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Excmo. Sr. Presidente
Excmas. y Excmos. Sras. y Sres. Académicos
Senoras y Sefiores

Soy plenamente consciente de que hoy he llegado hasta aqui gracias a
la generosidad de los miembros de esta Academia y muy especialmente
por la que han demostrado los Excmos. Sres. Académicos D. Antonio
Doadrio Lopez, D. Vicente Vilas Sdnchez y D. José Mifiones Trillo,
quienes confiaron en mi persona y curriculo para que su propuesta
prosperara.

La generosidad hacia mi persona ha sido, sin lugar a duda, una
constante que he disfrutado y compartido con quienes me han
acompafiado a lo largo de mi vida, tanto en el plano profesional como
personal. Quizds porque ha sido uno de los principales valores que mi
familia me ha inculcado y que luego he buscado y proyectado en los
demas y hacia los demas.

Debo y quiero aprovechar este acto y esta tribuna para agradecer a
todos los que han hecho posible este acontecimiento, particularmente a
mi padre, quien ha dirigido mi carrera desde el mismo dia en que decidi
estudiar la licenciatura en Farmacia. De €l he aprendido que la ciencia
representa entrega y pasion por descubrir y crear, asi como que el
esfuerzo continuado es el compafiero principal del cientifico, al margen
de los premios y reconocimientos.



Recuerdo con gran claridad que siendo nifio mi padre solia llevarme las
tardes de domingo a los jardines de las proximidades de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Complutense, por aquel entonces la tinica
que existia en Madrid. Alli coincidiamos con el Profesor Doadrio y su
familia, y mientras ellos, nuestros padres, supervisaban alguna actividad,
nosotros corretedbamos por el placido entorno de la Facultad. Son
momentos de infancia que, sin duda, recordard también nuestro actual
Secretario de esta Academia, el Profesor Doadrio Villarejo. Alli, junto a
la memorable escultura de Anna Hyatt Huntington, los portadores de la
antorcha, entendi que mi futuro siempre estaria ligado a continuar la
labor de mis maestros en general y en particular la de mi propio padre.
Profecia que se estd cumpliendo con exactitud matematica.

Es de justicia reconocer también el derroche de generosidad que los
profesores de la Facultad de Farmacia me brindaron durante mi paso por
la Universidad y de los cuales guardo un grato recuerdo, tanto por su
aportacion a mi formacién académica como individual. Me estoy
refiriendo a los tristemente desaparecidos Profesores Santos Ruiz, Hoyos
de Castro, Gémez Serranillos, Otero Aenlle, Folch Jou, Casares Lopez,
Villantia Fungairifio y Garcia Puertas. Otros de los profesores que
contribuyeron a mi formacién y a quienes quiero manifestar mi mas
sincero agradecimiento son el Profesor Doadrio Lopez, el Profesor
Varela Mosquera, la Profesora Avendafio Lépez y el Profesor Ferndndez
Galiano. Y como no, puesto que su influencia sobre mi ha sido
determinante en muchos aspectos de mi vida, mi agradecimiento mas
especial al Profesor Vilas Sdnchez y al Profesor del Castillo Garcia. Ellos
no solamente se han preocupado de mi aprendizaje, sino que ademds me
han regalado su sabiduria mas exclusiva y lo mds importante, su amistad.

En mi etapa predoctoral mi agradecimiento a los compafieros del
laboratorio de Técnicas Instrumentales de la naciente Facultad de
Farmacia de la Universidad de Alcald, al que me incorporé en unos
momentos en el que nuestro entusiasmo colectivo determind su
continuidad como una Universidad creible y con identidad propia.

La juventud y el ambiente de compafierismo caracterizaron el trabajo
en el Departamento, con importantes logros cientificos que contrastaban
con la escasez de medios disponibles entonces, aunque magistralmente
administrados por el Profesor Ortega Mata, Catedratico y Decano de la
Facultad.



Ademads, en aquellos momentos, nos vimos obligados a participar en
numerosas actividades de gestién y representacién que, en lo que a mi
respecta, acabaron conduciéndome a tomar parte en el Gobierno de la
Facultad, primero como Secretario y Vicedecano de la misma durante 13
afios, con el entonces Decano, D. Vicente Vilas Sdnchez, para continuar,
después, como Decano tras su jubilacién y como heredero de su gran
obra al frente de la Facultad de Farmacia.

A lo largo de los afios de dedicaciéon al Decanato, he tenido la
oportunidad de enriquecerme como persona, fundamentalmente por la
inmensa suerte de haber compartido tareas de responsabilidad con
compafieros tan excepcionales como lo han sido la Dra. Rodriguez
Caabeiro, el Dr. Alvarez-Builla Gémez, la Dra. Jiménez Gonzalez y el
Dr. Zaragoza Garcia, asi como con los prematuramente desaparecidos y
también Vicedecanos, el Dr. Masoud Musa y el Dr. Granero Ribelles. En
mi etapa mds reciente, mi agradecimiento mds sincero a los que me han
acompaiiado como miembros en el equipo decanal que tengo el honor de
dirigir, la Dra. Burgos Garcia, Dra. Guinea Lopez, Dra. Lastra Gonzélez
y los Doctores Guzman Navarro y Gomez Rubio, sin olvidarme de
nuestra siempre eficiente y fiel secretaria, Bertha Argiieso.

