes

Adsorcion Fisica

v

Unién del ER a la matriz
mediante interacciones
iénicas, puentes de
hidrégeno, fuerzas de Van
der Waals.

Celulosa

Gel de silice
Coldgeno
Hidroxiapatita
Acetato

Sencilla

Bajo costo

Matriz regenerable

Sin modificaciones en ER

Unidén débil: pérdida de ER
por condiciones externas.
Control estricto del proceso.

Atrapamiento

Retencidn fisica del ER en las
cavidades interiores de la
matriz.

Geles: agar, nylon,

almidén, poliacrilamida.

Matrices electrodicas
compositas rigidas:
grafito-teflén o grafito-

Sencilla

Bajo costo

Se necesita poca cantidad de ER
Sin modificaciones en ER.
Proximidad entre ERy el

Unién déhil

Control estricto de la
pelimerizacién de la matriz
No regenerable

(Cross-linking)

reactivos funcionales

Hexametilen- di-
isocianato, 2,4- dinitro-
benceno.

resina epoxi. transductor.
Entrecruzamiento Uniones irreversibles delos Reactivos: Costo moderado. Tratamiento con sustancias
ER entre simediante Glutaraldehido Estable en condiciones extremas. | quimicas téxicas.

Minima pérdida de ER.

No regenerable.

Enlaces Covalentes

Uniones covalentes del ER
€oN grupos quimicos
activados de la matriz o
directamente del
transductor.

Manipulacién sencilla. Estable en
condicicnes extremas.

Alteracién del ER

(centro activo en enzimas)
Inadecuado para ERs muy sensible
(pH, temperatura) No regenerable
Tratamiento con sustancias
toxicas.

Costo elevado.

ER* Elemento de Reconocimiento
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Independientemente del fragmento de ADN inmovilizado, este puede
ser evidenciado por medio de otra secuencia marcada, la complementaria,
para llevar a cabo la hibridacioén, luego de la reaccién de reconocimiento
especifico entre ambas, poder dar pie a la obtencion de resultados.

La hibridacion de ADN es un proceso por el cual se combinan dos
cadenas de dacidos nucleicos antiparalelas y con secuencias de bases
complementarias en una Unica molécula de doble cadena, que toma la
estructura de doble hélice, donde las bases nitrogenadas quedan ocultas
en el inferior (Figura 2.10). Definiendose entonces comola unién
complementaria de dcidos nucléicos ADN o ARN.

Los nucledtidos se unirdn con sus complementarios bajo condiciones
normales: A=T, A=U; C=G; G=C; T=A o U=A. Asi que dos cadenas
perfectamente complementarias se unirdn la una a la otra rdpidamente. Por
el contrario, debido a las diferentes geometrias de los nucledtidos, una
simple variacion de las parejas anteriores lleva a inconsistencias entre las

cadenas y dificultard la unién.

ADN
complementario Hibridacion

Inmovilizaciéon

Q /Sonda

Figura 2.10 Proceso de Hibridacion.
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En general, los tipos de hibridacion pueden dividirse en métodos libres
de efiquetado y los métodos con etiquetado por el uso de indicadores
redox, sondas y formacidon de complejos (fipo  sdndwich) son los
mayormente utilizados [28]. En donde la EIE (Espectroscopia de Impedancia
Electroquimica) es una técnica empleada para la evaluacion de este

proceso.

2.4. Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas miden la corriente o el voltaje generado
por la actividad de especies idnicas especificas. Esto sucede cuando se
infroduce una senal eléctrica al sistema, se obtiene informacién del mismo
analizando la respuesta eléctrica que genera a dicha senal mediante
equipo especialmente disenado para su andlisis (potenciostato).

Gracias a las diversas técnicas disponibles, es posible caracterizar
diversos sistemas como sistemas bioldgicos, materiales electrocataliticos,
etc. Todos aquellos que involucren la transferencia de electrones. En este
trabajo se emplearon las técnicas de voltamperometria lineal, ciclica. De
pulso diferencial y la espectroscopia de impedancia electroquimica, las

cuales se describen a continuacion en base a la bibliografia [29-32].

2.4.1. Voltamperometria

La voltamperometria es un método mediante el cual se puede obtener
informacién sobre un determinado analito, midiendo las intensidades de
corriente generadas en funcién de la diferencia de potencial aplicado, en
ciertas condiciones, que favorecen la polarizacion en el electrodo de
trabajo. Muchas veces, los electrodos utilizados en voltamperometria son
microelectrodos, de modo de aumentar la polarizaciéon gracias a su

pequena superficie.
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La técnica de voltamperometria es muy utilizada en el drea de quimica
inorgdnica, bioguimica e incluso fisica, no tanto para analizar o investigar
una determinada muestra, sino mds bien para estudiar procesos de
oxidacioén y reduccidn, procesos de adsorcidon en un electrodo, o en un
electrolito con especies redox sobre |la superficie de un electrodo, entre

otros.

El proceso involucra la electrdlisis de una o mds especies electroactivas,
el cual comprende: reaccidn de la especie electroactiva en el electrodo y
mecanismo de fransferencia de masa. Estos Ultimos pueden ser por
migracion (movimiento de especies por diferencia de carga), conveccion
(movimiento de la materia por cambios fisicos) y difusidon (movimiento de las
especies por gradiente de concenfracion). La voltamperometria se divide

en: lineal, ciclica y diferencial.

2.4.2. Voltamperometria ciclica (VC)

En la voltamperometria ciclica, la variacion de potencial en un
electrodo estacionario colocado en una disolucion no agitada estd
provocada por una senal de forma triangular, tal como se muestra en la
Figura 2.11. El potencial se varia linealmente desde un potencial inicial Eo
hasta un potencial final Ef, cuando se ha alcanzado este valor el sentido de
barrido se invierte y el potencial vuelve a su valor original Eo. Este ciclo de
excitacion puede ser repetido cuantas veces se requiera la experiencia. Los
potenciales a los que tiene lugar la inversion se llaman potenciales de
cambio. El intervalo de potenciales de cambio elegido para un experimento
dado, es aquel en el que tiene lugar la oxidacion o reduccion controlada
por difusion de una o mds especies. Dependiendo del tipo de estudio, la

direccioén del barrido inicial puede ser negativa o positiva.
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Figura 2.11 Senal de excitacién en VC.

Cuando se utiliza la voltamperometria ciclica para estudiar un sistema
por primera vez es usual comenzar con experimentos cualitativos con la
finalidad de conocer al mismo, procediendo luego con los semi-
cuantitativos y finaimente cuantitativos para poder asi obtener los
pardmetros cinéticos de interés y los pardmetros de difusion. En un estudio
tipico se acostumbra obtener voltamperogramas en un amplio rango de
velocidades de barrido (v) e intervalos de potencial. ComUnmente, en los
voltamperogramas hay una cierta cantidad de picos y por medio de la
variacion de las velocidades de barrido e intervalos de potencial podemos
observar como estos aparecen y desaparecen, notando las diferencias que
existen entre el primer y los barridos subsecuentes se determina como los
procesos representados por los picos estdn relacionados, al mismo tiempo
que de la dependencia de la velocidad de barrido y amplitud del pico
explica el papel de la adsorcion, difusion y reacciones quimicas acopladas

dentro del proceso en estudio.

32



2.4.3. Voltamperometria lineal (VL)

Es un método voltamperométrico en el que se mide la corriente en el
electrodo de trabajo mientras se hace un barrido lineal en un solo sentido
(ya sea anddico o catddico), del potencial entre el electrodo de trabajo y
el electrodo de referencia. La oxidacion o la reduccion del analito son
registradas como un pico en la senal, en el potencial al cual la especie
comienza a oxidarse o reducirse.

La funcién potencial aplicada al electrodo de trabajo es en forma de
rampa Figura 2.12 a), existen estudios donde se emplean velocidades muy
bajas hasta de 0.1 V/s), midiéndose la corriente resultante como una funcion
del potencial aplicado Figura 2.12 b). El sistema es estatico, siendo el

transporte de masa resultado de un proceso difusional.

(a) (b)

t E
Figura 2.12 a) Funcion de Onda Aplicada. b) Respuesta a la

perturbacion.

2.4.4. Voltamperometria de pulso diferencial (VPD)

La VPD es una de las técnicas electro analiticas que alcanzd una gran
popularidad a partir de 1970. En esta técnica, la forma de la onda en la senal
de excitacion consiste en una serie de pulsos de potencial a manera de

escaleraq,
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donde el potencial de base aumenta gradualmente en pequenos intervalos
entre 10 y 100mV tradicionalmente conocido como ancho de pulso AEs. La
amplitud de pulso AEp, se mantiene constante con respecto al potencial de

base Figura 2.13 a).

(a) (b)
E . I
AEp Ip
2 tp B
1 AEsg
t E

Figura 2.13 a) Senal de excitacién aplicada en VPD, b) Respuesta en
VPD.

La corriente resultante del proceso electrodico se mide justo antes de
la aplicacion del pulso (1) y al final de la aplicacion del mismo, de esta
manera al graficar la diferencia de corrientes obtenidas |1 y I2 en funcidn del
potencial aplicado (usualmente el potencial en 1), se obtienen respuestas
tipicas como la mostrada en la Figura 2.13 b), donde la infensidad maxima
de corriente (Ip) es proporcional ala concentracion de especies reactantes,

segun Parry y Osteryoung:

1
FACD2(1-6
Jp = LEACDE1-9) @2.1)

m2(t'-t)2(14+0)

Donde n es el niUmero de electrones transferidos, F es la constante de
faraday, A es el drea del electrodo, C es la concentracion de la especie

electroactiva,
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D es el coeficiente de difusidon, t' es el primer tiempo de muestreo de
corriente, t es el segundo tiempo de muestreo de corriente, 6 es igual a exp
nF (AEp) /2RT, y el potencial de pico corresponde a Ep = E1/2 — (AEp/2),
donde E1/2 corresponde al potencial de media onda de la onda en
polarografia CD.

En la voltamperometria de pulso diferencia los valores de corriente
solamente se miden al final del periodo, se pueden discriminar entre las
corrientes de carga y las faradaicas y se elimina la mayor parte de la

corriente C.D. de fondo.

2.4.5. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE)

La EIE, se frata de una técnica particularmente sensible a pequenos
cambios de resistencia de transferencia de carga en el sistema, que permite
la caracterizacion de las propiedades conductivas de materiales y sistemas
electrogquimicos incluso en medios poco conductores. La técnica consiste
en la aplicacion de una perturbacion senoidal de CA con frecuencia
variable al material estudiado y el registro de la respuesta en corriente
dentro de una celda electroquimica.

