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Resumen.

El interés por el empleo de nanoparticulas (NPs) metdlicas como marcas en
inmunosensores electroquimicos, ha experimentado un gran crecimiento en los Ultimos afios,
debido principalmente a sus propiedades electroactivas/electrocataliticas y a su
biocompatibilidad. Ademas, cabe destacar que elempleode NPs, presenta unaserie de ventajas
frente al uso de enzimas, las marcas tradicionalmente usadas en inmunosensores
electroquimicos: sintesis mas econdmica, mayor estabilidad y deteccion mas sencilla, entre
otras. Esto ha dado lugar a multiples aplicaciones en diversos campos de investigacién, como el
diagndstico clinico y el control medioambientaly alimentario. Sin embargo, la mayor limitacién
de estos sistemas inmunosensores radica en la necesidad de medios acidos/oxidantes para la
deteccion de lamayoria de las NPs metalicas utilizadas como marca. Esto hahecho que se hayan
propuesto recientemente nuevas estrategias de deteccion de NPs, basadas en sus propiedades
electrocataliticas sobre reacciones que tienen lugar a pH neutro, como la reaccién de oxidacion

delagua (WOR).

En particular, las nanoparticulas de paladio (PdNPs), son conocidas por propiedades que
permiten su uso como agentes fototérmicos, agentes fotoacusticos y portadores de farmacos.
Sin embargo, su gran potencial relacionado con propiedades electrocataliticas ha sido poco

estudiado para su uso como marcas eninmunosensores electroquimicos.

En este contexto, el presente trabajo se centraen la sintesis y caracterizacién de PANPsy
el estudio de sus propiedades electrocataliticas sobre la reaccién de reduccién del oxigeno
(ORR). Esta reaccion tiene lugar a pH neutro, lo que permite la determinacion de las NPs en el

mismo medio en el que ocurre la reaccién inmunoldgica.

La sintesis de PdNPs se llevd a cabo por reduccidn de una sal de paladio por accién de
etanol, empleando Polivinilpirrolidona (PVP) como agente estabilizante. Las NPs obtenidas se
caracterizaron por microscopia electrénica e ICP-MS, observando suspensiones estables de NPs
con un tamafo medio entre 2.5y 4 nm, con un contenido en paladio de 2.87 mM. Su actividad
electrocatalitica sobre la ORR se evalud por voltamperometria ciclica y cronoamperometria,
siendo esta ultima técnica la utilizada para las medidas cuantitativas. El método optimizado
permite la determinacién de PdNPs en un intervalo de concentraciones comprendido entre

1x10* y 5x103 mM, con un limite de deteccién de 3x10°> mM.

La sencillez y sensibilidad del método propuesto, permite pensar en su aplicaciéon en

inmunosensores electroquimicos en los que se usen estas NPs como marca.



Este trabajo se enmarca en un proyecto de investigacion en marcha en el Grupo de
Nanobioanalisis de la Universidad de Oviedo, financiado por el Ministerio de Economia y
Competitividad, cuyo objetivo final es el desarrollo de biosensores electroquimicos basados en

nanomateriales para el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer.
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Tabla de abreviaturas.

Abreviatura

Ac
Ag
AB
ALP
ASV
CA
cv
DFT
EA
GOx
HOR
HRP
ICP-MS
LCR
LOD
MOFs
NF
NIH
NPs
OMS
ORR
PBS
PVP
QM
QDs
SPCEs
SPR
TEM
WOR

Nombre completo
Anticuerpo
Antigeno
B -amiloide
Fosfatasaalcalina
Voltamperometria de redisolucién anddica.
Cronoamperometria
Voltamperometria ciclica
Demencia Frontotemporal
Enfermedad de Alzheimer
Glucosa oxidasa
Reaccion de oxidacion del hidrégeno.

Enzima peroxidasa de rabano picante

Espectrometria de masas con plasmaacoplado inductivamente

Liquido Cefalorraquideo
Limite de deteccion
Compuestos metal-organicos
Neurofilamento
National Institute of Health
Nanoparticulas
Organizacién Mundial de la Salud
Reaccién de reducciéon del oxigeno
Bufferfosfatosalino
Polivinilpirrolidona
Microbalanza de cristal de cuarzo
Quantum Dots
Electrodos serigrafiados de carbono
Plasmdn de resonancia superficial
Microscopio de transmisién de electrones

Reaccidon de oxidacidon delagua



1. Introduccion.

1.1 Inmunosensores: ventajas respecto a otro tipo de inmunoensayos.

Un inmunosensor es un tipo de biosensor que utiliza la reaccidn inmunoldgica, es decir,
una reaccion de afinidad entre antigeno y anticuerpo, como reaccién de reconocimiento
molecular. En este tipo de biosensores, uno de los reactivos que participa en la reaccidn
inmunoldgica, es decir, el antigeno (Ag) o el anticuerpo (Ac), es inmovilizado sobre la fase
sensoraque se encuentrasituada enla superficie de un transductor, teniendo un buen control
de la orientacién, cantidad y actividad de la biomolécula que se inmoviliza. De este modo, se
minimizan los problemas de adsorciones inespecificas, lo que favorece que la reaccidon

inmunoldgica tengalugar de maneraselectiva.

La principal diferencia con los inmunoensayos cldsicos radica en que en éstos, la reaccién
inmunoldgica tiene lugar sobre una superficie sélida, como porejemplo, elfondode untubo de
ensayo o una placa multipocillo!, mientras que en los inmunosensores estareaccion tiene lugar
enla superficie de untransductor (en la capa selectiva), lo que permite detectary cuantificar de
manera directa el antigeno o anticuerpo objeto de estudio. Los inmunosensores, por tanto,
resultan ser, dispositivos faciles de utilizar, de automatizar, de miniaturizar y que tienen la
capacidad de emplearse donde se requierarealizar un analisis en tiempo real. Esto solventalas
principales desventajas de los inmunoensayos clasicos.? Actualmente, el término
“inmunoensayo” se emplea parareferirse a pruebas basadas en inmunoreaccién, mientras que

el término “inmunosensor” se empela para describir el dispositivo completo de anilisis .2

1.2 Inmunosensores electroquimicos: Ventajas respecto a otro tipo de deteccién.

Los inmunosensores se pueden clasificar en funcién de la naturaleza del transductor
empleado, es decir, en funcidn deltipo de sefialanalitica generadaen el momentoenelque se
produce la reaccién de reconocimiento molecular. Existen cuatro tipos de inmunosensores, en

base al criterio de clasificacion mencionado:*

= Electroquimicos
En este tipo de inmunosensores, el transductor mide un cambio electroquimico que tiene
lugar como consecuencia de la reaccién inmunoldgica. Dicho cambio, es proporcional a la
concentracion del analito que se quiera determinar. Los principales transductores
electroquimicos son los amperométricos, potenciométricos, conductimétricos e

impedimétricos.



= Opticos.
En este tipo de inmunosensores, la deteccidn de lareaccién entre elantigenoy el anticuerpo
se produce a través de una sefial dptica que se genera al producirse la reaccidn
inmunoldgica, o bien mediante un cambio en las propiedades dpticas del medio (cambioen
el indice de refraccién), al formarse elcomplejo antigeno-anticuerpo.

= Piezoeléctricos
La sefial se detecta al producirse un cambio de masa que tiene lugar cuando sucede la
reaccidon inmunoldgica, es decir, al formarse el complejo antigeno-anticuerpo.