También quiero expresar mi agradecimiento a los que han influido de
modo determinante en que adquiriera madurez investigadora, la
Profesora Dominguez Caiias y el Profesor Lo Gorton, asi como a mis
colaboradores mds directos en esta tarea, la Dra. Ballesteros Gonzdlez y
el Dr. Lopez Gil.

Y quisiera finalizar este apartado de agradecimientos refiriéndome a
mis familiares mds directos, en quienes he encontrado el refugio
necesario para recobrar las fuerzas en los momentos mas dificiles y con
quienes he contraido una deuda de gratitud impagable. Por ello gracias a
mi mujer Celia y a mis hijas Celia y Sara, que han aprendido a
sobrellevar mis repetidas ausencias y a soportar los cambios de humor
que ello me supone, y a mis hermanos Begofia, Manuel, Antonio y
especialmente a Pepa, que ha vivido con tanto entusiasmo como yo, si
cabe, este nombramiento.

El sillén que voy a ocupar lo dejé vacante, aunque no vacio, el Excmo.
Sr. D. Pablo Sanz Pedrero, ya que su legado permaneceré entre nosotros
y entre las paredes de esta Real Institucion.



Don Pablo, para quienes lo conocimos, respetdbamos y admirdbamos
su quehacer cientifico y académico, poseia la medalla n° 22, e ingresé en
esta Real Academia en el afio 1983, leyendo el magnifico discurso
titulado “Desarrollo y Alcance de las Técnicas Polarogrdficas”. Un
auténtico manual de referencia de estas técnicas instrumentales que, por
su cardacter didactico, todavia continda vigente para los que nos movemos
en el ambito del andlisis instrumental.

D. Pablo pertenecio a esa estirpe de luchadores que se encontraron con
la obligacién de levantar un pais paralizado después de una guerra. Su
capacidad y espiritu de lucha lo llevaron a ocupar los niveles més altos en
la jerarquia académica, llegando a desempeiar el cargo de Rector en la
Universidad de Santiago de Compostela, con liderazgo y brillantez.

Como cientifico destacé por sus aportaciones en la investigacion en
métodos polarograficos de andlisis, participando en la Escuela de
Polarografia de la Facultad de Farmacia de Madrid, dirigida por el
Profesor Portillo, de la que salié un elenco de magnificos investigadores.
En su etapa en la Universidad de Santiago de Compostela, D. Pablo
integré el laboratorio de polarografia de la Facultad de Farmacia en el
Departamento de Investigaciones Quimicas Farmacéuticas del CSIC, lo
que supuso un gran empuje para el mismo y la potenciaciéon de sus
logros.

No obstante, la polarografia no fue la tnica linea en la que investigé el
Profesor Sanz Pedrero. Su estancia en la Universidad de Uppsala, en
Suecia, le permiti6 también familiarizarse con las técnicas de
electroforesis y ultracentrifugacion, de la mano directa de dos premios
Noébel como fueron Arne Tiselius y Theodor Svedberg.

De regreso a la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense
en el ano 1978, se incorpor6 como catedratico de Técnicas
Instrumentales donde alcanzaria su jubilacién en el afio 1986, aunque
continué como Profesor emérito hasta octubre de 1994. Desde entonces
su dedicacién a la Real Academia fue constante, desarrollando una
importante labor, especialmente en la Seccién de Fisica y Quimica.
Desgraciadamente su gran fortaleza se fue debilitando como
consecuencia de su enfermedad, hasta que fallecié el 10 de junio de
2004, en la ciudad de Valladolid.



Dada la amistad que Don Pablo tenia con mis padres, mi relacién con
él, como con tantas otras ilustres personalidades del mundo de la
Farmacia y del entorno universitario, se extendié mds alld de lo
meramente académico, comenzando practicamente desde mi infancia. Es
mds, como buen amigo de la familia, D. Pablo asisti6 a mi propio
bautizo.

Don Pablo imponia un respeto reverencial sin duda incrementado por
su imponente presencia. Ante sus alumnos y colaboradores mostraba un
cardcter aparentemente duro, sin embargo, en el trato familiar era un
hombre afable y bondadoso, que siempre tenia un comentario cariioso
para nosotros, los hijos de sus colegas, compafieros y amigos.

Tengo la seguridad de que D. Pablo habria visto con agrado que su
lugar lo ocupara alguien, como yo, a quien apreciaba y a quien en
numerosas ocasiones mostrd su carifio y simpatia.






ELECCION DEL TEMA

El espectacular avance que las tecnologias émicas ha experimentado en
los dltimos afios y que recientemente ha sido recogido en una
excepcional monografia publicada por esta Real Academia,' ha abierto
un panorama sin precedentes para el desarrollo de nuevos métodos de
diagnostico clinico y de pautas terapéuticas, que revolucionard en un
futuro, no muy lejano, el mundo de la Medicina y de la Farmacia.