La impedancia se define como el cociente entre el potencial aplicado
y la intensidad medida a la salida. En muchos materiales y sistemas
electrogquimicos la impedancia varia con la frecuencia del potencial
aplicado en una forma que estd relacionada con los fendmenos asociados
a procesos de caidas ohmicas de dichos materiales. Esto se debe a la
estructura fisica del material, a los procesos electroquimicos que tengan
lugar, o a una combinacion de ambos. Por consiguiente, si se hace una
medida de impedancias en un rango de frecuencias adecuado y los
resultados se representan en unos ejes acorde a los datos obtenidos es
posible relacionar los resultados con las propiedades fisicas y quimicas de los

materiales y sistemas electroquimicos.
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A partir de las mediciones de desfase y de amplitud de la respuesta, es
posible obtener la impedancia de transferencia electroquimica del material
estudiado (Z*).

La corriente resultante tiene la misma frecuencia que el potencial

aplicado pero diferente magnitud y fase:

Ey _ Ep.sen(w.t) sen(w.t)
Iy  Ip. sen(w.t+0) 9 sen(w.t+0)

Z* = (2.2)

Donde Eg es el potencial, lp es la intensidad, w es la frecuenciay @ es el
desfase. De este modo, la impedancia puede expresarse en funcidon de una
magnitud Zo y un desfase @.

La admitancia, que es la inversa de la impedancia, es la funcidon de
transferencia del sistema cuando la perturbacién senoidal se superpone al
potencial aplicado en modo potenciostdtico, mientras que la impedancia
representa la funcidn de fransferencia del sistema en modo galvanostatico,
es decir, cuando la perturbacion senoidal se superpone a la intensidad
aplicada.

Existen dos formas de representar grdficamente los resultados de

impedancia obtenidos de un ensayo de EIE:

e Diagrama de Nyquist, donde se representa la parte imaginaria
multiplicada por -1 (-Z''), frente a la parte real (Z'). Es el sistema de
representacion mas utilizado y la informacion resistiva que se obtiene

de él se basa en la forma que adoptan los espectros Figura 2.14.

e Diagramas de Bode, donde se representan el logaritmo del mddulo
de la impedancia (log|Z]) y el desfase (@) en funcidn del logaritmo

de la frecuencia (logw).
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e La informacion que se obtiene de este tipo de representacion va
encaminada sobre todo al comportamiento en funcion de la

frecuencia Figura 2.15.
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Figura 2.14 Diagrama representativo de Nyquist aplicado a un circuito
RC.
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Figura 2.15 Diagrama representativo de Bode (Impedancia contra

frecuencia aplicada a circuito RC)
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2.5. TRANSISTORES

La verdadera revolucion tecnoldégica de la electronica surge con la
invencion de los dispositivos basados en semiconductores, y mds en
concreto, con la invencion del fransistor. Los primeros fransistores fueron
construidos en 1950 en Bell Laboratories, por sus investigadores Bardeen,
Brattain y Shockley, quienes recibieron el premio Nobel de fisica por sus
investigaciones y un ano después, ya se fabricaban comercialmente por las
empresas RCA, Westinghouse, General Electric y Western Electric. En esta
época, los tfransistores desplazaron a las cldsicas y antiguas vdalvulas de
vacio, reduciendo al maximo las pérdidas de calor de los equipos en casi
todas las aplicaciones [33]. Con el transistor vino la miniaturizacion de los
componentes y se llegd al descubrimiento de los circuitos integrados, en los
gue se colocan, en pocos milimetros cuadrados, miles de transistores. Estos
dispositivos constituyen el origen de los microprocesadores y , por lo tanto,

de los ordenadores actuales.

El transistor es un dispositivo semiconductor conformado por acomodos
de capas polarizadas muy cercanas entre si, bdsicamente tiene dos
funciones: deja pasar o corta senales eléctricas a partir de una pequena
senal de mando o funcionar como un elemento amplificador de senales
[34].

Cabe recalcar que los transistores se consideran dispositivos activos
pues requieren ser polarizados por otros elementos electronicos para su
funcionamiento y asi establecer las corrientes y tensiones que van a circular

por el dispositivo [33].
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Existen dos tipos de transistores; Bipolares, distinguidos por el transistor
BJT, fransistor bipolar de unidon (por sus siglas en inglés, Bipolar Junction
Transistor), que amplifica la corriente de su base por un factor B o hre segun
la convencion empleada y esta multiplicacion se realizd en la corriente del
colector Ic. Por otro lado, los unipolares, representados por el FET, transistor
de efecto de campo (por sus siglas en inglés. Field Effect Transistor). La
denominacion bipolar se debe a que la conduccién tiene lugar gracias al
desplazamiento de portadores de dos polaridades (huecos positivos y
electrones negativos), participan en el proceso de inyeccion hacia el
material polarizado de forma opuesta. Si sélo se utiliza un portador (electron

0 hueco), entonces se considera un dispositivo unipolar [35].

Para identificar los tipos de transistores se puede visualizar el esquema

de la Figura 2.16:

npn
controlado por
BIPOLARES Corriente BJT
pnp
TRANSISTORES
canalp
JFET | canaln
controlade por
UNIPOLARES Voltaje FET canaln
Acumulacion — canal p
MOSFET (incrementalj
canal n

Deplexion | canal p

[decremental)

Figura 2.16. Esquema bdsico de los tipos de transistores y sus

derivaciones.
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De todos los tipos de transistores, en el presente trabajo se hace uso de

los transistores MOSFET por las ventajas que promueve su ufilizacion y pocas

desventajas que lo limitan con respecto a los fransistores bipolares [33]:

Ventajas sobre |los transistores bipolares:

Consumo en modo estatico muy bajo.

Tamano muy inferior al tfransistor bipolar (actualmente del orden
de media micra).

Gran capacidad de integraciéon debido a su reducido tamano.
Funcionamiento por tension, son controlados por voltaje por lo
que fienen una impedencia de entrada muy alta. La intensidad
que circula por la compuerta es del orden de los nanoamperios.
Un circuito realizado con MOSFET no necesita resistencias, con el
ahorro de superficie que conlleva.

La velocidad de conmutacidon es muy alta, siendo del orden de
los nanosegundos.

Cada vez se encuentran mas en aplicaciones en los
convertidores de alta frecuencias y baja potencia. Siendo un

buen dispositivo para aplicaciones en Biosensores.

Desventajas:

Los FET presentan una respuesta en frecuencia pobre debido a la
alta capacidad de entrada. Por ello, tipicamente, las ganancias de
tension en corriente alterna que presentan los amplificadores con BJT
son mucho mayores que las correspondientes a los FET.

Los FET presentan una linealidad muy pobre, y en general son menos
lineales que los BJT.

Los FET se pueden danar debido a la electricidad estatica.
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2.5.1. TRANSISTORES DE EFECTO DE CAMPO METAL OXIDO
SEMICONDUCTOR (MOSFET)

Los fransistores MOSFET, son dispositivos de efecto de campo que
utilizan un campo eléctrico para crear una canal de conduccion[33]. Son
dispositivos muy importantes ya que la mayor parte de los circuitos
integrados digitales se construyen con la tecnologia MOSFET, su impedancia

de enfrada es muy elevada.

Existen dos tipos de transistores MOSFET:

e MOSFET de canal n
e MOSFET de canal p

A su vez, estos transistores pueden ser de acumulacion
(enriguecimiento) o de deplexidon; en la actualidad los segundos estdn
practicamente en desuso y su caractaristica es que se comporta fotalmente
inverso al de enriquecimineto, lo que quiere decir que al incrementar un
voltaje de Vgs no se produce un flujo de corriente Ip, sino que lo disminuye,

yendo del maximo flujo al nulo.
Los simbolos mds habituales utilizados para la representacion en

circuitos de los MOSFET de acumulacion son los que aparecen

representados a continuacion en la Figura 2.17 vy Figura 2.18:
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Enla Figura 2.19 se describe la estructura fisica de un MOSFET de canall
N con sus cuatro terminales: compuerta (G), drenador (D), fuente (S) y
substrato (Bulk) (normalmente conectado a la fuente internamente). La
compuerta, cuya dimension es W*L, estd separada del substrato por un
dieléctrico (Si02) formando una estructura similar a las placas de un
condensador. Al aplicar una tension positiva en la compuerta se induce
cargas negativas en la superficie del substrato y se crea un camino de

conduccion entre los terminales drenador y fuente [33].
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La tensidbn minima para crear ese capa de inversidn se denomina
tension umbral o tensidon de threshold (Vin) y es un pardmetro caracteristico
del fransistor MOSFET, que tiene el mismo significado que la tensidon Vegsoff Vista
para el transistor JFET, ya que en ambos caso se frata del valor minimo de
tension para el que existe canal que permite la circulacion de corriente. Si
la Vaes<Vm, la corriente de drenador-fuente Ips es nula; los valores tipicos de
esta tension son de de 0.5V a 3V [33], [35].

compuerta
- ‘i
a @@
58 ot
[
DIFUSION-N DIFUSION-N

SUBSTRATO-P

Figura 2.19 Estructura fisica de un transistor MOSFET canal n.

Los transistores MOSFET de enriquecimiento de canal n, se polarizan
aplicando una tension positiva entre drenador y fuente (Vps) y una tension
positiva entre puerta y fuente (Vags). De esta forma, la corriente circulard en
el sentido de drenador a fuente. En el caso del MOSFET de acumulaciéon de
canal p la tension Vps a aplicar debe ser negativa y la tension Ves negativa,
de esta forma la corriente fluird en el sentido de la fuente hacia el drenador,

dichas configuraciones se muestran en la Figura 2.20:
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Figura 2.20 Polarizaciéon del MOSFET (de enriquecimiento).

Cuando Vgs >0 (MOSFET de enriguecimiento de canal n), aparece un
campo eléctrico que lleva a los electrones hacia la zona de la compuerta y
aleja de dicha zona a los huecos, no pudiéndose establecer una corriente
por estar la puerta aislada. Para valores pequenos de esta tension Ves
aplicada se creard una zona de carga de espacio (sin portadores). Sin
embargo, si seguimos aumentando el valor de esta tension, la acumulacion
de electrones se hard lo suficientemente importante como para decir que
tenemos una zona n, es decir, se formard un canal de tipo n que unird los
terminales de drenador y fuente como se aprecia en la Figura 2.21 a), de
esta forma, cuanto mayor sea la tensidon Vs aplicada mayor serd la anchura
del canal formado, es decir, de nuevo tenemos un efecto de modulacion
de anchura del canal con la tensidn Ves. En Figura 2.21 b) al estar los
terminales de fuente, sustrato y drenador a la misma tensiéon (por ser VDS =
0) las tensiones VGS y VGD serdn iguales, y por lo tanto el canal simétrico

respecto de la puerta.
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Figura 2.21 Efecto del voltaje VGS en los MOSFET.