=  Térmicos
La reaccidon inmunoldgica se detecta al medirse cambios de temperatura, como resultado

de la reaccion inmunoldgica. En la actualidad, estosinmunosensores estan en desuso.®

El papel de los inmunosensores electroquimicos como dispositivos de andlisis en
diferentes sectores, como la agricultura, alimentacidn, andlisis cinicos, control de calidad,
analisis medioambiental e industrial, ha aumentado notablemente en los uUltimos anos. Esto es
debido a las ventajas que este tipo de inmunosensores presentan frente alos basados en otro
tipo de deteccion: bajo coste, elevada sensibilidad, miniaturizacion, automatizacion, no

requieren grandes volimenes para elanalisis, portabilidad, etc.®’

1.2.1 Marcas enzimaticas: limitaciones.

El formato de inmunoensayo empleado, para llevar a cabo la deteccidén de la reaccion
inmunoldgica puede ser directo o indirecto. Los inmunosensores con deteccidon directa
(inmunosensores 6pticos basados en el fendmeno de resonancia de plasmdnde superficie (SPR),
inmunosensor de microbalanza de cristal de cuarzo (QCM), inmunosensores de impedancias,
etc.) son mas simples gque los inmunosensores con deteccion indirecta, debido a que no
requieren de ninguna molécula indicadora para detectar la interacciéon entre antigeno y
anticuerpo. La reaccidon inmunoldgica se detecta midiendo los cambios fisicos que tienen lugar
al formarse el complejo antigeno-anticuerpo en la superficie de la fase sensora. Sin embargo,
tienen unamenor sensibilidad. Porotro lado, en los inmunosensores con deteccion indirecta, se
combina un reactivo que actla como marca con el anticuerpo o antigeno de interés, parallevar
a cabo su deteccion y cuantificacidon; en ocasiones se requiere del empleo de anticuerpos
secundarios marcados, para llevar a cabo las medidas analiticas. En este tipo de
inmunosensores, la sefial que se mide es generada a partir de la marca, que se encuentra
combinada con alguno de los reactivos inmunoldgicos, permitiendo una deteccidn altamente

sensible y versatil del analito de interés.®® Existen diversos reactivos que actian como marcas,



de entre los que destacan: radioisétopos, enzimas, fluoréforos, moléculas quimioluminiscentes,
moléculas electroactivas y nanoparticulas (tabla 1).

Tabla 1. Marcadores empleados en inmunoensayos y en inmunosensores.

Tipo de marcador Ejemplos mas comunes de los marcadores
Radioisétopos 14C, 3H, 32P, 12°1,57Co
Peroxidasa de rabano picante (HRP), fosfatasa
Enzimas
alcalina (ALP), glucosa oxidasa (GOx)
Fluoréforos Fluoresceina, derivados de cianina
Moléculas quimioluminiscentes Luminoly derivados
Moléculas electroactivas Ferroceno, azul de metileno, metales (Au3*)
Nanoparticulas Metdlicas (AuNP; AgNP), semiconductores (QDs)

En losinmunosensores electroquimicos, los reactivos mas cominmente empleados como
marcas son las enzimas. Sin embargo, las enzimas naturales tienen limitaciones intrinsecas, que
dificultan su empleo como marcas: baja estabilidad térmica y ambiental debido a Ila
desnaturalizacion, baja conductividad, sintesis y purificaciones costosas y complicadas, ademas
de la necesidad de condiciones estrictas para mantener la actividad enzimatica. Esta serie de
deficiencias en el empleo de las enzimas como marcas han promovido su sustitucién, en los
ultimos afios, por diferentes nanomateriales. Los nanomateriales mas empleados como

marcadores, en reacciones de reconocimiento molecular, son las nanoparticulas.®

1.2.2 Uso de nanoparticulas como marcas: limitaciones de los métodos

tradicionales de deteccion.

Los recientes avances en nanotecnologia, como, por ejemplo, la fabricacion de
nanoparticulas (NPs) con propiedades fisicoquimicas muy especificas, se han traducido en el
disefio de inmunosensores mejorados. Estos inmunosensores combinan la especificidad y
versatilidad de los anticuerpos (y derivados) con la explotacién de las propiedades intrinsecas
de las NPs. Ademas de las NPs existen otra serie de nanomateriales, que se pueden emplear,
bien para modificar la superficie de los transductores, o bien como marcadores en diferentes
reacciones de reconocimiento molecular. De acuerdo con su estructura, los nanomateriales
pueden ser, de dimensidon 0 (0OD) (Quantum dots (QDs), nanoclusters, NPs, fullerenos), 1D
(nanotubos de carbono, nano-agujas), 2D (ldminas de grafeno (GS), peliculas de oro nanoporoso

(NPG))y 3D (Metal-organicframeworks (MOFs)).



En el caso de los inmunosensores electroquimicos, las aplicaciones de los nanomateriales

se dividen en dos categorias, en funcion del papelque ejerzan:!?

1)

Los nanomateriales pueden modificar la superficie de los transductores electroquimicos
para i) mejorar sus propiedades electroquimicas: disminuir la corriente de fondo,
mejorarlarelacion sefial/ruidoy aumentarlavelocidad de latransferencia de electrones
y i) facilitar la inmovilizacién de los reactivos inmunoldgicos (anticuerpos o antigenos),
ya que mejoran la capacidad de adsorcién de las moléculas. De todo el conjunto de
nanomateriales, uno de los mas publicados en la literatura para la produccidon de
inmunosensores son los nanotubos de carbono, de pared simple (CNTs) o multicapa
(MWCNTs), inmovilizdndose directamente sobre la superficie del transductor. Se
emplean habitualmente parala modificacidn de los electrodos.

Los nanomateriales, sobre todo las NPs, se conjugan con los reactivos inmunolégicos
actuando como marca en las reacciones entre antigeno y anticuerpo. El empleo de
nanomateriales como marcas de la reaccién inmunoldgica resulta un avance hacia el
desarrollo de inmunosensores electroquimicos ultrasensibles. Los reactivos
inmunoldgicos marcados con nanomateriales pueden conservar su bioactividad e

interactuar con sus contrapartes.

Aunque el presente trabajo se centra mayormente en los inmunosensores

electroquimicos, el empleo de nanomateriales se encuentra extendido a otros tipos de

biosensores.

Las NPs son nanomateriales OD y son el tipo de nanomateriales mas empleados como

marcas en inmunosensores. Existen diferentes tipos de NPs,!*!3 siendo las mas utilizadas en

inmunosensores los Quantum Dots y las NPs metalicas:

Los Quantum Dots (QDs) son NPs semiconductoras, formadas por elementos de los
grupos II-VI O 1lI-V de la tabla peridédica. Poseen diferentes propiedades dptico-
electrénicas dependiendo de sutamafiio. En elcampo de los inmunosensores, se suelen
emplear como marcadores que generan una sefial dptica debido a sus propiedades
fluorescentes. Una ventaja significativa del empleo de Quantum Dots frente a las
técnicas tradicionales de fluorescencia, es que éstos poseen propiedades fluorescentes,
lo que los convierte en un sistema atractivo de deteccién en el campo diagndstico-
terapéutico. Sus propiedades electroactivas también se han explotado en el desarrollo

de inmunosensores electroquimicos.
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= Las NPs metdlicas juegan un papel importante en la fabricacion de biosensores
electroquimicos. Las propiedades de las NPs varian en funciéon de su composiciéon
(metales nobles, aleaciones de metales nobles o de éxidos metalicos) y su morfologia.
Las nanoparticulas mdas empleadas en inmunosensores electroquimicos son las de
metales nobles (AuNPs, AgNPs, PANPs, PtNPs...) debido a sus propiedades electroactivas
y electrocataliticas y a su biocompatibilidad. Las NPs de 6xidos metalicos (Cu,0, Fe;0,..),
aun teniendo un menor rendimiento electrocatalitico, también se emplean en este

campo, ya que su uso reduce el coste de la deteccion.