Parece evidente que el uso de medicamentos estard cada vez mads
vinculado al empleo de ensayos analiticos, que nos permitan comprobar
la eficacia e inocuidad de los mismos. La selectividad de los tratamientos
requerird el diagndstico genético previo o la comprobacién del perfil
protedmico en particular, para poder abordar de manera individualizada
cada enfermedad. En la actualidad ya se utilizan terapias selectivas
apoyadas en este tipo de pruebas, como por ejemplo, el empleo del
farmaco Gefitinib (Iressa), eficaz frente al cdncer de pulmén, aunque
solamente vélido para un tipo de cdncer con una mutacién genética
especifica, presente sélo en un 10% de los tumores,2 o como el farmaco
BiDil (isosorbida dinitrato/ clorhidrato de hidralazina) inicamente util en
un determinado grupo de enfermos afro-americanos, para el tratamiento
de una enfermedad coronaria especifica.3 Otros medicamentos como la
Warfarina necesitan dosis personalizadas, dado que su metabolismo
puede verse enormemente afectado por las variaciones habidas en la
familia de enzimas del grupo citocromo P450, muy dependientes de la
configuracién genética de cada individuo." Para conocer dichas
variaciones existen ensayos rapidos que nos permiten administrar la dosis
apropiada para cada paciente o seleccionar el farmaco mas adecuado para
cada caso.

Diagndstico y terapéutica, por tanto, se combinan en una nueva practica
conocida como “teranéstica”s, en la que el descubrimiento de nuevos
biomarcadores juega un papel determinante. La quimica analitica, a
través de la combinacién de diversas técnicas, ofrece herramientas de
indiscutible valia para este objetivo y entre ellas, los Biosensores y los
Biochips se perfilan como los ingenios de futuro que jugaran un papel de
importancia fundamental, como refuerzo, en la implantaciéon de la
medicina personalizada.



En el presente discurso pretendo conjugar el pasado, presente y futuro
de estos dispositivos y constatar su natural evolucién desde los prototipos
a macro escala inicialmente disefiados, hasta los mds novedosos vy
prometedores artilugios fruto de la micro y nanofabricacién.’

BIOSENSORES

En el ano 1985, el mercado mundial de los biosensores fue cuantificado
en 5 millones de dodlares. Hoy sobrepasa la cifra de 5.000 millones.
Recientemente la revista Biosensor and Bioeletronics ha celebrado su
vigésimo aniversario y para conmemorarlo ha dedicado una de sus
publicaciones a analizar el panorama que justifica este incremento, con
una serie de revisiones y publicaciones que finalizan con un andlisis
critico sobre la investigaciéon en este campo. Como el Dr. Anthony P.F.
Turner’ observa en el prefacio de dicha publicacién, el extraordinario
éxito de los biosensores se debe, sin lugar a duda, a la naturaleza
estratégica de su utilizacion, capaz de combinar la investigacion basica
mads imaginativa con el objetivo, eminentemente practico, de generacion
de riqueza y muy especialmente de mejora de la calidad de vida. Un
atractivo adicional para la investigacion en biosensores radica en su
naturaleza multidisciplinar que demanda no s6lo experiencia en quimica,
fisica, biologia o ingenieria, sino también un profundo conocimiento de
las areas en las que los biosensores se aplican, donde se encuentran el
campo farmacéutico, el control de los alimentos, el control
medioambiental, la seguridad y defensa, ademads del importante campo de
la clinica y el cuidado de la salud. Todo ello unido al dominio del entorno
comercial en el que dichos biosensores se utilizaran.

De acuerdo con la IUPAC, el término biosensor se reserva para definir
un dispositivo analitico que incorpora un elemento biolégico, o
biomimético, intimamente asociado con un transductor fisicoquimico,
que en presencia del analito produce una sefal eléctrica discreta o de
caricter continuo, proporcional a la cantidad presente del mismo.® No
debe confundirse con un sensor quimico implantado en una matriz
bioldgica para obtener datos de la misma, ya que si carece del elemento
biol6gico no se corresponderd con un biosensor.

Las caracteristicas mds destacables de estos dispositivos, que los
convierten en opciones altamente atractivas como herramientas
analiticas, son: su especificidad, alta sensibilidad, capacidad de respuesta



que conduce a un corto tiempo de andlisis, su capacidad de inclusion en
sistemas integrados, facilidad de automatizacién, capacidad de trabajar
en tiempo real, su versatilidad y bajo coste, entre otras.

Mecanismo de un Biosensor
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Figura 1. Mecanismo de funcionamiento de un Biosensor, incorporando los
diferentes componentes que pueden integrarlo.

De acuerdo con Turner, el pionero en establecer este concepto de
biosensor, entendido en los términos arriba indicados, fue el profesor
Leland C. Clark Jr., quien basdndose en el empleo del electrodo de
oxigeno,” sugiri6 la oportunidad de incrementar las posibilidades
analiticas de los sensores electroquimicos, ‘“volviéndolos mds
inteligentes” mediante la incorporacién de una enzima atrapada con una
membrana semipermeable. Este concepto fue ilustrado con un
experimento en el que la enzima glucosa oxidasa fue confinada en la
proximidad del electrodo, mediante una membrana de didlisis,
observando que su respuesta era proporcional a la concentracién de
glucosa.'” En esta publicacién Clark y Lyons acufian el término
“electrodo enzimdtico” para describir este tipo de biosensor que
posteriormente implementaron Updike y Hicks.'' En el afio 1975 fue
comercializado con éxito por la compaiiia Yellow Springs Instrument
(Ohyo), como analizador de glucosa basado en la deteccion
amperométrica del peroxido de hidrégeno. Ese mismo afio Divis public
la primera aplicacion de los biosensores que incorporaban