Por tanto, vemos que con la tensidon Vgs podemos modular la anchura
del canal, pero no basta con que esta tensidn sea positiva, sino que deberd

superar un determinado nivel de tension (Vi) .

Tomando en cuenta el efecto de Vgs y analizando el dispositivo una vez
qgue se ha formado el canal, si aplicamos una tensidon positiva en Vps,
circulard una corriente Ip a través del canal en el senfido del drenador hacia
la fuente. Para valores de tension Vps pequenos, el estrechamiento del canall
no serd importante, por lo que la relacion entre la tension aplicada vy la
corriente que circula serd lineal tal y como establece la Ley de Ohm. A
medida que el valor de Vps aumente, el estrechamiento comenzard a ser
importante, variando la resistencia que presenta el canal y perdiendo la
linealidad de la caracteristica. Hasta que la tension Vps alcance el valor de

Vbssat, momento en el cual el canal se habrd cerrado por completo.
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A partir de este instante, si seguimos aumentando la tensidn Vps, por
encima de este valor Vpssat, |a corriente Ip s&e mantiene constante toda esta

analogia se puede observar en la Figura 2.22.
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Figura 2.22 Caracteristica ID - VDS para una valor de VGS constante.
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En la Figura 2.23, se representan las curvas caracteristicas de un

fransistor MOSFET de acumulacion.

Zona Ohmica { Zona de Saturacion

! V=7V
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Figura 2.23 Curvas caracteristicas ideales de un MOSFET de

acumulacioén canal n.

De manera que el fransistor cuenta con las siguientes zonas de trabagjo:

e Zo0na de corte o de no conduccion.

Corresponde con el eje horizontal de la grdfica. En esta zona la
corriente Ip = 0 con independencia del valor Vps. Esto se da para valores de

Ves < V1, donde el canal no estd completamente formado.
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e Zona dhmica o de no saturacion.

El tfransistor se comporta como un elemento resistivo no lineal

confrolado por tensién. Verifica las siguientes ecuaciones:

w V32
ID =k— [(VGS — Vrn)Vps — %] (2.7)
0 <Vps <Vgs—Vrn y Vgs > Vrp (2.8)
w
k T (2.9)

Siendo k un pardmetro caracteristico del MOSFET que depende de la
tecnologia a fravés de la constante k y del tamano de la compuerta del

transistor (W la anchura y L la longitud).

e Zona de saturacion o de corriente constante.

El fransistor se comporta como una fuente de corriente controlada por
la tension Vs, esta zona se da para valores Vps > Vpssat . Ahora la corriente Ip
permanece invariante frente a los cambios de Vps y sélo depende de la
tension Ves aplicada. En esta zona el transistor se comporta como una
fuente de corriente contfrolada por la tension de puerta Ves.

La relacion entre la tension Ves aplicada y la corriente Ip que circula por

el canal en esta zona viene dada por la siguiente ecuacion:

Ip = K(Vgs — Vrp)? (2.10)
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e /ona de ruptura.

Un transistor MOSFET puede romper por dos motivos; porque se perfora
el dieléctrico cuando la tensidon Vgs supera una determinado valor que
vendrd determinado por el aislante, o bien porque en la unidn pn del lado
del drenador (polarizada en inversa) se supera el valor de la tensidon de
ruptura de dicha unidn, dado que esta unidn estd polarizada con una
tension inversa de valor Vps la ruptura se producird cuando Vps = Vr (Voltaje
de ruptura) con independencia del valor de Vgs, por tanto en la zona de

ruptura todas las distintas curvas en funcidn de Vs se juntan en una Unica.

Por Ultimo, en la Tabla 2.4 se indican las diferencias en el signo y sentido
de las corrientes y tensiones existentes entre transistores MOSFET de canal n

y canal p (de enriquecimiento).

Tabla 2.4 Convenio de signos en las tensiones y corrientes de un MOSFET

tiponyp.

MOSFET canal n MOSFET canal p

Ves >0 Ves <0
Vps >0 Vps <0
Ib>0 Ib<0
Vi >0 Vi <0
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2.6. Implementacion de Genosensores basados en
FET

2.6.1. Transistor de efecto de campo ion sensitivo (ISFET)

En los Ultimos anos se ha visto un gran progreso en la aplicacion de los
biosensores como via de deteccidon bioldgica y para la determinacion de
especies quimicas de alta sensibilidad [36]. Entre ellos, la aplicacion de los
ISFET, transistor de efecto de campo sensible a iones (por sus siglas en inglés
lon Sensitive Field Effect Transistor), otorga uno de los enfoques mas
inferesantes en la fecnologia de biosensores eléctricos [37].

Los primeros dispositivos de este tipo, fueron desarrollados por Piet
Bergveld en 1970, combinaban las propiedades quimicamente sensibles de
las membranas de vidrio con las caracteristicas de conversion de
impedancias de los MOSFET's [5], [38]. Este dispositivo de estado sélido capaz
de medir la actividad idnica de medios ambientes bioldgicos vy
electroquimicos tal como el registro del nivel de pH de alguna solucion. Fue
denominado por Bergveld como ISFET. La infroduccidon del principio ISFET por
Bergveld estimul6 el auge de las actividades de investigacion y desarrollo en
este campo [39]. En una visidn retrospectiva, Bergveld resume lo que sucedid
en los Ultimos 30 anos, llegando a la conclusion que en este periodo la

investigacion y desarrollo ISFET hicieron un progreso continuo [40].
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Bergveld demostré que al eliminar la compuerta metdlica de un
MOSFET ordinario y exponiendo el dieléctrico a un electrolito dado, las
caracteristicas electroquimicas del ISFET son afectadas por la actividad
idnica del electrolito, generdndose un potencial interfacial electrolito-

dieléctrico dependiente de pH: 0= f(pH) [41].

Las caracteristicas operacionales bdsicas a cumplir para estos

dispositivos son 2 principalmente:

e Que el dieléctrico superficial presente en la region de
compuerta del ISFET tenga la mayor sensibilidad posible con el
fin de detectar rdpida y confiablemente, valores minimos del pH

de las soluciones a analizar.

e Que el material dieléctrico seleccionado desarrolle Ia minima
cantidad posible de deriva e histéresis durante las mediciones,
lo cual es importante si se desea utilizar ISFET's para mediciones
de pH alargo plazo. Esta Ultima condicidon los hace viables en el

campo biomédico.

Un ISFET se puede considerar como una variante del transistor MOSFET,
su principio de operacion es similar (la generacion de un canal de
conduccion entre fuente y drenaje para una polarizacién de compuerta
aplicada), pero a diferencia de un transistor MOSFET, el ISFET no posee el
electrodo metdlico de compuerta, en lugar del metal, se deposita una
membrana inorgdnica sensible a los iones, como por ejemplo el nitruro de
silicio (SisN4) es sensible a los iones H* de tal manera que el dispositivo serd

sensible al pH.
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La membrana inorgdnica atrapa pues los iones H* y las cargas que se
acumulan en ella forman un campo eléctrico que modula la corriente del
canal [42]. Las estructuras del MOSFET y del ISFET se pueden observar en la

Figura 2.24.

Figura 2.24 a) Estructura de un MOSFET: G-gate, O-6xido de compuerta,
D-drenador, S-fuente, B-sustrato. b) Estructura de un ISFET: ER-electrodo de
referencia, O-6xido de compuerta, R-resina epoxica, D-drenador, S-fuente,

B-sustrato.

Un ISFET desde el punto de vista eléctrico es basicamente un fransistor
MOSFET (incluso un ISFET puede visuadlizarse como canal n o p) pero con
modificaciones fisicas directamente en la compuerta, por lo cual es [6gico
esperar un comportamiento parecido entre los dos dispositivos. En la Figura
2.25 podemos identificar los circuitos bdsicos para la polarizacidon del
MOSFET (a) y del ISFET (b).
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Figura 2.25 Circuitos bdasicos de un MOSFET (a) y un ISFET (b).

La polarizacion en los ISFET se hace a través de un electrodo de
referencia. Donde la distribucion de campo eléctfrico que originan los
potenciales de polarizacion son de diferente naturaleza que la funcidn del
trabajo del metal (®Pum), teniendo en cuenta esta modificacion, el voltaje de
banda plana Fyve (que fisicamente describe la condicion en la cual no hay

distribucion de carga en la compuerta), estard dado por,

v Vv P Qi+9p
FB ref l~|J0 Asol q Cox

(2.11)

donde Vet €5 el potencial generado en la interfase entre el electrodo
de referencia y el electrolito, Yo es el potencial generado en la interfase
electrolito-oxido, xsol €5 el potencial originado por las moléculas polares del
solvente en la superficie del dieléctrico, ®s es la funcion de trabajo del
semiconductor, Cox €s la capacitancia de la capa de Oxido cuyas
dimensiones son Wy L, y Qi Qp son las cargas en las zonas de inversion y

agotamiento.
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Podemos pues decir que un ISFET es un transistor de efecto de campo
cuyo voltaje umbral es dependiente de la concentracion de iones de la

solucidn que estd en contacto con la compuerta.

El ISFET, fue denominado convencionalmente como un sensor de pH,
para medir las concentraciones de iones (H * o OH’) en una solucion,
causando un potencial de interfaz en el aislador de la compuerta [43]. La
membrana inorgdnica de nifruro de silicio (SisN4) sensible a los iones H*,
permite que el dispositivo sea capaz de sensar el pH.

Los modelos propuestos inicialmente para el sensado de pH
consideraban que las distribuciones de carga y el potencial generado en la
interfase Oxido-electrolito eran consecuencias de procesos de difusion en
analogia al comportamiento de los electrodos de vidrio [44]. Estudios
posteriores comprobaron que la respuesta de los ISFET's era mucho mds
rdpida que la esperada segun los procesos de difusion a fravés de un
aislante, y ademds el espesor de la capa de oxido no influia en el tiempo de
respuesta. Asimismo, para ISFET's con puertas de materiales con coeficientes
de difusion menores que el del éxido de silicio la sensibilidad al pH observada
era mayor. Por ejemplo, el maximo tedrico de la sensibilidad de un sensor de
pH mediante ISFET es de 59 mV por unidad de pH, y la resolucion es de 0,1
unidades de pH, estando restringida por el ruido rosa (1/f) en los FET [44].
Durante varias décadas, se ha prestado mucha atencion a los biosensores
basados en silicio en el campo de las aplicaciones bio-analitico debido a
sus caracteristicas favorables, que incluyen la sensibilidad, velocidad, la
miniaturizacion, y bajo costo [45-47].