En general, el empleo de NPs metalicas en la fabricacion de inmunosensores
electroquimicos proporciona una amplificacion de la sefial y excelentes efectos

electrocataliticos, lo que da lugar a una mejorade la sensibilidad del ensayo.

Quizas el aspecto mas relevante a destacar es que el empleo de las NPs como marca en
inmunosensores electroquimicos presenta una serie de ventajas frente al uso de enzimas. Las

principales ventajas son:

- Obtencién mas sencilla y generalmente mas econdmica.

- Mayorestabilidad.

- Deteccidon mas sencilla, sin necesidad de condiciones tan restrictivas como las
enzimas.

- Posibilidad de multideteccion.

Ademas de en el campo de los inmunosensores, las NPs son de gran interés en diversos
campos de investigacidny de aplicaciéon, entre los que se encuentran labiomedicina, laindustria

farmacéutica, la electrdnica, el medio ambiente, etc.**

Es de gran relevancia destacar que los métodos tradicionales de deteccidn electroquimica
de las NPs se basan en su descomposicion en medios acidos/oxidantes agresivos, seguidode la
deteccion de los iones generados mediante voltamperometria de redisolucidon anddica (ASV). A
pesar de la elevada sensibilidad de la deteccidn mediante ASV de los iones resultantes de la
descomposicidn de las NPs, la necesidad de emplear reactivos peligrosos en este proceso ha
limitado su aplicacidn préctica eninmunosensores, como unaalternativa a los inmunosensores

tradicionales basados en marcas enzimaticas.
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1.2.3 Propiedades de las nanoparticulas de paladio (PdNPs): Efecto catalitico

sobre la reaccidn de reduccion del oxigeno (ORR).

A principios del siglo XXI, se expusieron diversos estudios que detallaban la estructura
electrénica de los atomos de paladio, de los nanoclusters de paladio, asi como de las
nanoparticulas de paladio (PdNPs), a partir de los que se logré una nueva comprension de la

actividad catalitica selectiva de este metal noble.

El paladio, cuyo simbolo representativo es Pd, es un elemento quimico de niumero
atémico 46 situado en el grupo 10 de la tabla periddica de los elementos. Su configuracion
electrdnica en las capas de electrones mas externas (Pd 4d*°,5s°) resulta ser muy diferente en
comparacion con las de los otros miembros delgrupo 10 (Ni; 3d® 4s?; Pt 5d° 6s' y Ds 6d° 7s o 6d®
7s2). Ademas, es un metal de transicién que forma parte de un grupo de elementos con
propiedades fisicas y quimicas similares que se denomina grupo del platino, cuya densidad y

punto de fusion es inferior que la del resto de los elementos delgrupo.®®

El elevado precio del paladio restringe su aplicacidn a gran escala. Aun siendo un material
con notables propiedades cataliticas, mecdanicasy electrdnicas, los nanomateriales de paladio y
los nanomateriales de aleaciones de Pd, han adquirido un gran interés principalmente a partir
de la dltima década. En estos ultimos afos, se han empleado en una serie de aplicaciones que
incluyen el aprovechamiento de las propiedad cataliticas del paladio sobre la formacién de
enlaces carbono-carbono, la hidrogenacién y la oxidacidn, para la fabricacién de productos
farmacéuticos, el procesamiento de contaminantes ambientales y el control de emisiones,
ademas de componer equipos eléctricos y actuar como reactivos de deteccién de diversos

analitos en sensores.

Las PdNPs poseen excelentes propiedades fisicoquimicas, como son su elevada
estabilidad térmica, gran estabilidad quimica y notable actividad fotocatalitica, ademas de
grandes propiedades electrénicas, fisicas, mecdnicas y épticas. Asimismo, las PANPs se pueden

obtenercon diversas formasy tamafos.

Las investigaciones realizadas han demostrado que las PdNPs tienen un potencial
extraordinario como  agentes fototérmicos, agentes fotoacusticos, agentes
antimicrobianos/antitumorales, para ser portadores de farmacos, portadores de genesy para

actuar como reactivos de deteccidén en biosensores.

Una de las principales propiedades de las PANPs esta relacionada con su efecto catalitico

sobre la reacciéon de reduccién del oxigeno (ORR), que se describe en la Ecuacién 1:Y7
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0, + 4H* + 4e~ 2 2H,0 (Ecuacion 1)

Esta reacciéon desempefia un papel importante en los dispositivos de conversién de
energia, tales como las pilas de combustible de membrana de intercambio de protones
(PEMFCs) y las baterias metal-aire.® Lacomprensidn, a nivelatdmico, delmecanismo de la ORR
se encuentraaun en sus primeras etapas, debido a la elevada complejidad de su cinética. *° Las

diferentes hipdtesis sobre elmecanismo de la electroreduccidon del oxigeno son las siguientes:

1. Reduccién “directa” a H,0 ( en medios acidos) o a OH" (en medios alcalinos). Ambas
reduccionesrequieren de 4electrones.

Unareduccién del O, a H,0,, lo que implica dos electrones.

Unavia en “serie” que implica unareduccién con 2 y 4 electrones.

Unacombinaciéon de las anteriores vias.

A T N

Unaruta “interactiva” que incluye la difusidon de especies de unaruta “enserie” auna

ruta “directa”.

6. Un mecanismo asociativo que implica la absorcién de O, moleculary la transferencia
directa un protén/electrén adicha especiey a OOH, que se descomponeenOy OH".

7. Un mecanismo disociativo que implica la division del enlace O-O en O, y la

hidrogenacién de O atdmico a OH y H,0.

La ORR tiene cinética lenta debido a la dificultad de la activacién del O,, de la ruptura del
enlace O-O y de la eliminacién del éxido, por lo que se han hecho muchos esfuerzos para
producir catalizadores activos que aceleren la velocidad a la que ocurren dichas reacciones. 19
Generalmente se han empleado como catalizadores de la reaccién de reduccién de oxigeno los
materiales de platino (Pt) o materiales bastados en este metal. Sin embargo, los materiales
basados en Pt tienen unaserie de inconvenientes, como cinética de transferencia de electrones
lenta, suministro limitado y baja duracién. Para superar las limitaciones de emplear los
catalizadores de Pt para la reaccién de reduccidn del oxigeno, se han explorado diferentes
materiales como alternativa. Segun diversos estudios, el paladio (Pd) es una alternativa ideal al
Pt, yaque es mas tolerante almetano, se encuentra en abundancia en la naturaleza y tiene junto
al Pt una de las actividades electrocataliticas mds elevadas para la reaccidn de oxidacion del
hidrégeno (HOR) y para ORR. Por tanto, los nanomateriales de Pd, entre los que se encuentran

las PANPs, son excelentes catalizadores de la ORR.2% 21

Se han realizado otros estudios, a partir de los que se ha descubierto que la adicién de un

metal de transicién tempranaal Pd puede causar acortamiento de las distancias interatémicas
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Pd-Pd, dandolugara un cambio descendenteen la parte central de la banda d y a un cambio en
las estructuras electrénicas del Pd. Debido a estos cambios estructurales, laadsorcion del OH se
centraria en el segundo metal y la catdlisis de la reaccion ORR, empleando Pd, se volveria
comparable a la de Pt. Actualmente se siguen estudiando diversos aspectos de este proceso,
con el objeto de superar limitaciones relacionadas con la elevada temperatura necesaria para
que se produzca la transformacién estructural (> 500 °C), que conduce a la agregacion las

nanoparticulas.??

En definitiva, las excelentes propiedades de las PdNPs, recogidas a lo largo de este
apartado del trabajo, generan un gran interés en la aplicabilidad de dichas NPs en diversos

campos.