microorganismos para la determinacién de etanol.'” Desde entonces el
desarrollo de los biosensores ha sido espectacular, muy especialmente en
el campo del diagndstico clinico, con un gran éxito de los biosensores
para glucosa, extendiéndose con fuerza a los sectores estratégicos
anteriormente indicados. Basta mencionar que, en enero de 2006, la
busqueda a través de la ISI Web of Knowledge del término “Biosensor”
localizé 21.124 publicaciones, de las cuales 10.454 correspondian a los
ultimos cuatro afnos, lo que da idea del avance exponencial de la
investigacion en este area.

Actualmente el desarrollo de biosensores compromete a diferentes
campos de investigaciéon que convergen en tres lineas fundamentales:
elementos de reconocimiento molecular, herramientas y técnicas para su
construccion y disefio de dispositivos sensores basicos.

Como elementos de reconocimiento se han utilizado numerosos
instrumentos bioldgicos, desde los mas simples, como las enzimas, hasta
los mas novedosos productos de la ingenieria genética y los derivados
artificiales de sintesis. Las nacientes, pero cada vez mds consolidadas
técnicas de microfabricacion, incluidas las de fabricacion a nanoescala,
han abierto un panorama de gran porvenir para el desarrollo y aplicacion
de los biosensores, dada la reduccion de costes que la miniaturizacion
conlleva y la posibilidad de producirlos a gran escala.

Los nuevos disefios y la utilizaciéon de novedosas herramientas, como el
empleo de Polimeros Conductores,"” las peliculas polimerizadas
favorecidas mediante plasma (PPFs)'* o las particulas magnéticas
bacterianas (BMPS),15 han conducido también a una mejora de las
capacidades y propiedades de los biosensores. Los avances en los nuevos
sistemas de transduccion de las sefiales, como la microbalanza de cristal
de cuarzo (QCM), la resonancia de plasmones superficiales (SPR), la
introduccidn de la microfluidica y la electroforesis capilar miniaturizada
en chip, asi como el espectacular grado de perfeccionamiento de los
biochips para el andlisis de acidos nucleicos, proteinas y carbohidratos,
auguran un futuro muy prometedor para estos dispositivos.

Uno de los aspectos mas criticos de los biosensores y en especial
cuando se trata de multisensores, cada vez méds empleados, es el posterior
tratamiento de los datos para obtener una respuesta coherente y util. Para
ello se utilizan métodos de andlisis multiparamétricos. Estos métodos
recogen toda la informacién que se obtiene de los sensores, seleccionan

10



aquella que puede ser mds significativa y mediante algoritmos para
reconocimiento de patrones interpretan las sefiales de todos los sensores.
Entre ellos se recurre a diferentes métodos matematico-estadisticos,
como las redes neuronales (artificial neural networks, ANN), el andlisis
de componentes principales (principal component analysis, PCA), los
minimos cuadrados (partial least squares, PLS), el andlisis discriminante
(Discriminant Analysis DA), etc., que presentan caracteristicas distintas
en cuanto al tratamiento de los datos. En el reconocimiento de patrones,
el sistema sensor es expuesto a diferentes concentraciones de los analitos,
que se supone tendrd la matriz de la muestra, para que establezca
modelos de respuesta, en un proceso que es como un entrenamiento del
sistema. Las respuestas en funcién del tipo de analito deben ser
almacenadas en una base de datos, para su procesamiento posterior.

Clasificacion de los biosensores

Los biosensores pueden clasificarse atendiendo a diferentes criterios,
como el modo en que interaccionan el elemento de reconocimiento y el
analito, la metodologia de deteccion empleada para concretar dicha
interaccion y la naturaleza del elemento de reconocimiento o del sistema
de transduccion.

Criterios de clasificacion de los biosensores

Mecanismo de interaccion | Metodologia de la deteccién
Catalitico Directa.
Afinidad Indirecta

Sistema de reconocimiento | Sistema de transduccién
Enzima. Electroquimico.
Organulo, tejido o célula. Optico
Receptor bioldgico. Piezoeléctrico.
Anticuerpo Termométrico
Acidos nucleicos. Magnético
PIM, PNA, aptdmero Nanomecanico.
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MATERIALES, HERRAMIENTAS Y TECNICAS PARA LA
CONSTRUCCION DE BIOSENSORES

La seleccion de los materiales y técnicas de fabricacion son
determinantes para el adecuado funcionamiento de un biosensor. Por ello
es por lo que el desarrollo de estos dispositivos va aparejado
inevitablemente al avance tecnoldgico, a la investigacién en nuevas
moléculas de reconocimiento, a las modernas técnicas de inmovilizacion,
los progresos en los sistemas de transduccién, miniaturizacién vy
nanotecnologia, las metodologias de sefializacion y a la investigacién con
los materiales de dltima generacién, como los nuevos copolimeros que
permiten una mayor compatibilidad de uso en las variadas matrices en las
que los biosensores pueden utilizarse.