En la actualidad, los ISFETs se emplean como dispositivos capaces de
detectar iones de diferentes elementos e inclusive arreglos atdmicos y/o
moleculares mds complejos convirtiendose asi en un dispositivo sensitivo y

selectivo a una especie en particular y esto aumentd su empleo en muchos
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campos de interés siendo el mds importante el de la biomedicina debido all
reducido tamano del elemento transductor [37]. Por ejemplo,
recientemente se han producido avances en el campo de 1os biosensores
ISFET, incluyendo el progreso de lainmovilizacion de enzimas [48], deteccidn
del ADN (dcido desoxirribonucleico) por hibridaciones de  sus
oligonucledtidos [49-51] , y deteccidnes basadas en el metabolismo célular
y potencial extracelular [52], [53].

Sinembargo, a pesar de los avances de las Ultimas décadas aun queda
mucho por investigar sobre aspectos fundamentales y tecnoldégicos que
mejorarian el funcionamiento de este tipo de sensores, pues presentan
algunos inconvenientes para aplicaciones in vivo, principalmente los

siguientes:

* Los sensores ISFET son sensibles a la luz.

e No cuentan con la aplicacidn de todos los electrodos de referencia
de estado sdlido.

» Dificultades con la infegridad del encapsulado fiable de estos

sensores, lo que deriva en una alta dificultad en su fabricacion.

El mdas importante de los problemas es el de la encapsulacion, ya que
resulta dificil separar los componentes metdlicos del chip y el cableado del
liguido cuyo pH se desea medi, o que acarrea problemas de
funcionamiento y seguridad, ésto ha obstaculizado la produccidén a gran
escala y la aplicacion industrial de sensores ISFET por mds de tres décadas
[54]. Actualmente, se estdn investigando nuevas formas de encapsular los
transistores en un catéter para uso in vivo (encapsulados plainchip o
flipchip), en busca de una mejor separacién entre el liquido a medir y los

componentes del dispositivo.
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Para comprender la dificultad del problema del encapsulado, como se
ha dicho mds arriba, es la membrana de nitruro de silicio la que atfrapa las
cargas del ion H* y crea el campo eléctrico que modula el canal. Serd pues
necesario poner en contacto el fluido a medir con esta membrana, que es
solo una pequena parte de la superficie del dado de silicio (aprox 0.2 mm?),
sin que el resto del mismo esté en contacto con el fluido. Para los sensores
de iones distintos del H* serd ademds necesario cubrir esta superficie con
una membrana de unos 0.3 mm de espesor selectiva al idn correspondiente.
El proceso de aislar el dado de silicio del fluido, excepto la superficie
electroactiva y cubrir ésta con la membrana selectiva es el proceso de

encapsulado como se muestra en la Figura 2.26.

Figura 2.26 Micro-grdfico de un sensor ISFET a fravés de su cavidad de

e o7

medicion: (a) ISFET chip, (b) encapsulacion, (c) cavidad de medicion [55].

Debido a estas limitaciones y al requerimiento de infraestructura de
tecnologia de punta necesaria para su construccion (cuartos blancos) son
muy pocas las companias que fabrican sensores basados en ISFET [56]. Entre
las companias que se distinguen en el diseno y produccion de tecnologia
ISFET se encuentfran las siguientes: SENTRON que es una empresa bien

establecida fundada en la década de los noventa, esta empresa vende
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diferentes disenos de la aplicaciéon y tienen también varios distribuidores
principalmente en Europa vy los Estados Unidos. MICROSENS SA,
originalmente de CSEM. venden ISFET personalizados. Honeywell es la mayor
empresa de venta de los ISFET, tienen varios distribuidores de su producto
principal DuraFET, dirigido a aplicaciones alimentarias. Satlantic (Sea-Bird
grupo cientifico) comercializa una aplicacién especial para la vigilancia
ocednica basada en ISFET. Horiba (JP) vende el diseno de ISFET para
mediciones discretas (como termdmetros digitales). Endress + Hauser (CH) es
una gran empresa que vende todo tipo de aplicaciones para el control
industrial y dentro de sus productos tienen algunas basadas ISFET. La

informacion anteridr se resume en la Tabla 2.5:

Tabla 2.5 Compainias y sus dispositivos ISFET-Ph en el mercado [56]

COMPANIA PAIS PRODUCTO
Sentron NL LanceFET,CupFET,
mMiniFET
Honeywell UN DuraFET
Microsens SH MSFET
Metller Toledo us InPro 3300
Horiba JP Flat ISFEt pH
electrode
Rosemont us TUpHFET
analytical
Satlantic CA SeaFET
Endress + hauser SH Tophit CPS441y
CPS441D
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Existe una gran cantidad de patentes relacionadas con microsensores
y los ISFET. Pero sélo algunos de ellos han sido autorizados para la produccion
industrial, las patentes relacionadas con los ISFET y mediciones con ellos eran
numerosas en los anos ochenta y noventa, pero la mayoria de ellas ya han
caducado. Los mds interesantes eran aquellos basados en el uso de un
electrodo de referencia integrado y el uso de algun proceso de correccion
de la deriva y el efecto de la temperatura, propiedades que aldn estan en
estudio [57] .

El nUmero de patentes desde los Ultimos 10 anos (2003-2013) con el
tema de consulta de busqueda “ISFET” fue de 102. Las patentes
relacionadas con membranas para la modificacidon de la selectividad del
sensor, biosensores, ADN o dcidos nucleicos para aplicaciones biomédicas
fueron 37 patentes.

Si tenemos en cuenta sélo entre ellos los que han tenido continuidad,
obtenemos un total de 80 patentes. La Tabla 2.6 muestra estas patentes y
su distribucion a lo largo de 10 anos, donde se puede observar que entre
estos, la empresa Endress + Hauser y el Centro tecnoldgico MIMOS son los
mas destacados.

También algunas companias bien conocidas como Life Technologies,
Horiba, Rosemont analitica Mettler Toledo y tienen como minimo una
patente relacionada con los ISFET. La mayoria de estas patentes estdn
relacionados con el encapsulado del ISFET comercialmente, el circuito
usado para la lectura de la senal, y algunos disenos especiales del ISFET tal
como los transistores de efecto de campo de compuerta extendida (EGFET)

y el dieléctrico utilizado[56].
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Tabla 2.6 Distribucion de las patentes ISFET por los solicitantes del 2003 al

2012. [56]
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2.6.2. TRANSISTOR DE EFECTO DE CAMPO DE COMPUERTA
EXTENDIDA (EGFET)

En 1983, J Van De Spiegel y sus colaboradores reportaron el
funcionamiento del primer transistor de efecto de campo de compuerta
extendida (EGFET), basado en el mismo principio de funcionamiento del
ISFET, excepto a su estructura, en el EGFET el sensado de iones no se hacia
directamente en la compuerta del FET [58].

El EGFET fue propuesto inicialmente como una alternativa al ISFET con
la finalidad de disminuir las limitaciones que poseen los ISFET, incluso
formulado para buscar la manera de detectar mdltiples sustancias en un
Unico dispositivo, al mismo tiempo [59].

Después de 17 anos, Li Yin-Te y sus colegas presentaron ala comunidad
cientifica con una nueva alternativa a la aplicacion del EGFET. A diferencia
de J Van Der Spiegel, desarrollaron un EGFET con la conexidon entre una
membrana sensible a los iones de hidrégeno y un MOSFET comercial
(CD4007UB) [60], [61]. Desde esas publicaciones, varios trabajos han sido
publicados explorarando tanto en la optimizaciéon de los dispositivos EGFET,
como sensores de pH y aplicaciones que implican biosensores [11], [62—66].
Ademds de eso, vale la pena mencionar el desarrollo cientifico vy
tecnologico obtenida con los instrumentos relacionados con estos
dispositivos [67-75].

Los EGFETs son esencialmente MOSFETs, su principal caracteristica es el
enlace entre la compuerta de metal del MOSFET y la membrana ion sensitiva

de un sustrato independiente al dispositivo [76],[77].
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El electrodo de compuerta de éxido metdlico del MOSFET se separa
del sustrato analitico (previamente inmovilizado), la compuerta y el sustrato
se conectan mediante un material conductor que fransmite el potencial
generado en el sustrato al momento de hibridar, hacia la compuerta del
MQOSFET [78], el potencial fransmitido influird en la respuesta del flujo de
corriente del MOSFET. De manera que el EGFET por su metodologia y
respuesta se puede considerar un sensor de iones en estado sélido [79]. Por
lo tanto, el EFGET tiene la estructura adecuada para el acoplamiento a los
tratamientos de superficies deseadas y los objetivos de deteccion [24], [26].
Un ejemplo de la estructura del EGFET se presenta en la Figura 2.27, donde
se puede verla separaciéon entre el sustrato caracterizado parala deteccidon
de iones H* y el MOSFET, asi como la conexion entre ellos, generando asi la

compuerta extendida que caracteriza al EGFET.

reference electrode

Au substrate

metal
oxide

Figura 2.27 Estructura EGFET para la detecciéon del ion H+ sobre un

sustrato de Au.
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Entre los sustratos reportados en los trabajos de tipo EGFET se

encuentran diferentes materiales aislados a la compuerta, como lo son SNO»
[11], SIO2 [75], ZInO [65], [80], [81], Au [82-84], o TiO2 y ZnOTa [85] , con

aplicaciones variadas [86].

Los EGFETs ofrecen las siguientes ventajas sobre los ISFETSs:

Proteccion del dieléctrico de la compuerta a partir de
soluciones idnicas potencialmente daninos, especialmente en
el fiempo donde los iones de la solucidn se pueden incorporar

en el dieléctrico de compuerta.

Facilidad de integraciéon con circuitos MOSFET, donde la
compuerta extendida es un paso importante del eliminar el

problema del encapsulado en ISFET manera escalable.

Oportunidad de detectar diferentes analitos con un solo
dispositivo, ésto debido a la facilidad que brinda la compuerta
extendida, al no estar directamente instalado el sustrato sobre
el dispositivo se puede intercalar la conexion con otro sustrato

en andlisis.

La compuerta extendida también pueden permitir la posibilidad
de integracion con geometrias que no son normalmente FET. Por
ejemplo, la compuerta extendida se puede colocar en un
canal microfluidico grabado eliminado del propio fransistor[87].
Con el uso de tal estructura, se ha detectado el complejo
proteico biotina-estreptavidina a fravés de un cambio en la
constante dieléctrica [87].
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La demostracion mds prominente de la utilizacion de EGFETs ha sido el
trabajo de lon Torren en Nature en 2012, un ejemplo de un instrumento de
secuenciacion de proxima generacion que utiliza la tecnologia FET [88]. Este
trabajo presenta la importancia fundamental de la secuenciacion del ADN
para las ciencias de la vida, se describid una tecnologia de secuenciacion
de ADN en el que, las técnicas de fabricacidon de semiconductores
escalables de bajo coste se utilizan para hacer un circuito integrado capaz
de redlizar directamente la secuenciacion del ADN no Opftica de los
genomas. Los datos de la secuencia de ADN se obtuvieron mediante la
deteccién directa de los iones producidos por la sintesis en este sensor

basado en FET.