1.3 Demencia. Enfermedad de Alzheimer.

La demencia es un sindrome que implica un deterioro progresivo de la memoria y que
afecta también a una serie de habilidades cognitivas, como son, el lenguaje, la orientacidn, el
razonamiento, la atencién en algo concreto, etc. Ademas, en las personas con demencia, el
deterioro cognitivo suele ir acompafado de cambios en la personalidad. Hay varias causas de
demencias reversibles e irreversibles, siendo la enfermedad de Alzheimer (EA), la causa mas
comun de demencia (entre el 60 % y el 70% de los casos) en adultos pertenecientes ala tercera

edad.?®

La EA fue descrita por primera vezen 1906 por un psiquiatra y neurélogo aleman llamado
Alois Alzheimer. Actualmente se sabe que es unaformaagresiva de demencia que se manifiesta
con déficits en la memoria, en el lenguaje y con cambios en el comportamiento, ademas de
tratarse de un problema de salud publica muy importante ya que segun las estimaciones
realizadas porla Organizacién Mundial de la Salud (OMS), elnimero de personas afectadas por
Alzheimer se cuadriplicara en las préximas décadas, llegando a un total aproximado de 114

millones de pacientes en 2050.%*

Para realizar el diagndstico de la EA se elaborala historia clinica ya que se debe descartar
gue haya alguna causa medica de deterioro (hipotiroidismo, hipovitaminosis...), se realiza una
exploracidon neuroldgica y posteriormente, se evalla la memoria y otras funciones mentales.
Ademas, se realizan otras pruebas complementarias que permiten descartar otras causas de
demencia. Una vez realizadas todas las pruebas, se emite el diagndstico probable de la EA. A

pesar de todo, resulta complicado el diagndstico de la EA en estadios tempranos de la

enfermedad. Una deteccidn mas temprana, proporcionaria un aumento de las posibilidad de
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tratamiento de los enfermos de Alzheimer, pudiendo comenzar una terapia en una fase

tempranade evolucién de la enfermedad.?52%

Actualmente, las técnicas empleadas para el diagndstico de EA se basan en la
neuroimagen o la deteccidny cuantificacién de algunos biomarcadores relacionados con dicha
enfermedad. Sin embargo, aun no se tiene un conocimiento claro de la procedencia de la

enfermedad.

1.4 Enfermedad de Alzheimer: diagndéstico basado en deteccion de

biomarcadores. Ventajas y limitaciones.

En medicina, un biomarcador es una caracteristica somatica especifica a un cambio
biolégico medible que se encuentra relacionado con un estado de salud o enfermedad. En el
afio 2001, el National Institute of Health (NIH) con el propésito de delimitar las caracteristicas
que debia de reunir un biomarcador para ser definido como tal, establecié la definicién de
biomarcadorcomo “una caracteristica que es mediday evaluada como un indicador de procesos
biolégicos normales o patolégicos o de respuestas farmacoldgicas a una intervencion
terapéutica” y sefialaba que “los biomarcadores pueden ser una sustancia bioquimica a partir
de una muestra bioldgica, un registro o una prueba de imagen”. Por tanto, un biomarcador se
puede emplear para diagnosticar una enfermedad, para establecer su gravedad, para seguir su

progresidny para medirsu respuestafrente a diferentes tratamientos.?’

La mayoria de los estudios realizados de biomarcadores en demencia, estan enfocados en
el diagndstico de la EA. Dichos estudios, se realizan en generalen pacientes con un diagndstico
clinico probable de EA (DTA) y en un menor nimero de casos, se verifica la enfermedad
mediante autopsia. Existen diferentes biomarcadoresde EA, algunosde los cuales se encuentran
recogidos enla tabla 2 28, En esta tabla se distingue entre biomarcadores simples o complejos,
dependiendo de si es un compuesto Unico o involucra una serie de compuestos. Ademas, se
indica junto al biomarcador sus respectivos indices de sensibilidad y especificidad (definiéndose
sensibilidad como la proporcidn entre la Tasa de Verdadero Positivo, sobre el total de los
pacientes que tienen la enfermedad y especificidad como la proporciéon entre la Tasa de

Verdaderos Negativos, sobre eltotal de pacientes que notienen la enfermedad).
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Tabla 2. Clasificacion de algunos biomarcadores de EA en simples y complejos. Sensibilidad y

especificidad de dichos biomarcadores.

Sensibilidad Especifidad

Biomarcadores Presenciade APOE €4 65% 68%
simples Atrofia neuronal mediante VBM 94% 89%
Concentracionde AB;_4, enLCR 100% 94%
Concentracion de Tau Total en LCR 84% 94%
Concentracion de Tau Fosforilada en LCR 88% 97%
Proporcion de Tau Fosforiladay AB,, 88% 89%
Conectividad funcionalen DMN con indice 85% 77%
GDF mediante fMRI
Biomarcadores Niveles bajos de AB; _4,, niveles altos de 94% -
] proteinatau total y tau fosforiladaen LCR
complejos
Conc‘entrauon‘ de prgtemas en suc?ro 94% 849%
asociadas a inflamacidon, remodelacion
citoesquelética y sefializacion celular,
ademas de factores de crecimiento,
hormonas etc... en combinacién con
factores edad, sefio, afios de educaciéon y
genotipo ApoE.
Combinaciénen LCR de AB; _4; vy tau total 88% 89%

Los biomarcadores mas estudiados en el liquido cefalorraquideo (LCR), para el
diagnéstico de la EA, son los péptidos B-amiloide (AB) y la proteina tau.?° En el LCR de muchos
pacientes con EA se ha observado unadisminucion de los niveles de B-amiloide42y un aumento
en los niveles de la proteina tau fosforilada. Por otro lado, los niveles de proteina tau en la
demenciafrontotemporal (DFT) podrian estar disminuidos. Existen otros biomarcadores, como,
por ejemplo, los neurofilamentos (NF), cuya medicién en LCR resulta ttil para diferenciar la DFT
de la EA de inicio precoz, debidoa que los niveles de NF en DFT son superiores a los niveles de
NF en EA de inicio precoz. Ademas, la determinaciéon conjunta con los biomarcadores
previamente mencionados aumenta la precisidon del diagnéstico. La principal limitacién del
analisis de biomarcadores clasicos para el diagnéstico de la EA en LCR es su caracter invasivo y

su coste excesivo, lo que dificulta su aplicacién en la practica clinica.3°
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La sangre, a diferencia del LCR es un fluido mas accesible, que se puede obtener de
maneramenos invasiva y que se puede emplear como origen de potenciales biomarcadores de
diagndstico para la EA. Ademas, los biomarcadores sanguineos suponen un coste inferiory un
menor tiempo a la hora de obtener la muestra. Sin embargo, existen limitaciones en la
identificacién de biomarcadores sanguineos en la EA. Una de ellas estriba en que es una
enfermedad lentamente progresivay en la que no se conoce el grado de perdida de integridad
de la barrera hematoencefalica. Sin embargo, en algunos trabajos se ha descrito la existencia de
disfuncion de labarrerahematoencefalica en los pacientes con EA, lo queimplica un intercambio
de proteinas y otras moléculas entre el LCR y la sangre. Otra limitacidon es que la sangre es un
fluido complejoy por tanto son necesarios protocolos estandarizados para preparar la muestra

y su analisis.3?

Se han intentado identificar biomarcadores de la enfermedad amiloidea en sangre
periférica, debido a la creencia de que la amiloidogénesis es el principal motivo de la EA. Sin
embargo, debido a la influencia de multitud de factores, resulta imposible reproducir muchos
de los resultados, por lo que actualmente no se puede establecer un claro papel de AR como

biomarcador plasmatico.