Materiales basicos empleados

Fibras odpticas

Se podria decir que las fibras Opticas son como “cables de luz” dado
que la radiacién electromagnética puede ser eficientemente transportada
a través de las mismas, siempre y cuando cumplan con una serie de
caracteristicas.

Figura 2. Fibras 6pticas y el fendmeno de reflexion interna total (TIR).

Estan fabricadas normalmente de algin tipo de cristal transparente
(normalmente silice) u otro compuesto de naturaleza polimérica y poseen
una estructura central o nucleo con un indice de refraccién determinado,
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rodeado de un recubrimiento cuyo material posee un indice de refraccion
ligeramente inferior al anterior. Esta diferencia en el valor de los indices
de refraccion determina la apertura numérica de la fibra y estd
relacionada con la capacidad de ésta para poder transmitir las radiaciones
que sobre ella inciden con un dngulo determinado.

La radiacion que penetra en una fibra se transmite en ella en virtud del
fenémeno de reflexion interna total (total internal reflection —TIR-),
siempre que el dngulo de incidencia (8) de dicha radiacién sea superior al
angulo limite, determinado por la relacién [sen® = n;/n;], siendo n; y n;
los indices de refraccion del nicleo y del recubrimiento respectivamente.
No obstante, no es éste el unico requisito para que la radiacidén se
transmita a su través, ya que dado el caracter ondulatorio de la radiacion
electromagnética, el camino 6ptico en el interior de la fibra debera ser
igual a un nimero entero de longitudes de onda, puesto que de otro modo
la interferencia destructiva provocard su atenuacion progresiva.

Apertura numérica (NA)

NA = Ngsen 6
0,6 0,3 0,15 NA

Cono de aceptacion
sefial luminosa

—0,1—] |

02—

— 0,3mm ——
Figura 3. Fibras dpticas, apertura numérica y cono de aceptacion de luz .

El nimero de distintas longitudes de onda que la fibra Optica puede
transportar dependera del didmetro del nicleo central y de la relacion de
los indices de refraccion de éste y del recubrimiento. En este sentido las
fibras podran ser fibras monomodo o multimodo en funcién de su
capacidad para guiar una o varias longitudes de onda.

Cuando se utilizan en la construccion de biosensores, las fibras opticas
pueden emplearse como simples guias de luz que recogen la radiacion
emitida por un marcador fluorescente, o simplemente la radiacion
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dispersada por una suspension de particulas y que revela alguna
interaccion o reaccion catalitica en la proximidad inmediata de la fibra, o
bien formar parte del propio dispositivo, albergando en su estructura el
elemento de reconocimiento. En el primer caso se utiliza el extremo final
de la fibra al que se acoplard el sistema biocatalitico o de afinidad,
normalmente mediante membranas, y serd determinante la apertura
numérica de la fibra, definida por la férmula [NA = ngsen8], siendo ng el
indice de refraccién del medio en el que se encuentra la muestra. En la
segunda opcion el elemento de reconocimiento es inmovilizado sobre la
parte lateral de la fibra, retirando el recubrimiento en una zona
determinada de ésta. (Fig. 4.)

Superficie reactiva
o
Gl - D <
= D ﬁ

<
- I =

Figura 4. Modelos de incorporacién de elementos de reconocimiento sobre fibras
Opticas para su utilizacién como biosensores.

Electrodos

El material soporte utilizado para la fabricacion de los electrodos
empleados como biosensores electroquimicos puede ser, un metal noble
(oro o platino), carbono (varillas o pasta), aunque también se emplean
composites conductores'® preparados a partir de diferentes materiales
como polvo de grafito dispersado sobre un polimero de resina epoxi,
silicona, metacrilato o poliuretano.17 Ultimamente también ha cobrado
gran interés el uso de sales y polimeros orgédnicos conductores, ya que
proporcionan una matriz con caracteristicas muy adecuadas para la
inmovilizaciéon de compuestos bioldgicos. Conocidos también como
metales sintéticos, son polimeros orgédnicos con cualidades y capacidades
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eléctricas 'y Opticas extraordinarias. Se trata de materiales
poliheterociclicos como el polipirrol, también llamado “pirrol negro™'®, si
bien se han sintetizado también otros derivados conductores como
polifuranos, poliindoles, policarbazoles y polianilinas entre otros. Estos
polimeros son utilizados extensamente en el desarrollo de biosensores
electroquimicos en numerosas aplicaciones,'” como los electrodos
fabricados a partir de una pelicula flexible de polipirrol dopada con

polianiones y una capa microporosa de negro de platino.”

Nanotubos y nanocables

Los nanotubos y nanocables son estructuras nanométricas que pueden
ser de carbono o de materiales semiconductores como el silicio o el boro
dopado. Presentan una serie de propiedades que fundamentan el interés
que han despertado en numerosas aplicaciones tecnolégicas. Son
sistemas ligeros, huecos y porosos que tienen alta resistencia mecdanica y
por tanto interesantes para el reforzamiento estructural de materiales y
formacion de composites de bajo peso. Presentan alta resistencia a la
tracciéon y estdn dotados de gran elasticidad. Electrénicamente, se ha
comprobado que los nanotubos se comportan como hilos cudnticos
ideales con caracteristicas de aislante, semiconductor o metalico
dependiendo de los pardmetros geométricos de los tubos.