Diferentes trabajos sobre detecciones de secuencias de ADN sobre
sustratos de Au [7], [82-84] en EGFET, respaldan la realizacidn de nuestro
trabajo. Por estos motivos, consideramos la eleccion del EGFET como el
dispositivo de tfransduccion que por medio del reconocimiento de las
secuencias de ADN, conforman la tecnologia idobnea para ser

implementada en la detecciéon del VPH-16.
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CAPITULO 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES

A continuacion se presenta la metodologia empleada y un andlisis de
la misma para el desarrollo de una técnica de deteccion electroquimica

para la deteccion del VPH-16 por VPD.
3.1. Materiales y equipo

Todas las mediciones electroquimicas se llevaron a cabo en un
potenciostato Gamry Reference 600, controlado por medio de una PC a
través del software propio Framework. El transistor utilizado para la
modalidad EGFET fue el FET comercial BSS138 de Fairchild Semiconductor.
Como celda electroguimica se frabajo sobre electrodos USB Impresos de Au,
con electrodo de referencia de Ag/AgCl y contraelectrodo de grafito,
acoplado al potenciostato a través de un adaptador disehado con un
cable USB tipo A macho. Los valores de potencial de este tfrabajo se refieren
al electrodo de Ag/AgCl, excepto donde se indique lo confrario. Para la
limpieza del electrodo de Au se empled H2SO4 0.5M (Merck), las sondas
sintéticas de ADN utilizadas para el depdsito e hibridacion del VPH-16 fueron:
Cadena sencilla (Biosearch Technologies, INC.) con secuencia: 5’ d HSS-6C-
GTC ATT ATG TGC TGC CAT ATC TAC TTC AGA (VPH-16cs) y para cadena
complementaria (InvifrogenTM) del tipo: 5" TCT GAA GTA GAT ATG GCA
GCA CAT AAT GAC 3’ (VPH-16cc). En la preparacion de las soluciones
amortiguadoras para la inmovilizacion como en las mediciones
electroquimicas se empled: fosfato de sodio monobdsico, fosfato de sodio
dibdsico (BIO BASIC INC), fosfato de Potasio (Sigma-Aldrich), cloruro de
Sodio (BIO BASIC INC), cloruro de Magnesio (Flukal),
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dcido etilendiaminotetraacético EDTA (Sigma-Aldrich) y como marcador
redox se uftilizd el par Ks[Fe(CN)¢] / Ks[Fe(CN)s] 2 mM de cada sal (Merck).
Durante la inmovilizacidon y todas las mediciones electroquimicas fue
empleada agua desionizada obtenida de un sistema Milli-Q de tres mddulos
ademds de agua ulira pura obtenida del mismo sistema con filiros Millipore
y nitrdgeno de alta pureza para secar la superficie de Au después de cada

medicion.

3.2. Metodologia y caracterizacién

Como se ha visto en el marco tedrico, el MOSFET, es un disposifivo
electronico controlado por voltaje, su funcion es la de controlar un flujo de
corriente entre sus dos terminales llamadas drenador (D) y surtidor (S), este
flujo serd directamente proporcional al potencial aplicado a su terminal
llomada Compuerta (G), el circuito para el funcionamiento del MOSFET se

puede visualizar en la Figura 3.1.

Las propiedades de los MOSFET son bastante Utiles para la realizacion
de este ftfrabagjo, pues, podemos mediante este dispositivo detectar
variciones de potencial aplicados a su compuerta (en nuestro caso
aumento de potencial por la hibridacion de cadenas de ADN), reflejados

en la respuesta de corriente entre drenador y surtidor.
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Figura 3.1 Circuito para activaciéon del MOSFET.

Como se puede apreciar en el circuito, el MOSFET, mediante el voltaje
aplicado Vgs serd capaz de controlar el flujo de corriente Ips, la grdfica
caracteristica del MOSFET a esta respuesta, se muestra en la Figura 3.2:

[ f

(=]

-0 0 10 20 30
1’{—.:-'\. V)

Figura 3.2 Grdfica caracteristica de respuesta en el MOSFET.

Esta grdfica indica el comportamiento del MOSFET al ser aplicado un
potencial Vgs, la corriente Ips comienza en cero lof, €l voltaje Vgs crece hasta
llegar a un punto en el que la corriente aumenta exponencialmente, el
voltaje en el cual la corriente “se dispara” es conocido como el voltaje de
umbral (V). posteriormente se puede visualizar como la corriente Ips llega a
un limite el cual por mds que se aumente el voltaje Vas, la corriente Ips ya no

aumentaq, siendo asi la saturacion del MOSFET.
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Una buena analogia para entender este comportamiento del transistor
es la del flujo de agua por una llave (Figura 3.3). La presidon del agua a través
de lallave (fuente) representa al voltaje aplicado desde la fuente al drenaje
gue se encuentran en los extremos opuestos, que establecerd un flujo de
agua (electrones). La perilla (terminal de compuerta), mediante una senal
aplicada (potencial), confrolard el flujo de agua (corriente) hacia el

"drenaqje".

Fuente
Compurerta ]

Drenaje

Figura 3.3 Analogia hidrdulica para el mecanismo de control FET.

Para la deteccion del VPH-16 utilizando el principio de operacién de los
MQOSFET es necesario evaluar el cambio de respuesta en la grdfica del
transistor, asi la presencia de VPH-16 se observard en la grdfica como un
desfase de adelanto en la diferencia de potencial producida por el
aumento de potencial de la hibridacion de las cadenas de ADN, este
potencial es sumado al potencial de VGS, lo que ocaciona que el MOSFET

tenga una respuesta anticipada como se muestra en la Figura 3.4

68



Ips (A)

10-10_‘

30

-10

Figura 3.4 Respuesta del MOSFET al sumar Vgs con el potencial de

hibridacion.

Para poder hacer que el potencial de la hibridacion de ADN de las
cadenas de VPH-16 sea percibido por el MOSFET, es necesario un dispositivo
gue tenga la capacidad de proporcionar informaciéon eléctrica a partir de
informacioén bioldgica. Asi fransmitir y ufilizar esos potenciales producidos
aplicandolos al MOSFET, este dispositivo deacuerdo a las caracteristicas
mencionadas es el Biosensor basado en EGFET. Que implica la conexion
electronica (entre el electrodo de Au donde se readlizard todo el proceso
bioldgico, el MOSFET y el potenciostato), la etapa de transduccion
(configuracion EGFET), los depdsitos de la VPH-16cs, la correcta y selectiva
hibridacion del VPH-16cs con VPH-16cc y el andlisis electroquimico en
conjunto con sistemas electronicos para determinar los resultados.

Para los procesos electroquimicos se ha implementado la utilizacion de
electrodos impresos de Au, esta implementacion resulta ser bastante
prdctica, ahorradora y compacta, pues se redujo la cantidad de soluciones
que se utillizaban anteriormente en el grupo de trabajo con las celdas

electroguimicas tradicionales,
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utilizando ahora sélo una gota de la solucion (Figura 3.5), también se ahorra
el tiempo de pulido de los electrodos de alambre de Au, ademds de que el
cableado es mds sencillo pues el electrodo impreso se acopla a una

terminal USB haciendo las pruebas mds dgiles y prdcticas.

Figura 3.5 Implementacion de electrodos impresos de Au como celda

electroquimica.

3.2.1.MODIFICACION DEL ELECTRODO CON CADENAS DE ADN

El método de depdsito e hibridacion ufilizado en este trabajo fue
diferente al método que se utilizaba anteriormente por el equipo de
investigacion sobre electrodos de alambre de Au (adsorcion fisica), en este
trabajo se empled ademds el uso de trenes de pulsos eléctricos
directamente sobre las cadenas de ADN en el Au para de esta forma hacer
un depdsito e hibridacion de manera electrostdtica fundamentado por las
propiedades eléctricas del ADN como se menciona en los siguientes

apartados.
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3.2.1.1. INMOVILIZACION (VPH-16CS)

Para realizar la inmovilizacion, la superficie de Au fue modificada con
una solucion de VPH-16cs 5uM. El pegado electrostatico consta de dos
trenes de pulsos. El primer tren de pulsos es aplicado entre 0.03 y -0.03V (con
respecto al potencial de circuito abierto) para propiciar el pegado
afrayendo eléctricamente a la cadena y y reducir el pegado inespecifico
de la cadena de ADN. Ya que, el ADN al tener una densidad de cargas
negativas debidas a sus grupos fosfato, al aplicar un pulso positivo de 0.03V
se atraen las cadenas hacia la superficie del electrodo de Au, mientras que,
con el pulso negativo (-0.03V) corto aquellas cadenas que no fueron
adsorbidas en la posicion correcta serdn eliminadas de la superficie ( Figura
3.6).
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Figura 3.6 Muestra del primer tren de pulsos para el depésito de la
sonda VPH-16cs.
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El segundo tren de pulsos es aplicado entre 0.08 y 0V (con respecto
al potencial de circuito abierto) con la finalidad de atraer mas
eléctricamente y estabilizar, el pulso positivo es aumentado a 0.08V vy
después un tiempo de estabilizacion (reposo 0V) de 10s para repetir el ciclo,

la secuencia de este segundo pulso se muestra en la Figura 3.7.

Concluidas las secuencias de pulsos, colocamos EDTA 10mM por 10 min
para eliminar el exceso de iones Mg?* provenientes de la solucion

amortiguadora empleada para la inmovilizacion.
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Figura 3.7 Muestra del segundo tren de pulsos para el depédsito de la

sonda VPH-1écs.