La proteinatau plasmatica podriaser un marcador inespecifico de neurodegeneracion, al
observarse un incremento de sus niveles en pacientes con ictus isquémico, traumatismo
craneoencefalicoy prionopatias. Perola asociacién descrita entre los niveles de tau plasmatico
y la atrofia en regiones que se encuentran afectadas especificamente en EA permite plantear

dicha proteina como potencial marcador de cribado de EA precoz.

Ademads de los dos tipos de biomarcadoresya mencionados, los niveles de neurofilamento
ligero (NF-L), se encuentran elevados en pacientes con EAy DCLy se encuentran asociados con
el grado de deterioro cognitivo. Sin embargo, la elevacién de los niveles de NF-Len plasma, no
es especifica de la EA, ya que se detecta en otras enfermedades neurodegenerativas,

considerandose, mas bien, un biomarcador sanguineo de neurodegeneracion.

Porotro lado, se han descubierto unaserie de proteinasy genes directamente implicados
con la EA, que se han valorado como posibles biomarcadores. Estos, son conocidos como
biomarcadores genéticos y son marcadores de rasgo, es decir, marcadores que determinan el
padecimiento de un determinado trastorno, que aun en ausencia de sintomas e incluso antes
de que la enfermedad eclosione, identificarian al portador de dicha enfermedad, pero no de
estado (o de diagndstico), puesto que hay sujetos que presentan el biomarcador, pero no

padecen la enfermedad.®? Los marcadores genéticos mas exactos corresponden a las
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mutaciones en tres genes que causan EA familiar de inicio precoz: PS1 en el cromosoma 14, PS2
en el cromosoma 1 y PPA en el cromosoma 21. Pero carece de sentido su determinacion
sistematica debido a que solo unos cientos de familias en todo el mundo presentan estaforma
de EA. Sin embargo, existenunaserie de genes que actlan como factor de riesgo para presentar
EA. El mas estudiado de estos genes es elalelo €4 de la apolipoproteina E (APOE), yaque, segln
diversos estudios, su presencia aumenta claramente el riesgo de desarrollar EA y de la
conversionde DCL a EA. Los marcadores como el APOE puedenresultar de utilidad en ensayos

clinicos, ala hora de reclutar muestras con unamayor probabilidad de desarrollar EA. 33

En resumen, la deteccidon de biomarcadores especificos de la EA supondria un avance
cientifico, ya que permitiria un diagnostico en estadios mas tempranos de la enfermedad. La
principal limitacién es que existe unagran variedad de biomarcadoresy que actualmente no se
tiene un conocimiento exacto de lo que implica su presencia en liquidos fisiolégicos. Es decir, si
son especificos de la EA, de demencia en general o de otro tipo de enfermedades

neurodegenerativas.

1.5 Uso de NPs como marca en biosensores electroquimicos para la deteccidon de

biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer.

En las ultimas décadas se han desarrollado diversas nanoparticulas, de diferente
composicion, para el diagndstico y la terapia de la EA. Las nanoparticulas empleadas para el
diagndstico de la EA tienen como objetivo la deteccidén de algln tipo de proteina relacionada
con dicha enfermedad, de modo que se pueda llegar a entender mejor los mecanismos
molecularesimportantesy sus tratamientos.?* Existen diversos estudios en los que se emplean
NPs como marcas en biosensores electroquimicos para la deteccién de alguno de los
biomarcadores de EA (mencionado en el anterior apartado). Algunos ejemplos representativos

se exponen en estaseccion.

En el afo 2014, se publicé un trabajo en el que se sintetizaron y se caracterizaron
nanoparticulas de éxido de iridio (IrO, NPs) para su empleo como marcas electrocataliticas en la
deteccion de la proteina APOE.?> Se realizd un inmunoensayo tipo sandwich, sobre
microparticulas magnéticas con deteccidn final basada en la reaccién de oxidacidn del agua
(WOR), catalizada porlas IrO, NPs, alcanzando un limite de deteccién (LOD) de 20 ug/mL (Figura
1). Las ventajas de estas NPs radican en su sintesis sencilla y en su excelente actividad catalitica
sobre laWOR. Ademas, se postulan como excelentes candidatas para sistemas de deteccidn dual

electroquimica/dptica, debido a que absorben radiacién Vis-UV a 590 nm.
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Figura 1. Deteccion electroquimica de APOE, mediante uninmunoensayo tipo sandwich sobre particulas

magnéticas, basada en la catdlisis de WOR por IrO2 NPs. Adaptado de [35], con permiso.

Ese mismo afio, se publicé otro trabajo en el que se consiguid detectar
electroquimicamente elbiomarcador APOE, con un LOD de 12.5 ng/mL, en muestras humanas
de plasma empleando Quantum Dots (QDs) de CdSe@ZnS, como marcadores.>® El
inmunoensayo se realizé empleando unas microesferas magnéticas activadas como plataforma
de preconcentracion en un chip hibrido de polidimetilsiloxano-policarbonato (PDMS-PC) con
electrodos serigrafiados integrados. La deteccidn electroquimica se llevé a cabo mediante
voltamperometria de onda cuadrada e implicaba la reducciéon de los iones Cd?* de la superfice
delos QDs a Cd®y la reoxidacién de Cd® a Cd?* que eslo que generala respuestaelectroquimica

que constituye la seiial analitica.

Se han publicado diversostrabajos en los que se emplean nanoparticulas de oro (AuNPs)
como marcas electroquimicas para detectar biomarcadores de EA.3* En el afio 2015, se publicd
un trabajo en el que se empleaban unas microesfera porosas (PMM) como plataforma de
inmovilizacién de anticuerposy captura de los biomarcadores ApoEy B-amiloide. 3’ En elensayo
tipo sdndwich realizado, se utilizaron AuNPs como marca, siendo éstas detectadas gracias a sus
propiedades electrocataliticas sobre la reaccidon de evolucién de hidrégeno (HER) (Figura 2A),
obteniéndose un LOD de 80 pg/mLen el caso de ApoEy de 19 pg/L para la proteina B-amiloide.

Las ventajas del uso de las AuNPs no estrictamente como marcas, si no como
portadores/amplificadores de la sefial de otras marcas, también se han explotado para la
deteccion de biomarcadores del EA, como es el caso de los péptidos solubles de amiloide B (1-
40/1-42).3® Para ello se inmovilizé la gelsolina (proteina con afinidad especifica para la
determinacion de AB) sobre AuNPsy mediante un ensayo tipo sandwich se llevé a cabo la
determinacién de AP 40,142 €N cerebros de ratas normales y ratas con EA. La deteccién de la

sefial se llevd a cabo mediante el bioconjugado HRP-Au-gelsolin, disefiado mediante la
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funcionalizacién de AuNPs, inmovilizando HRP y gelsolin en su superficie. Este bioconjugado
provocaba una amplificacion de la sefial enzimdtica de la HRP, de modo que se podian medir

facilmente hasta 28 pM (Figura 2B).
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Figura 2. Esquemas de diferentes sistemas de deteccion electroquimicos para la determinacion y

1A

cuantificacion de diversos biomarcadores de EA empleando AuNPs como marcas. A) Deteccion de los
biomarcadores ApoE y B8-amiloide mediante un ensayo tipo sandwich, empleando AuNPs que catalizan la

HER. Cronoamperogramas obtenidos para concentraciones crecientes del biomarcador 8-amiloide (de

arriba a abajo); B) Determinacion de AB1-40/142mediante el bioconjugado HRP-Au-gelsolin, disefiado
mediante la funcionalizacion de AuNPs, inmovilizando HRP y gelsolin en su superficie. Adaptado de [37]y

[38] respectivamente, con permiso.