Nanocables de silicio con su superficie modificada con 3-aminopropil-
trietoxisilano (APTES) se han utilizado como sensores para la
determinacién del pH en una configuraciéon tipo transistor efecto de
campo (FET),”' en virtud de la variacién que experimenta el nanocable
en el valor de su conductancia en presencia de iones hidrogeno. De forma
andloga se ha demostrado también su bioactividad, en nanocables
funcionalizados con biotina que modifican su conductividad en presencia
de estreptalvidinal.22

El empleo de estas estructuras posibilita construir sensores con
capacidad para detectar la unién de una molécula o incluso de una
particula de virus.”

Los nanotubos de carbono estdn constituidos por redes hexagonales
curvadas y cerradas, formando tubos de tamafio nanométrico. Sus
dimensiones y propiedades quimicas los convierten en un material ideal
para su empleo en la construccidon de biosensores, tanto de pared unica
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(SWNT- single wall nanotube)** como de pared multiple (MWNT). Asi
se han confeccionado biosensores electroquimicos de glucosa, utilizando
glucosa oxidasa inmovilizada, sin apenas pérdida de su actividad
enzimadtica y con una capacidad catalitica un orden de magnitud superior
a los electrodos de carbono microscopicos convencionales. Este
incremento de sus prestaciones se debe por un lado a una mayor
capacidad de carga enzimdtica y por otro, a la mayor eficacia en la
comunicacién eléctrica del nanotubo.”

Estos elementos presentan también la ventaja de que pueden utilizarse
en dispositivos integrados, como por ejemplo una configuracién array de
biosensores amperométricos, a partir de la alineacién de nanotubos de
carbono de pared multiple sobre un sustrato de platino.*®

Técnicas de microfabricacion

En la actualidad estas técnicas son unas herramientas imprescindibles
para la fabricacion de biosensores, especialmente para su integracion en
dispositivos miniaturizados y su produccién a gran escala a nivel
industrial, como los Biochips.

Los métodos de microfabricacion incluyen tecnologias humedas, como
la fotolitografia, grabado al aguafuerte y galvanizado o tecnologias secas
como el grabado convencional, la electrodeposicion anddica vy
serigrafiado (screen-printing). Entre los materiales soporte mas utilizados
se encuentran el vidrio, el cristal, el silicio y el plastico, sobre los que se
generan los materiales que se emplearan en la construccion de los
biosensores.

Las técnicas mas comunes para producir los sustratos conductores que
se utilizan como electrodos son la impresion, la deposicion
electroquimica, la polimerizacién, la polimerizaciéon favorecida por
plasma y la fotolitografia.

Los métodos de impresion permiten extender una fina capa del material
electrédico directamente sobre una superficie determinada, utilizando
para ello una mdascara que servird de molde de impresion disefiado de
forma previa. Ello posibilita preparar electrodos multicanal en un espacio
reducido, para la determinacién simultdnea de varios analitos, tanto en
aplicaciones potenciométricas como amperométricas. De hecho pueden
prepararse biosensores impresos, como el disefiado por Khan,”’ que
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utiliz6 una pasta preparada a partir de un mezcla de glucosa oxidasa
adsorbida sobre un complejo de transferencia de carga cristalino de
naturaleza orgdnica, con un elemento de enlace y un disolvente. Esta
pasta se imprime posteriormente sobre un sustrato y se seca en cdmara de
vacio. Finalmente una delgada capa de gelatina es extendida sobre el
electrodo. Este biosensor proporciona una respuesta exenta de
interferencias debidas al oxigeno disuelto con un respuesta lineal para
glucosa hasta 100 mM.

Las otras técnicas arriba indicadas generan peliculas delgadas que se
utilizan en los biosensores para crear mono o multicapas de ldminas
conductoras sobre la superficie del sustrato soporte, con la finalidad de
conseguir una comunicacién eléctrica directa entre el lugar donde se
produce la reaccion catalitica y el material que constituye el soporte.

La deposicion electroquimica o tradicional puede utilizarse para
depositar una capa electroconductora sobre un sustrato soporte, que
puede ser una ldmina metal como el platino o bien un material catalitico
como el o6xido de titanio (TiO) o también un complejo metdlico.
Conjuntamente se puede acoplar un material bioldgico durante la
electrodeposicion, que permitird disefiar diferentes biosensores.”®

La polimerizacion tiene lugar por la condensacién de pequeiias
moléculas sobre mondémeros o por la generacion de radicales libres que
reaccionan reconfigurando los enlaces dentro de cada mondmero. Los
radicales libres se producen cuando se rompen los dobles enlaces debido
a un proceso iniciado mediante una activacién térmica, fotoquimica o
electroquimica. Es posible obtener una adecuada conductividad eléctrica
mediante la adicién de polvo de metal en el mondmero antes de que se
realice la polimerizacién o bien a través de los electrones no conjugados
en el mondmero. Una técnica novedosa permite generar una pelicula
delgada de azul de polimetileno modificado sobre electrodos de oro, para
formar una capa conductora electrocatalitica activa en contacto intimo
con la superficie del electrodo.”’ Este proceso permite emplear un
reducido potencial de s6lo 200 mV y evitar la interferencia de especies
co-oxidables con una contaminacion electrédica minima.