Para concluir el pegado de VPH-16cs realizamos voltamperometria
ciclica empleando el indicador redox Kz[Fe(CN)¢] / Ks[Fe(CN)s] en una
region de potencial de -0.4 V a 0.4 V respecto al potencial de circuito
abierto, a una velocidad de barrido de 0.1 V/s hasta obtener

voltamperogramas sin cambio como se muestra en la Figura 3.8.
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Esta voltamperometria se realiza para continuar elimiando de la
superficie del electrodo aquellas cadenas de ADN débilmente adsorbidas o
mal orientadas y, al mismo tiempo, para corroborar el pegado de la cadena
VPH-16cs. En el voltamperograma reportado en la Figura 3.8, se puede
visualizar que la senal se ve afectada para los procesos de oxidacion vy
reduccion conforme se redliza el ciclado del electrodo. Por ejemplo, se
puede observar que en el ciclo final hay una disminucidn de corriente tanto
en el proceso de oxidacidon como de reduccidon ademds de que es posible
apreciar una separacidon de potencial de pico mayor con respecto al VC
inicial. Esto es debido al aumento de laresistencia de fransferencia de carga
gue produce el ADN depdsitado sobre el Au, lo que nos indica que que se

ha depositado ADN sobre |la superficie del electrodo.
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Figura 3.8 VC de VPH-16cs en Ki[Fe(CN)s] / K4[Fe(CN)s], ciclo 1 y ciclo
30.
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3.2.1.2. HIBRIDACION (VPH-16CD)

La hibridacion de las cadenas del VPH-16cs y VPH-16cc es el proceso
por el cual la dos cadenas de ADN se combinan para formar una doble
cadena que toma la estructura de doble hélice. Esta combinacion sélo
puede ser redlizada por la unidon complementaria de ADN. Si las dos
cadenas son perfectamente complementarias se unirdn la una a la ofra a
menos que presenten diferentes geometrias de los nucledtidos (que sea
diferente serotipo en este caso). Una simple variacion de las parejas
anteriores lleva a inconsistencias entre las cadenas y dificultard la unidn. Esta
caracteristica define la selectividad del método, lo que garantiza la
deteccion especifica del serotipo VPH-16 pues ningun oftro tipo de cadena
complementaria de algun serofipo diferente del VPH hibridard con la
cadena sencilla VPH-16cs. El proceso de hibridacion de manera
esquemdtica de VPH-16cs con su complementaria VPH-16cc se muestra en
la Figura 3.9. Una vez inmovilizado el ADN (Figura 3.9- izquierda), se realizé el
proceso de hibridacién (Figura 3.9 - centro). Para ello, se agregaron 10 ml de
la cadena complementaria VPH-16cc variando su concentracion desde 20
NM a 100 nm en intervalos de 20 nM. Finalmente, la hibridacion (Figura 3.9-
derecha) se evalud al detectar la cadena doble VPH16 cd a través de un

cambio de potencial mediante el uso de EGFETs.

Q

Figura 3.9 Hibridacion de las cadenas VPH-1écs y VPH-1écc
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Para concluirla etapa de hibridacion, se aplican los mismos dos trenes
de pulsos que en el depdsito de VPH-16cs (el primer tren de pulsos es
aplicado de entre 0.03 y -0.03V para propiciar el pegado atrayendo
eléctricamente a la cadena doble y para evitar el pegado inespecifico,
esto es porque el ADN por sus grupos fosfatos tiene una carga negativa, de
manera que aplicar un pulso positivo de 0.03V atfraerd la VPH-16cd hacia el
Au Yy el pulso negativo -0.03V es aplicado a un tiempo muy corto para que
expulse residuos no deseados. El segundo tren de pulsos es aplicado de
entre 0.08 y 0V con la finalidad de atraer electricamente y estabilizar la
cadena doble. El pulso positivo es aumentado a 0.08V y después un tiempo
de estabilizacion de 10s para repetir el ciclo). Terminando los ciclos de los

trenes de pulsos la hibridacion estard concluida.

3.2.2.CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA

3.2.2.1. ACTIVACION DEL ELECTRODO IMPRESO DE ORO

Para la activacion y limpieza del electrodo de trabajo de Au aplicamos
la técnica de voltamperometria ciclica (VC) en un rango de potencial de
0.25V hasta 1.4 V vs Ref. Ag/AgCl, a una velocidad de barrido de 0.1 V/s en
una solucion de dacido sulfurico. El electrodo fue activado hasta obtener un
voltamperograma con una senal sin cambios (constante). En nuestros
experimentos, estd caracteristica se alcanzd generalmente después de los
50 ciclos, donde la corriente aproximadamente se encuentré en el rango
de entre -60uA a 40uA como se muestra en la Figura 3.10.

En el voltamperograma podemos visualizar el aumento del pico de
reduccion una vez concluidos los ciclos, lo cual refleja el aumento del drea

de laregion activa del Au.
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El incremento de corriente indica una disminucidn de resistencia, esto
es porque se expulsan residuos que estaban adheridos al Au y que no son
deseables para las mediciones, de manera que con esta voltamperometria
se relaciona con la limpieza de la superficie del elctrodo de Au mediante la
eliminacion de impurezas.

Es necesario tener una superfice activa y limpia de Au para poder
asegurar el depdsito de la cadena VPH-16cs sobre Au y de esta manera

mejorar la veracidad vy reproducibilidad de los resultados.

Electrodo Au limpic
Electrodo Au

100.0
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60.0
40.0 -
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E/V vs Ref. Ag/ AgCl

Figura 3.10 Voltamperograma del electrodo impreso de Au por VC en

H28O4 0.5M.

Una de las técnicas en que nos apoyamos para detectar tanto el
depdsito como la hibridacion de las cadenas de VPH16 fue la
Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIE), al aplicar esta técnica
se emplearon soluciones de VPHlécs 5 micromolar mientras que la
concentracion de la cadena de VPHI1écc se varid desde 20 a 100 nM. Se

obtuvieron los diagramas de Nyquist antes de realizar el depdsito,
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luego al realizar el depdsito y finalmente después de que ocurriera la
hibridaciéon Figura 3.11, de manera que se cuenta con una grdfica para el
electrodo de Au sdlo, una mads después del depdsito de la cadena sencilla
(VPH-16cs), otra después de la limpieza con el par redox Ks[Fe(CN)g¢] /
K4[Fe(CN)s] sobre el mismo depdsito de VPH-16cs (a la que llamaremos VPH-
16 final) y una Ultima curva al finalizar el proceso de hibridacion (VPD-1é6cd).
De manera que la EIE se establecié como técnica de comprobacion del
método de deteccidn de ADN mediante el uso de EGFET. En los
experimentos de EIE se utilizd el par redox Kz[Fe(CN)¢] / Ks[Fe(CN)s] a una
concenfracion 2 mM aplicando un potencial de corriente directa (CD) de
30 mV, sobreponiendo una senal de corriente alterna (CA) de 5§ mV de

amplitud en un rango de frecuencias de 100KHz a THz.

13_. m  E|E electrodo de Au + VPH-16¢cd
12 4 ® EIE electrodo de Au + VPH-16cs final
11 - A EJ|E electrodo de Au + VPH-16¢s
10 v EIE electrodo de Au
9
E 8-
: -
o 74
£ o
g 5l I
S ] - .
i? 44 m - "ag,
) u
2 -..°......"ooooo
2 - 1AAA
14
L o L E e e o e e I s e ey
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Zreal (kohm)

Figura 3.11 EIE de cada evento; Au sélo, depésito de VPH-1écs,
limpieza con VC sobre VPH-1écs (VPH-1éfinal) e Hibridacion (VPH-1écd).
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3.2.2.2. SENSADO ELECTROQUIMICO

Como se menciond anteriormente la deteccidon del VH-16cd se realiza
de manera electroquimica sensando las variaciones de corriente de la

tfransduccidon del EGFET.

El método anteriormente mencionado por andlisis de las curvas
caracteristicas del MOSFET mediante VL es el mds empleado en sistemas de
sensado basados en el uso de FET. Se examina la anficipacion de respuesta
del MOSFET teniendo como grdfica patron la del transistor. Sin embargo, el
meétodo puede sufrir variacion en los resultados pues la forma de determinar
el cambio de potencial entre una grdfica y otra la determinaciéon del punto
de andlisis es muy variada porque la grdfica tiene muchos puntos a elegir
respecto a la corriente. De manera que si una persona realiza el andlisis de
la diferencia de potenciales entre las grdaficas del MOSFET respecto a una
determinada corriente, el resultado serd diferente para ofra persona si lo

hace respecto a otro valor de corriente.

Para evitar discrepancias en los resultados, en este trabagjo
promovemos la deteccidn del VPH-16 mediante voltamperometria de pulso
diferencial (VPD), porque al aplicar VPD a cada evento o estado en el que
se somete el electrodo impreso se puede obtener especificamente el voltaje
donde ocurre la mdxima variacion de corriente, como se muestra en Ia
Figura 3.12. El punto marcado con rojo muestra el pico de corriente de la
VPD. El potencial del pico de corriente que se obtenia por VPD permitid
evaluar las diferencias de potencial entre el electrodo de Au, modificado
con el depdsito de VPH16cs y después de la hibridacion (VPH16cd). De esta

forma mayor reproducibilidad de los resultados fue obtenido.
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Estos resultados no tendrdn variaciones tan grandes como en el caso

del andlisis por VL.
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Figura 3.12 VPD aplicada a cada evento del electrodo de Au para

obtener el punto de voltaje 6ptimo de mayor variacion de corriente.

Las VPD fueron aplicadas a cada evento en el intervalo de potencial
de 0.8 V a 1.35V, estos potenciales se establecieron ftomando como base
los potenciales donde el FET entra en conducciéon. Fue empleado un
tamano de pulso de 0.010 V, un tiempo de pulso de 0.0005 s y un periodo de
muestreo de 0.001 s. Por otra parte, la voltamperometria lineales (VL) fue
empleada para obtener las curvas caracteristicas del transistor en cada
evento de modificacién del electrodo, empleando un rango desde un
potencial inicial de 0 V, hasta un potencial final de -1.35 V,con una
velocidad de barrido de 1 V/s. En ambas técnicas fue empleado como

electrolito soporte una solucidon de Buffer Tris-HCI 10 mM. pH 7.4
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3.2.3. CONFIGURACION ELECTRONICA

3.2.3.1. SELECCION DEL MOSFET

Para seleccionar el fransistor MOSFET que se utilizdé en este trabagjo, se
realizd un andlisis comparativo en respuesta de corriente entre cuatro
diferentes transistores por medio del potenciostato; IRF3205, K2182, el
MOSFET CD4007UB muy frecuentemente mencionado en la literatura como
transistor utilizado para aplicaciones EGFET [11, 60, 61, 65, 80, 81, 89-91] y el
MOSFET BSS138 de Fairchild Semiconductor. Se puede observar en la Figura
3.13. Las grdaficas caracteristicas de respuesta de los MOSFET obtenidas por
VL, el voltamperograma indica los Vin de cada MOSFET, donde para el
transistor BSS138 su Vi es menor que el de los ofros transistores (requiere
menos potfencial para ponerse en conduccion), se puede observar incluso
gue la pendiente de la corriente para el BSS138 es mds pronunciada en su
zona 6hmica, indicando mayor cambio de corriente a menor incremento
de potencial, a diferencia que el MOSFET CD4007UB donde su zona dhmica
se puede observar con una pendiente menos pronunciada, lo que indica
que para obtener un cambio de corriente requiere mayores incrementos de
potencial, los MOSFET IRF2205Z y K2182 no son convenientes para nuestras

necesidades pues requeren mads voltaje para poder activarse.
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Figura 3.13 Comparacion de las curvas caracteristicas de MOSFETs por
VL.