En el afio 2017, se publicd un trabajo en el que se detectd electroquimicamente el
biomarcador B-amiloide, en muestras de suero humanas, mediante voltamperometriade onda
cuadrada (SWV) utilizando un compuesto de ferroceno encapsulado en un compuesto

organometalico de Zn (Fc-Zn-MOF) como marca, obteniendo un limite de deteccién de 0.03
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pg/mL. 3° Previamente el electrodo sobre el que tiene lugar la reaccidon inmunoldgica es
modificado con dendrimero de poli (amidoamina), grafeno y nanoparticulas de oro

(AuNPs/PAMAM-Gra)lo que mejorala sefial.
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Figura 3. Esquema del inmunosensor y de los resultados obtenidos enla deteccion del biomarcador 8-

amiloide mediante SWV empleando Fc-Zn-MOFs como marcas. Adaptado de [39], con permiso.

Muy recientemente, se ha publicado un trabajo, en el que se emplearon unas NPs
bifuncionales nucleo@corteza de Au@Pt/AuNPs como nuevas marcas en inmunosensores
electroquimicos, aplicadas a la deteccién de un biomarcador de la EA (Figura 4).%° El empleo de
dichas NPs genera una mayor sensibilidad en la deteccién debido a que la sinergia entre los
metales Au y Pt conduce a una mayor actividad catalitica en la reaccién de oxidacién del agua
(WOR), que es monitorizada cronoamperométricamente. Elmétodo electrocatalitico empleado
en el trabajo se aplicé para la cuantificacion delpéptido p53 alterado conformacionalmente, un
biomarcador de la EA, mediante la realizacién de un inmunoensayo competitivo sobre
microparticulas magnéticas. La ventaja que presenta el método empelado en el trabajo, con
respectoa los métodos comunes de deteccién electroquimica, es que la generacion de la sefal

sucede en el mismo medio neutroen el que tiene lugar el inmunoensayo.
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Figura 4. Representacion esquemdtica del inmunoensayo competitivo para la deteccion del biomarcador
p53 alterado conformacionalmente, empleando como marca Au@Pt/AuNPs, que se detectan a través de
su efecto electrocatalitico sobre la reaccion de oxidacion del agua. Cronoamperogramas obtenidos a
1.35 Vdurante 300s para el blanco y concentraciones crecientes de las Au@Pt/AuNPs. Adaptado de

[40], con permiso.
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2. Obijetivos.

En este trabajo se propone el estudio de las propiedades electrocataliticas de las
nanoparticulas de paladio (PdNPs), que permitan su deteccion directa, sin necesidad de
descomposicién de lananoparticula. En particular, se estudiard su efecto electrocatalitico sobre
la reaccién de reduccién deloxigeno (ORR), que tiene lugara pH neutro. A partir de este efecto,
se pretende optimizar un método electroanalitico que permita cuantificar estas nanoparticulas

de manera sensible.

Esta estrategia de deteccién sera de gran interés para la posterior aplicacion de dichas
nanoparticulas como marcas en biosensores. La deteccidn a pH neutro permitird su
determinaciéon en el mismo medio en el que ocurren las reacciones inmunoldgicas, sin la
necesidad de reactivos adicionales. Esto serd de gran relevancia para el desarrollo de sistemas

biosensores altamente integrados.

Este trabajo se enmarca en un proyecto de investigacion en marcha en el Grupo de
Nanobioanalisis de la Universidad de Oviedo, financiado por el Ministerio de Economia y
Competitividad, cuyo objetivo final es el desarrollo de biosensores electroquimicos basados en
nanomateriales, para el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer. En este contexto, y previo
al trabajo experimental, se propone la realizacién de un trabajo de revision bibliografica sobre
el uso de nanoparticulas como marca en biosensores ele ctroquimicos para la deteccién de
biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer (recogido enla seccién de introduccién de este

trabajo).
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3. Experimental, resultados y discusion.

3.1 Instrumentacidn materiales y reactivos.

3.1.1 Instrumentacion y materiales.

La caracterizacién de las nanoparticulas sintetizadas se llevé a cabo mediante el empleo
de las técnicas de microscopia electrénica de transmision (TEM), dispersidon dindamica de la luz
(DLS), espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS),

voltamperometria ciclica (CV) y cronoamperometria (CA).

El ICP-MS empleado fue el triple cuadrupolo 8900, ICP-QQQ de la empresa Aligent

Technologies (Estados Unidos de Américay Canada).

* Elequipoempelado paramedirla DLS fue el Zetasizer Nano ZS (Reino Unido/Paises Bajos).

= El equipoempleado para la obtencidén de las micrografias de TEM fue un JEOLJEM 2100F
HRTEM (Estados Unidos de América) y el voltaje de aceleracidn utilizado fue de 200 kV.

= Las medidaselectroquimicas se realizaron con electrodos serigrafiados de carbono (SPCE)

de DropSens (Espana), utilizando un potenciostato modelo pJAUTOLAB Type |l de Metrohm

(Suiza).

3.1.2 Reactivos.

Para la sintesis de las nanoparticulas de paladio:

Cloruro de paladio (PdCl,) 99%. Sigma-Aldrich (Espafia).

Acido clorhidrico 37% de VWR (Estados Unidos de América).

Etanol (EtOH) de Merck Millipore (Espaia).

Polivinilpirrolidona (PVP), 40000 wt. Sigma-Aldrich (Espafia).

Para la caracterizacion de las nanoparticulas de paladio:

Estandar de ICP de Pd de Merck (Espania).

Estdandar de ICP de Re de Merck (Espafia).

- Acido Nitrico 65% de Merck (Espafia)

- Acido clorhidrico 36% de Honeywell Fluka (Alemania)

- Solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 0.01 M, pH 7.4, preparadaa partir de unas

pastillas de Sigma-Aldrich (Espaiia).
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3.2 Métodos.

3.2.1 Sintesis de nanoparticulas de paladio.
La sintesis de las nanoparticulas de paladio (PdNPs) estudiadas en este trabajo, se realizd
en el laboratorio del catedratico Francisco Javier Garcia Alonso, del departamento de Quimica

Inorganica de la Universidad de Oviedo.

La sintesis se lleva a cabo siguiendo el procedimiento optimizado por Martinez-Esteban.*
La reaccidn de sintesis (Ecuacidn 2), se basa en la reduccidon de una especie de Pd (Il) a Pd (0)
empleando el etanol (EtOH) como agente reductor y el surfactante polivinilpirrolidona (PVP)

como agente estabilizador de las nanoparticulas.

PVP, EtOH, H,0 y
H,PdCl, » PVP-PdNPs + HCl+ CH;CHO (Ecuacion 2)

3h, 100°C

Para llevar a cabo esta reaccidn, se obtiene primero el H,PdCl, empelando para ello 7.08
mg de PdCl,, 0.4 mL de HCl 0.2 M y 19.6 mL de agua destilada, que se mezclan y agitan a
temperatura ambiente. La disolucion de H,PdCl, obtenida se adiciona sobre un matraz que
contiene unadisolucién de PVP,H,0y EtOH preparada previamente, empleando 88.92 mg PVP
(40000 wt), 28 mL H,0y 18.8 mL EtOH. Se introduce entonces el matraz en un bafio de silicona
a 100°C, bajo refrigeracion, agitacion magnética y en atmodsfera inerte durante 3 horas. Al
alcanzar la temperatura de reflujo, se observé un cambio de color en la disolucién de amarillo
(disoluciéon de PdCl,) a marrén muy oscuro (PdNPs-PVP). Posteriormente, se elimina el
disolvente en rotavapor durante 4 horas y se resuspenden las nanoparticulas en agua. La

concentracion de las nanoparticulas sintetizadas y resuspendidas es 3mM.