La polimerizacion favorecida por plasma se ha utilizado con distintos
fines, como por ejemplo conseguir un recubrimiento dieléctrico para
evitar la corrosién de materiales.’® Resulta el método mds novedoso y
atractivo para la obtencion de finas peliculas para su utilizacién en
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biosensores. Grosso modo, su fabricacién consiste en favorecer la
polimerizacién a partir de un plasma (gas altamente ionizado) reactivo,
obtenido mediante una descarga eléctrica a baja temperatura en una
camara de vacio, en el que se encuentran los mondmeros en fase gaseosa.
En este estado se favorece la activacion de los mondémeros, via formacién
de radicales, iones y electrones libres, cuyas colisiones desencadenan la
polimerizacion de los mismos en laminas de pequefio espesor (>50 nm)
sobre un sustrato seleccionado. Estas peliculas sdlidas (Plasma
Polymerized Films o PPFs) se depositan facilmente sobre la superficie de
cualquier material, como metales, vidrio, cristal, plastico o silicio, sin que
éstos se alteren y con la particularidad de que pueden incorporar grupos
funcionales que permitan la inmovilizacion de moléculas de
reconocimiento, siendo especialmente ttiles en el disefio de biosensores
opticos y masicos, como SPR y QCM chips. Las PPFs poseen ademas
propiedades adicionales favorables como la discriminacion por tamafios
y ausencia de adsorciéon no especifica. Estas propiedades precisamente
son explotadas en la deteccion electroquimica de H,O, en presencia de
compuestos interferentes como el dcido ascérbico o el paracetamol, al no
poder penetrar en la peliculal.3 !

Las caracteristicas del recubrimiento obtenido dependen del monémero
seleccionado y de sus grupos funcionales con los que interaccionaran los
elementos de reconocimiento. Esta tecnologia se aplica en la fijacion de
anticuerpos en transductores de tipo QCM y SPR.

Las técnicas de fotolitografia han demostrado su eficacia en la
fabricacion de biochips en configuraciones de micro y macroarrays y no
cabe duda que representan una alternativa poderosa para la construccion
de dispositivos alineados en una configuracion integrada en el andlisis
multiparamétrico.

La combinacién de todas las técnicas arriba indicadas puede generar
estructuras multicapa que mejoran la eficacia de los biosensores. Sirva
como ejemplo la propuesta de Kranz y colaboradores,* que utiliza una
arquitectura multicapa que integra mediadores redox, la enzima
inmovilizada y restricciones difusionales de acceso de compuestos
interferentes y que permite una adecuada transferencia de electrones. La
multicapa consiste en una primera pelicula de polipirrol funcionalizado
enlazado covalentemente a un polimero redox de una sustancia quinoide
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polimerizada. La capa superficial la constituye la enzima tirosinasa
atrapada en un polimero de polipirrol.

Marcadores fluorescentes y nanoparticulas

Los marcadores fluorescentes se han convertido en herramientas
fundamentales en el disefio, desarrollo y fabricacién de biosensores,
especialmente en aquellos que utilizan transduccion dptica.

En la actualidad existen numerosos marcadores, cuya eleccion
dependerd fundamentalmente de las caracteristicas de la molécula que
requiere ser marcada y especialmente de los grupos funcionales que ésta
posea. (Fig.5)

Marcadores fluorescente

(CHy),

H (C;H)N O (CHy), N
O 2 ‘
OOH
O S0,Cl

Fluoresceina Rodamina B Cloruro de Dansilo
(A o= 525 nm) (A g™ 580 nm) (A o= 520 nm)

Hﬁc‘r;l N nCHs
CH,

1
H CH,

Bromuro de Etidio Naranja de Acridina

Figura 5. Marcadores fluorescentes convencionales

Los métodos de deteccidon pueden recurrir a diferentes estrategias para
evidenciar el desarrollo de la interaccion analito-receptor, que van desde
la transduccién directa de la emisién luminiscente generada por el
marcador, la amortiguaciéon de la sefial de fluorescencia en distintas
situaciones o en otros el concurso de campos evanescentes.
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La utilidad de las nanoparticulas para transducir las interacciones
biomoleculares esta fuera de toda duda y en los dltimos afios han cobrado
un gran interés.”> No obstante, no todas las particulas son igualmente
utiles para las distintas técnicas de deteccion.

Normalmente se definen como nanoparticulas a estructuras con un
tamafo entre 1 y 100 nm de didmetro. Entre ellas podemos distinguir
estructuras diversas como las particulas de oro y plata coloidal, los
elementos lantdnidos, las perlas poliméricas, los quantum dots, las
particulas magnéticas bacterianas y las nanoparticulas orga’lnicas.3 4

Las particulas de oro coloidal se conocen desde hace varios siglos
como colorante del cristal y de la seda y se han empleado también en el
diagndstico de la sifilis. Probablemente sea el coloide més estable.

En la mayor parte de sus aplicaciones en el diagndstico inmunolégico
se utiliza combinado o adsorbido fisicamente a proteinas en virtud de tres
fendmenos bdésicos: a) atraccion electrostdtica debida a la carga negativa
de la particula y la carga positiva de la proteina. b) interaccion
hidrofébica entre la particula y la proteina y c) enlace dativo entre el
azufre de la proteina y el metal.