De acuerdo a las caracteristicas presentadas por los MOSFET, el
transistor mds adecuado para nuestra aplicacion fué el MOSFET BSS138
(Figura 3.14) que resulta aun mas conveniente que el empleo del MOSFET
CD4007UB a pesar de su amplia aplicacion en trabajos con EGFET.

Cabe mencionar ademds el compacto diseno del fransistor BSS138 que
confribuird para la generacién de disenos menos ostentosos de un futuro

genosensor EGFET.

Figura 3.14 MOSFET BSS138 montado en circuito impreso.
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3.2.3.2. CARACTERIZACION ELECTRICA DEL MOSFET BSS138

La caracterizaciéon eléctrica define el comportamiento de respuesta de
un dispositivo sometido a diferentes pruebas eléctricas para comprender su
total funcionamiento, para caracterizar eléctricamente el MOSFET BSS138 se

hicieron las siguientes pruebas:

e Caracterizacion del MOSFET BSS138 con el potenciostato Gamry

Reference 600:

Inicialmente las primeras pruebas con el fransistor BSS138 fueron
mediante la conexidon bdsica del MOSFET (Figura 3.1) se incrementaba
mediante una fuente variable de tension el voltaje Vas en el MOSFET vy se
registraban los valores de corriente Ips, para después graficarlos mediante el
programas computacionales y asi obtener las graficas caracteristicas del
MQOSFET (Figura 3.15). Este método resultaba muy poco eficiente pues se
podian obtener muy pocos puntos de la grdfica una vez que se llegaba al
V1 Yy de manera muy lenta.
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Figura 3.15 Primera grdfica de la curva caracteristica del MOSFET

generada por Excel.
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La implementacién del potenciostato para caracterizar la respuesta
del MOSFET fue uno de los procesos mas efectivos para la realizacion de este
trabajo pues se pudieron obtener de manera muy prdctica las grdaficas de
las curvas caracteristicas del MOSFET con una exactitud y totalidad de los
puntos requeridos (Figura 3.16), ademds de que se puede obtener la

respuesta a cualquier pardmetro que se le indique al equipo.
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Figura 3.16 Curva caracteristica del MOSFET BSS138 generada por el

potenciostato Gamry Reference 600.

La configuracion aplicada para implementar el uso del potenciostato
inicialmente fue como se muestra en la Figura 3.17. Donde como se puede
apreciar que la terminal del potenciostato para la conexion al electrodo de
trabajo estd conectada al surtidor del MOSFET registrando asi las variaciones
de corriente, los electrodos de contra y referencia del potenciostato estdn
conectados entre si para hacer la funcidon de una fuente regulable de

voltaje, ahorrdndose asi ese elemento eléctrico.
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Figura 3.17 Esquema de conexion para la implementacion del

potenciostato Gamry Reference 600.

A partir de esta configuracion fue posible el andlisis de los resultados
electroquimicos obtenidos en este trabagjo. Nota: en esos primeros

experimentos se uftilizaba electrodos de alambre de Au.

e Caracterizacion del MOSFET BSS138 por voltaje en compuerta

VGS

Para definir el comportamiento del MOSFET BSS138 se realizaron andlisis
de la respuesta en corriente aplicando diferentes tamanos de pulsos de
corriente alterna con diferente valor de pico a pico, se pudieron observar

los siguientes resultados de la Tabla 3.1:
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Tabla 3.1 Variaciones de corriente del MOSFET BSS138 por pequenos

incrementos de Voltaje aplicados a la compuerta

Vpp / mV I/ A

8 50.6
6 35
3 18.8
2 9.1
1 3.9
0.25 2.1

Estos valores reflejan grandes cambios en corriente a partir de
pequenos incrementos de voltaje, de esta manera se obtuvo un incremento
de 4.55uA por mV, el cambio en corriente es suficiente para amplificarse, lo
que lo hace adecuado en el diseno de un genosensor con el fransductor
MOSFET BSS138.

e Caracterizacién del MOSFET BSS138 por la resistencia de carga

Oftro tipo de caracterizacion que se realizd en el MOSFET fue aplicar
VPD al fransistor variando los valores de la resistencia de carga (Figura 3.18),
ésto con la finalidad de observar su comportamiento respecto ala variacion
de corriente Ips al modificar esa resistencia con valores de: 1kQ, 2KQ, 5KQ,
10KQ Y 20KQ. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.19 donde
el pardmetro de voltaje Vgs fue de OV a 1.40V vy el voltaje Vpp se mantuvo

constante (5V).
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Figura 3.18 Resistencia de carga del circuito del MOSFET.
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Figura 3.19 VPD del MOSFET BSS138 a diferentes valores de resistencia

de carga.

En la Figura 3.19 se puede observar que el MOSFET también tiene una

respuesta diferente para cada valor de resistencia de carga.
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Asimismo, se observa que la respuesta del tfransistor requiere menor
potencial para obtener su pico mdéximo de variacidon de corriente, pero
limitando el flujo de corriente (pico mds pequeno). De igual forma se puede
visualizar que para valores de resistencia de carga mas pequeno el pico de
corriente es mayor, pero se requeriria de mayor cantidad de potencial para
activarse. De esta manera se concluyd que el valor de resistencia de carga
para este frabajo no debe ser menor a 10kQ, pues resulta ser una resistencia
gue aparte de brindar una buena corriente, es un valor estdndar en la
electréonica para varios circuitos electronicos, ésto porque no es un valor tan
grande como para asimilar un circuito abierto, ni tampoco es un valor muy
pequeno para asimilar un corto circuito. De manera que asi, la resistencia

de carga que se definid para ser aplicada en este trabajo fue de 10kQ.

e Caracterizacion del MOSFET BSS138 para estabilizacién de

potencial

Una de las caracterizaciones mds importantes sobre el MOSFET para
este frabajo es la asociada con la estabilizacion de potencial, el cual se
describe acontinuacion; el detalle de la estabilizacion de potencial. Este es
punto importarte para el sensado electroquimico del VPH-16cd ya que por
VL o VPD, se obtenian valores diferentes en cada prueba (Figura 3.20), al
realizar una serie de pruebas los resultados eran muy variables (baja

reproducibilidad) a pesar de ser la misma.
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Figura 3.20 Discrepancia de las VL's de una misma prueba con el

BSS138.

Este tipo de resultados al tener tantas variaciones para cada prueba
dificultaba la posibilidad de definir la diferencia de potencial para cada
evento al que se somete al electrodo impreso (depdsito e hibridacion).

Para solucionar este problema, el MOSFET, tanto como las soluciones
guimicas empleadas, fueron sometidos a diferentes experimentos de los
cuales se pudo observar que la velocidad de barrido juega un papel muy
importante en la caracterizacion del MOSFET. Aqui, se debe recordar que el
ADN se adsorbe fisicamente sobre la superficie de Au por lo que este
fendbmeno puede comportarse de forma similiar al de un capacitor
eléctrico, es decir, como un elemento de almacenamiento de potencial.
De esta manera, el potencial va disminuyendo con el paso del tiempo vy, en
consecuencia, se propicia un desplazamiento del potencial como se

observa en las curvas de la Figura 3.20.
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No obstante, el aumento de la velocidad de barrido en las VL y VPD

practicamente disipd este fendmeno (Figura 3.21).

Lrear Sweep \VotammeTy

/f

LS |

zoom > /

42034 —lv.f‘.";/ //‘:
/#

(Vv et

0SOLO-LENG-AS DTA o CURVE (ABRAMAM-10-SE7-15.0)

DSOLO-LENG-Au2 DTA -+~ CURVE {ABRAMAL 10-SEP.15.0

& CURVE (ASRANHAM-10.SER1

* CURVE (ABRAMAN.1G.5LP.1

Figura 3.21 Similitud de las VL's en una misma prueba con el BSS138.

3.2.3.3. TOPOLOGIA ELECTRICA EGFET

La etapa de transduccién de la informacién bioldgica (en este caso
potencial del ADN) a una informaciéon eléctrica cuantificable se realizd
mediante el uso de EGFET. El esquema del EGFET aplicado en este frabajo
se puede ver en |la Figura 3.22. Donde podemos observar que la compuerta
del MOSFET BSS138 estd conectada mediante un cable ala superficie de Au
modificado con VPH-16 (siendo asi esta su compuerta extendida), de
manera que la hibridacién no se realizé6 directamente en la compuerta del

dispositivo, a diferencia del ISFET.
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Este método de transduccion EGFET nos brindd ventajas en la
realizacion de este trabajo, como realizar la deteccion electroquimica sobre
una superficie de Au en la que el grupo de trabajo tiene experiencia para
la inmovilizacion de ADN, de esta forma se ahorrd tiempo. Por otro lado, el
costo, un MOSFET BSS138 tiene un precio cercano alos $3.00 pesos en tanto

un ISFET tiene un precio superior a los $4,000.00 pesos.
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Figura 3.22 Esquema del EGFET con compuerta extendida de Au sobre
el MOSFET BSS138.

La tfopologia eléctrica empleada para el sensado a partir del esquema
anterior del EGFET, involucra al electrodo impreso de Au modificado con la
sonda VPH-16cs conectado en serie a una fuente de voltaje contfrolada, el
transistor BSS138 como medio de transduccién EGFET; cuya finalidad sea la
de fransmitir el cambio de potencial generado a partir de la hibridacién
entre VPH-16cs y VPH-1é6cc, el flujo de corriente Ips enfre las terminales
drenador vy surtidor producido por el aumento de potencial de la
hibridaciéon, es analizado por medio del potenciostato (nuestro sistema
electronico). El adaptador USB lo utilizamos como conector entre el

electrodo impreso y los demds elementos eléctricos.
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El circuito se muestra en la Figura 3.23. siendo este el circuito final

empleado para el andlisis electroquimico utilizado en este frabajo.
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Figura 3.23 Esquema de Conexion eléctrica utilizado para el sensado
de ADN basado en EGFET.

3.3. RESULTADOS DE LA DETECCION
ELECTROQUIMICA DEL VPH-16

Las siguientes grdficas corresponden a todos los resulfados obtenidos
mediante la metodologia anteriormente expuesta para la deteccion
electroquimica por VPD del VPH-16.