3.2.2 Caracterizacién de nanoparticulas de paladio.

Se emplearon diferentes técnicas parallevar a cabo la caracterizacién de las PdNPs, tanto
para su estudio morfoldgico, como para conocer su composicién, asi como su efecto catalitico

sobre la reaccidn de reduccidn del oxigeno (ORR).

- Microscopiaelectrénica de transicion (TEM).
Para el andlisis por TEM, las nanoparticulas de Pd sintetizadas se diluyen a una

concentracion 0.3 mM.
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Las micrografias obtenidas de las PANPs permiten observar su dispersion en agua, asi
como estimar su tamaiio. Dicha estimacion se llevd a cabo mediante el empleo del software

Imagel.

- Dispersionde luz dindmica (DLS).
El indice de polidispersidad (PDI) de las PdNPs sintetizadas, se determind mediante la
técnica de dispersién de luz dindmica (DLS por sus siglas en inglés), empleando para ello el
equipo Zetasizer Nano ZS. Las medidas se llevaron a cabo por duplicado, a temperatura

ambiente (22 + 0.1°C) en agua ultrapura.

- Espectrometria de masas con plasmade acoplamiento inductivo (ICP-MS).
La cuantificacion del paladio presente en las NPs sintetizadas permite conocer el
porcentaje de recuperaciony, portanto, el rendimiento de la reaccidn. Dicha cuantificacién fue
realizada en el laboratorio del catedratico José Manuel Costa Fernandez, del departamento de

Quimica Analitica de la Universidad de Oviedo.

Se realizd el andlisis de una muestra en estado liquido de las PdNPs sintetizadas,
empleando para ello un ICP-MS de triple cuadrupolo 8900 ICP-QQQ. El modo de medida
empleado fue el MS/MS, analizando la masa 105 de Paladio, asi como la masa 185 de Re,

empleado como patrdn interno para minimizar los posibles efectos de matriz.

La preparacion de la muestray de los calibrados se llevd a cabo empleando dos alicuotas
de la muestra, a las que se ha afiadido una concentracién conocida de patrén interno. A
continuacién, se digieren en agua regia en un bafio de ultrasonidos durante 20 minutos, para
eliminar la capa superficial de las particulas que pudierainterferiren la medida. Posteriormente,
se diluyen en acido nitrico para su introduccién en el ICP-MS/MS. Para llevar a cabo la
cuantificacién delPd enlas NPs, se prepararon calibrados desde 0.5 hasta 20 ppb de Pd en acido
nitrico 2%, a los que se afiadié 10 ppb de Re como patrdén interno. Los patrones utilizados para

los calibrados eran de grado ICP de 1000 mg/L para los 2 elementos, es decirde elevada pureza.

3.2.3 Analisis electroquimico de las nanoparticulas de paladio.
- Evaluacién del efecto electrocatalitico sobre la reaccién de reduccidon del oxigeno,

mediante voltamperometria ciclica.

Para la caracterizacion electrocatalitica inicial de las PANPs se llevo a cabo el analisis
de éstas, a distintas concentraciones, mediante voltamperometria ciclica (CV). Para ello se

depositan sobre el electrodo de trabajo 10 pL de las disoluciones de las nanoparticulas
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sintetizas, adicionando posteriormente 40 pL de la disolucién de PBS, 0.01 My pH 7.42 y
dejando adsorber hasta sequedad. A continuacidn, se barre en el intervalo de potenciales

entre-1.6Vy 0V, a una velocidad de 100 mV/s.

- Cuantificacion mediante cronoamperometria.

Para los estudios cuantitativos, se realizaron medidas por cronoamperometria (CA).
Para ello, se depositan sobre el electrodo de trabajo 10 pL de las disoluciones de las
nanoparticulas sintetizadas, adicionando posteriormente 40 pL de la disolucién de PBS
0.01M y pH 7.42 ydejando adsorber hasta sequedad. A continuacién, se aplica un potencial
fijo, durante un tiempo determinado (ver optimizacién). El valor medido de la corriente a

este tiempo optimizado representala sefial analitica.

3.3 Resultados y discusion.

3.3.1 Caracterizacion de las nanoparticulas de paladio.
Las micrografias obtenidas mediante microscopia electrénica de alta resolucion (HR-TEM)
al medir una muestrade PANPs0.3 mM en agua, demostraron que la sintesis de las PdNPs fue
exitosa, observandose una dispersién homogénea de nanoparticulas esféricas (Figura 5A). El

histograma de distribucién de tamafo correspondiente (Figura 5B) dio un diametro promedio

delas PANPsde 3.3+ 0.7 nm.
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Figura 5. A) Micrografia de las PANPs obtenido con el HR-TEM. B) Histograma de la distribucion de

tamardio del didmetro (en nm) de las PdNPs.

Mediante DLS se obtiene el indice de polidispersidad (PDi) de las PANPs, que resulta ser
de 0.455. En teoria, los valores de PDi varian de 0 (para una muestra perfectamente uniforme
con respecto al tamafo de la particula) a 1 (para una muestra altamente polidispersa con
poblaciones de nanoparticulas de diversos tamafios). Se considera que los valores de PDi

superioresa0.7, como es nuestro caso, indican que lamuestratiene unadistribucién de tamafio

baja. 4243
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Comose describe en elapartado de métodos, la cuantificacidon delcontenidoen Pd de las
nanoparticulas se llevé a cabo empleando la técnica de ICP-MS, obteniendo una concentracion
de 305 £ 5 ppm de Pd en la muestra medida, aproximadamente 2.87 mM de Pd. Suponiendo
que la concentracién tedrica de Pd en las nanoparticulas es de 3.02 mM, el % de recuperaciény
por tanto el rendimiento de la reaccion es 94.81%. Siendo el rendimiento tedrico de la reaccién
del 100% vy el rendimiento real de la reaccién siempre inferior al rendimiento tedrico, un

rendimientorealdel 94.81% se consideramuy bueno.

33.2 Actividad electrocatalitica de las nanoparticulas de paladio sobre la

reaccion de reduccién del oxigeno (ORR).

La actividad electrocatalitica de las PANPs sobre la reaccidon de reduccidn del oxigeno
(ORR), se evalud en primer lugar por voltamperometria ciclica (CV), utilizando electrodos
serigrafiados de carbono (SPCE). Se obtuvieron diferentes voltamperogramas ciclicos, en PBS
0.01M, pH 7.4, barriendo en el intervalo de potenciales entre -0.10 V -1.60 V, a una velocidad
de barrido de 100 mV/s. Los voltamperogramas obtenidos, para diferentes concentraciones de
PdNPs, se muestran en la figura 6. En todos los casos, se observa un primer proceso a
aproximadamente -0.60V, que corresponde ala ORR, y un segundo proceso aproximadamente
a-1.2V, que corresponde ala evolucién delhidrégeno.

E(V)
160 140 120 100  0.80 060 040  0.20

———PBS
-250

PdNPs 3 mM
——PdNPs 0.3 mM 290
——PdNPs 0.03mM -450

——PdNPs 0.003 mM

Figura 6. Voltamperogramas ciclicos registrados, barriendo entre -0.10 Vy -1.60 V a una velocidad de
barrido de 100 mV/s para PBS 0.01 M, pH 7.4 (curva naranja), y para diferentes concentraciones de las
PdNPs en dicho medio: 3mM (curva gris), 0.3 mM (curva roja), 0.03 mM (curva verde) y 0.003 mM (curva

azul).
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La curva correspondiente al fondo (PBS, color naranja) muestra que la reduccion del
oxigeno del medio comienza a aproximadamente -0.70 V llegando a la intensidad maxima
aproximadamente alos-0.95V. En presenciade PdNPs en la superficie delelectrodo, el proceso
de reduccion del oxigeno se desplaza hacia potenciales menos negativos, debido a su efecto
catalitico sobre esta reaccion. Dicho cambio resulta mdas notable cuanto mayor es la
concentracion de PANPs. El voltamperograma ciclico obtenido al medir la disolucién de mayor
concentracién de PANPs (de color gris), muestra que en presencia de las PANPs el proceso de
reduccidn del oxigeno comienza aproximadamente a -0.30 V, alcanzando el maximo a
aproximadamente -0.55 V. Ademas, el valor de corriente maximo (en valor absoluto) asociada

al procesoaumentacon la concentracion de PdNPs.

3.3.3 Cuantificacion de nanoparticulas de paladio mediante
cronoamperometria.

Los resultados obtenidos mediante la caracterizacidon voltamperométrica sugieren que,

aplicando un potencialfijo, aproximadamente en elintervalo entre -0.40V y -0.55V, es posible

discriminar entre diferentes concentraciones de PdNPs. Esto permite proponer un método

analitico de cuantificacion de PANPs basado en medidas cronoamperométricas.

En este contexto, se evalué el efecto del potencial de reduccién aplicado, sobre la
corriente de reduccién asociada a la ORR, medida en modo cronoamperométrico. El tiempo

de aplicacién del potencial y medida de corriente fue de 50 segundos.

Se evaluaron potenciales de reduccién de -0.55V, -0.50 V, -0.45V y -0.40 V, tanto para
el fondo (PBS 0.01 M, pH 7.4) como para una suspension de PANPs de concentraciéon 3 mM

(Figura 7).
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Figura 7. Cronoamperogramas obtenidos para el fondo (PBS 0.01 M, pH 7.4) (linea azul) y para una
suspension de PdNPs 3 mM en dicho medio (linea naranja), aplicando potenciales de -0.55V (A), -0.50V
(B), -0.45V (C)y -0.40 V (D).

Se observaentodoslos casos una discriminacion entre el valor de corriente obtenido en
presenciay ausencia de PdNPs, debido a su efecto catalitico sobre la ORR. Esta discriminacién

es mas evidente atiempos cortos, inferiores a 50 segundos.

Por ello, se evalud el efecto del potencial aplicado y se su tiempo de aplicacién (en el
intervalo 5-50 segundos), tanto parala suspensién de PdNPs de 3 mM como para el fondo (PBS
0.01 M, pH 7.4). Todas las medidas se realizaron portriplicado. El estudio se muestraenlafigura

8.
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Figura 8. Efecto del potencial de reduccion y su tiempo de aplicacion sobre la corriente asociada al
proceso de reduccion del oxigeno, aplicando potenciales de -0.55V (A), -0.50V (B), -0.45 V (C) y -0.40 V
(D), para el fondo (PBS 0.01 M, pH 7.4; azul) y para una suspension de PANPs 3 mM en dicho medio

(naranja).

Observando los valores obtenidos, asi como su desviacidn (barras de error), se escoge
como potencial de reduccidn 6ptimo-0.45 V. En cuanto al tiempo de aplicacién, para un tiempo
de 5 segundos se obtiene una discriminacidn maxima entre el valor de la sefial analitica en
ausenciayen presenciade PANPs. Porello, se escoge este tiempo como dptimo para los estudios

cuantitativos.

Una vez optimizados el potencial y el tiempo a los que se lleva a cabo la medida, se
evaluaron diferentes concentraciones de PdNPs. Los resultados obtenidos, muestran que la
intensidad de la corriente registrada (en valor absoluto) aumentaa medida que se incrementa
la concentracién de PdNPs, enelintervalo entre 1x 10* mMy 5x10* mM, como se observaen

la figura 9.
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Figura 9. Cronoamperogramas obtenidos aplicando un potencial de -0.45V para el fondo (PBS 0.01 M,
pH 7.4) (linea azul) y para suspensiones de PdNPs de concentraciones 1x10% mM (linea roja), 2x10* mM
(linea verde claro), 5x10* mM (linea morada), 2x10-3 mM (linea naranja) y 5x10-3 mM (linea verde

oscuro) en dicho medio.

Finalmente, se evalud el efecto de la concentracion de PANPs sobre la sefial analitica (valor
absoluto de la corriente registrada a 5 segundos). Como se observa en la figura 10, se obtuvo
una relacién lineal entre ambos parametros, en el intervalo de concentraciones de PdNPs

comprendido entre 1x10* mMy 5x10° mM.
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Figura 10. Efecto de la concentracion de PdNPs, en el intervalo 1x10%—5x103mM, sobre la sefial

analitica.

Esta relacion lineal se ajustaa la siguiente ecuacion:

i(pA) = 1116 [PANPs] (mM) +0.067
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Se obtiene un buen coeficiente de correlacién (r = 0.9992), con una desviacidn estandar
relativa (RSD) promedio del 16%. De esta ecuacién se puede estimar un limite de deteccién (LOD,
calculado multiplicando tres veces la desviacion estdndar del blanco entre la pendiente de la
recta) de 3x10°mM. Estos niveles de deteccidn estan enlinea con los alcanzados para otras NPs
usando metodologias alternativas, lo que demuestra la buena sensibilidad del método y su

potencial aplicacion para la deteccién de PANPs usadas como marca eninmunosensores.
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4. Conclusiones y perspectivas de futuro.

De los resultados obtenidos en este trabajo, se obtienen las siguientes conclusiones:

Se han sintetizado PdNPs de aproximadamente 3 nm de didmetro, con un elevado
rendimiento de sintesis (94.81%).

Las PdNPs sintetizadas tienen una buena polidispersidad y dan lugar a suspensiones
establesenagua.

Las caracterizaciones llevadas a cabo por voltamperometria ciclica a pH neutro
demuestran que las PdNPs ejercen un efecto catalitico sobre la reaccién de reduccion
del oxigeno (ORR), desplazando hacia potenciales menos negativos el potencial de
reduccién asociado a este proceso.

Se ha desarrollado un método electroanalitico para la cuantificacion de PdNPs a pH
neutro, basado en medidas cronoamperométricas. Bajo las condiciones optimizadas
(potencial de reduccién de -0.45 V, aplicado durante 5 s), se consiguen detectar las
PdNPs a niveles de 3x10°mM. Estos niveles de deteccion estan en linea con los
alcanzados paraotras NPs usando metodologias alternativas, lo que demuestrala buena
sensibilidad del método y su potencial aplicacién para la deteccidon de PANPs usadas
como marca eninmunosensores.

El método de deteccidn desarrollado permite la determinacién de las PANPs en el mismo
medio en el que ocurren las reacciones inmunolégicas (PBS 0.01 M, pH 7.4), sin la

necesidad de medios acidos/agresivos nireactivos adicionales.

Los siguientes pasos en esta linea de trabajo consistiran en el estudio de estrategias de

conjugaciéon de las PdNPs con anticuerpos para su posterior uso como marcas en

inmunosensores electroquimicos, aplicados a la deteccidon de biomarcadores de la enfermedad

de Alzheimer. Cabe resefar que estas tareas estaban previstasen el marco del presente trabajo,

perono se pudieron llevar a cabo debido a la crisis sanitaria.

Comoya se ha mencionado alo largo de este trabajo, se prevé que ladeteccién de las PANPs en

el mismo medio en el que ocurren las reaccionesinmunoldgicas sera de gran relevancia para el

desarrollo futuro de sistemas biosensores altamente integrados.
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