En la Figura 3.24 se presentan las curvas de Nyquist de la técnica EIE,
que se obfienen mediante la tecnica EIE y que hemos utilizado en este
trabajo para comprobar los eventos de depdsito e hibridacion de Ias sondas
VPH16csy VPH16cd, respectivamente sobre el electrodo impreso de Au. Las
curvas indican un aumento de resistencia de transferencia de carga Ric al

modificar el electrodo de Au con VPH-16cs y su hibridacion.
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AQui, se puede apreciar que efectivamente cuando el electrodo se
encuenfra en la etapa de hibridacidon se presenta una Ric mayor en
comparacion con el electrodo correspondiente a la inmovilizacion del VPH-
16 o al electrodo de Au sdlo, pues la hibridacion es el evento donde se refleja
mads ese aumento de resistencia por la doble cadena de ADN. Este resultado
sustenta que los demds andlisis de deteccidon serdn efectivamente sobre la
hibridacion de ADN del VPH-16.
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Figura 3.24 Grdficos de Nyquist del cambio de impedancia para la
relacién de la transferencia electrénica en un electrodo de Au con cadena
sencilla (VPH-1écs) e hibridacion (VPH-1écd) en una solucién Ki[Fe(CN)s] /

Ka[Fe(CN)s] 2 mM.

La deteccidén tradicional utilizando EGFET consiste en la identificacion
de las variaciones de respuesta del FET en su estado de conduccidn,

empleando voltamperometria lineal (VL).
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El aumento de carga electrostatica del electrodo de oro modificado
con ADN produce un desplazamiento en la respuesta de conduccion del
FET enlas VL, lo que se puede traducir como la presencia y deteccidon de las
sondas de VPH-16, se realizaron los experimentos por VL y se obtuvieron los
siguientes resultados que se presentan en la Figura 3.25. Asi fue posible
desde este punto obtener un resultado favorable de nuestré método de

deteccidon como los comunmente obtenidos mediante EGFET con VL.

— Electrodo de Oro
600 e VPH-16 CS
e VPH-16 cd
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EIV
Figura 3.25 VL de la respuesta de conduccion del Transistor BSS138 en
un electrodo de Au con: Cadena sencilla (VPH-16 cs) e hibridacién (VPH-16

cd) y electrodo de Au.

En el andlisis por VL, se fija una corriente arbifraria y se miden los
potenciales correspondientes a esa corriente en cada voltamperograma
para posteriormente evaluar las diferencias de potencial entre los
voltamperogramas. Sin embargo, las diferencias de potencial obtenidas

dependen de la corriente seleccionada.
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En este trabajo con el fin de obtener una diferencia mdxima entre los
potenciales de los voltamperogramas, se empled VPD para calcular las
diferencias de potencial a partir de los picos de los voltamperogramas
diferenciales, lo que permite una manera adecuada y no arbitraria de
sensar el evento de hibridacion del ADN de VPH-16. La comparacion de
estos dos métodos de andlisis se puede observar en la Figura 3.26 para un
electrodo de Au con VPH-16cs inmobilizado a partir de una solucion 5uM y
una concentracion de VPH-16cc 40nM. La curva VPD muestra una
diferencia de potencial de 65 mV correspondiente a la hibridacion de VPH-

16 obtenida a partir de los picos de corriente maxima.
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08 1.0 12 14 08 09 10 11 12 13
E/V E/V

Figura 3.26 a)VL y b)VPD del Transistor BSS138 en un elecirodo de Au
con: Cadena sencilla (VPH-16 cs) C. 5uM, e hibridacion (VPH-16 cd) C.40nM.

Se puede observar que al aplicar VPD a cada evento en el que se
somete el electrodo, ya sea inmovilizacion o hibridacion, se puede obtener
especificamente y de manera mds precisa el voltaje donde ocurre la

mMAxima variacion de corriente,
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identificando sélo los picos de corriente de cada VPD, y realizando la resta
de los potenciales correspondientes para asi obtener la diferencia de
potencial resultante. A diferencia de las graficas de VL donde no se puede
definir facilmente un punto en comun entre las VLs de depdsito e hibridacion
para determinar la diferencia de potencial a menos que a un criterio
personal defina una corriente constante y asi obtenga la diferencia de los
potenciales correspondientes a dicha corriente. Cabe resaltar que las VPD

y VL son aplicadas exactamente al mismo depdsito e hibridacion.

Para determinar el limite de deteccion de VPH-16 con la técnica EGFET,
se analizaron los cambios de potencial entre la respuesta de oligonucleotido
VPH-16cs y su hibridacion, variando la concentracion de VPH-16cc de 20 nM
a 100 nM, con incrementos de 2 nM. La Figura 3.27 muestra la respuesta del
cambio de potencial en los méximos de las curvas VPD para dos diferentes

concenfraciones de VPH-16cc.
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Figura 3.27 Comparacion de los voltamperogramas de VPD a

concentraciones de 40nM y 100Nm VPH-1écc
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Se puede observar que el método es sensible a cambios de
concentracion de la cadena complementaria. Variando la concentracion
de VPH-1écc, fue posible obtener la curva de calibracion que se presenta
en la Figura 3.28. En esta grdfica, es posible observar un incremento en los
cambios de potencial al incrementar la concentracion de VPH-16cc desde
20nM hasta 60nM, y se identifica una saturacion en la deteccidon del ADN
complementario a concentraciones mayores a 60nM. A partir de estos datos
pudo determinarse tedricamente mediante métodos estadisticos un limite

de deteccidon de 3nM con el genosensor propuesto.
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Figura 3.28 Curva de calibracion del genosensor propuesto a

concentraciones de VPH-1é6cc de 20nM a 100nM
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Asi mismo se presenta en la Figura 3.29, la curva de calibracién
logaritmica del genosensor propuesto, para observar en un rango mas
amplio la linealidad de los resultados entre la concentracion de VPH-16cc y

el cambio en voltgje relativo.
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Figura 3.29 Curva de calibracién Logaritmica del genosensor

propuesto a concentraciones de VPH-16cc de 20nM a 100nM

Desde el punto de vista analitico este limite de deteccion se puede
considerar relativamente sensible, pues el limite de deteccion obtenido por
los métodos con etiquetado fue de 280 pM. Sin embargo, se considera que
el método de sensado por EGFETs puede ser optimizado para obtener limites
de deteccidon mds bajos que los reportados en este trabaijo.

En su conjunto estos resultados son la base para proponer una
arquitectura elecrénica mds simple vy sin etiquetado a diferencia de las ya

investigadas por el equipo de trabajo.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, la hipotesis generada para este
trabajo se acepta. Pues el andlisis electroquimico mediante VPD del sistema
basado en un EGFET como medio de transduccidon acoplado a un electrodo
impreso de Au modificado con una sonda de oligonucledtidos especifica
para la deteccion del VPH16 mostré un desempeno adecuado que permitio
la deteccidon del evento de hibridacion bajo condiciones ideales.

Asi mismo se cubrieron todos los objetivos planteados en este tfrabajo.
Se verific la viabilidad de los EGFET en la deteccidn electroquimica del VPH-
16 por la hibridacion de sus sondas sintéticas de ADN analizadas por |la
técnica VPD. Se analizé el estado del arte de los Transistores de Efecto de
Campo (FET) vy se conocieron las diferentes estrategias que se han
implementado a biosensores de ADN y se evalud el comportamiento de
operacion de los fransistores de efecto de campo de compuerta extendida
EGFET con el empleo de depdsitos bioldgicos de ADN como mecanismo de

iniciacion en la compuerta de dichos transistores.

Ademas se llegaron a las siguientes conclusiones:

Se comprobd que la técnica de VPD resulta ser mds conveniente que
la VL comunmente usada en sensores basados en FET para obtener la
diferencia entre los potenciales correspondientes a las corrientes mdximas
de VPH-16cs y VPH-16cd a partir de las curvas caracteristicas del EGFET.

Se utilizd y corrobord el método de depdsito e hibridaciéon de las sondas
VPH-16cs y VPH-16cc mediante trenes de pulsos eléctricos, el cual reduce el
tiempo de depdsito e hibridacién anteriormente utilizado en nuestro equipo

de frabagjo.
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Para el fransductor EGFET se selecciond un fransistor MOSFET de canall
N por su mejor respuesta en conduccion respecto del fransistor mas
empleado en publicaciones de este tipo, el CD4007UB.

La utilizacion de electrodos impresos de Au redujo la canfidad de
soluciones empleadas asi como el tiempo que se llevaba en el pulido de los
electrodos de alambre de Au utilizados anteriormente en nuestro equipo de

trabajo y aportan a un diseno futuro de genosensor portatil.

Bajo las condiciones empleadas, el sistema propuesto es adecuado
para la deteccidén electroquimica de ADN del VPH-16 mediante la
hibridacion de cadenas sintéticas del virus con el uso de EGFET como
transductor. El limite de deteccion obtenido fue de 3 nM de VPH-16cc, lo
que significa la viablilidad de construccion de un genosensor electroquimico
para la deteccion de VPH-16 basado en transistores de efecto de campo

con compuerta extendida.
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4.1. PERSPECTIVAYY TRABAJO FUTURO

A pesar de la viabilidad del método propuesto, aun falta optimizarlo,
pues el empleo del marcador redox, el par Kz[Fe(CN)¢] / Ka[Fe(CN)¢], en la
fase de verificacion por EIE de cada evento biolégico sobre el Au, causaba
efectos eléctricos en el MOSFET, pues modificaba la polaridad del electrodo,
cambiando la direccién de las VPD y VL.

Se puede ademds implementar un fransistor MOSFET aun mejor, tanto
en respuesta como en diseno, pues el MOSFET BSS138 resultdé ser demasiado
delicado a temperatura (con el simple hecho de soldarlo) o por efectos
eléctricos se danaba y dejaba de funcionar correctamente.

Hay que buscar la manera de reutilizar los electrodos impresos pues sélo
se realizd una prueba por cada electrodo, debido a que no se pueden pulir.
La desnaturalizacion del ADN podria ser una opcion viable a este problema
pero falta investigar y experimentar mdas sobre ello.

El mejoramiento a estos puntos beneficiard directamente en la
continuacion del poyecto de este trabajo; el diseno y construccion del
genosensor potenciométrico para la deteccion de VPH-16.

Con los resultados obtenidos se puede proponer la construccion de
ISFET con configuraciones mds accesibles como por ejemplo ISFETs basados
en materiales orgdnicos podria ser una opcidon para futuras investigaciones
que enriquezcan este frabagjo.

Valdria la pena incluir mds fipos de caracterizaciones no soélo
electronicas, sino también fisicoquimicas, microscopicas, espectroscopicas,
etc. para tener un conocimiento mas claro de los que ocurren en la

inmovilizacion.
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