La base para su utilizacion como marcador es su brillo de metal noble,
que es debido a la presencia de bandas de absorcion de plasmones. Estas
bandas de absorcién se producen cuando la frecuencia de un fotén que
incide sobre la superficie del metal se encuentra en resonancia con la
frecuencia de oscilacion colectiva de los electrones excitados de la banda
de conduccién de la particula de metal. Este fendmeno se conoce como
“resonancia localizada de plasmones de superficie” (LSPR). La posicion
en el espectro de la banda de resonancia depende decisivamente de la
forma y el tamafio de la particula. Asi, mientras que particulas esféricas
de 10 a 40 nm de didmetro son rojas, particulas irregulares y de mayor
tamafo son azules. El tamafio tipico utilizado en los ensayos
inmunolégicos es de 40 nm.

La LSPR conduce a elevados coeficientes de extincién molar (~3xlO11
M ecm™), con una eficacia equivalente a 10° moléculas de fluoréforo y
un fuerte incremento del campo eléctrico local préximo a la
nanoparticula.”> Presentan ademds otra seriec de ventajas como la
ausencia de fotodescomposicion y de la toxicidad asociada a otros
marcadores, siendo ademds muy estables.
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Los elementos lantdnidos pertenecen a los metales conocidos como
tierras raras en la tabla periddica, con pesos atémicos entre 58 y 71.
Aunque los iones lantdnidos presentan s6lo unas débiles bandas de
absorcién en la region visible del espectro, forman complejos muy
absorbentes en presencia de determinados ligandos, con la peculiaridad
de presentar propiedades luminiscentes con una vida media de emision
prolongada, que permite su uso como marcadores fluorescentes y su
determinacién mediante técnicas de fluorescencia de tiempo resuelto.
Ademas del Eu(IIl), se emplean Dy(Ill), Tb(Ill) y Sm(III), que pueden
ser facilmente identificables por sus diferentes longitudes de onda y
tiempos de vida de emision.

Estos complejos, como EuTc pueden incorporarse en diferentes
matrices poliméricas como poliestireno, poliacrilonitrilo o &cido
poliacrilico en forma de nanoparticulas que excitadas (405 nm), emiten
una fluorescencia rosicea que puede ser modificada al enlazar
biomoléculas a través de los grupos carboxilicos superficiales presentes.

Una ventaja que presentan algunos de estos elementos es que pueden
emitir su fluorescencia en la region infrarroja préxima, como los iones de
Yterbio(Ill) que emite a 980 nm cuando forman un complejo con el
isotg(gcianato de fluorexon, un derivado de la fluoresceina excitable a 510
nm.

Los puntos cudnticos o quantum dots (QDs) son cristales
tridimensionales de semiconductores con un intervalo de tamafio entre 1
y 10 nm. En muchos aspectos estos cristales luminiscentes se encuentran
a caballo entre los semiconductores convencionales y los atomos
aislados. Poseen incluso su propia tabla periédica.”’

En sentido amplio, en los semiconductores (como en los metales y
dieléctricos) el solapamiento de los orbitales atémicos conduce a la
formacion de bandas de valencia y de conduccién separadas y con un
contenido energético diferente. La excitacion del semiconductor
provocard que un electron se promocione desde la banda de valencia,
completa, a la de conducciéon (mayoritariamente vacia), generando un
hueco y por tanto una carga positiva en la banda de valencia. La
separaciéon espacial (radio de Bohr) de este par electron-hueco
(“exciton”), se encuentra normalmente en el intervalo de 1 a 10 nm para
la mayoria de los semiconductores. En los quantum dots, que se
encuentran en ese mismo intervalo de tamafo, los excitones se hallan por
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tanto confinados del mismo modo que el que se corresponde con un
modelo cudntico de una particula en una caja. Como consecuencia de ello
sus propiedades Opticas dependerdn de su tamaifio y estardn gobernadas
por los efectos cudnticos resultantes de la cuantizacién de sus niveles
energéticos, con un comportamiento que se asemeja al de los dtomos y
moléculas. Estas caracteristicas permiten obtener quantum dots con un
amplio intervalo de longitudes de onda de emision. Cuanto més pequefio
es el tamafio del mismo, mayor serd su desplazamiento (absorcion y
emision) hacia la zona azul (efecto hipsocrémico). Por ejemplo, el
maximo de emisiéon de los CdSe QDs puede ajustarse de manera casi
continua entre 450 y 650 nm.*®

En cuanto a sus ventajas, poseen un brillo muy potente (elevada
eficacia cudntica), una estrecha banda de emisién (30 nm), un elevado
desplazamiento de Stokes y unos coeficientes de extincidn incrementados
en la zona del ultravioleta cercano (~10° a 10° M'em™). Su principal
inconveniente es que son susceptibles de foto-oxidacién por lo que tienen
que encapsularse mediante un escudo protector, sobre el cual puede
agregarse también una capa hidrofébica que facilite la bioconjugacion,
bien por adsorcion o mediante enlace covalente.

Las particulas magnéticas bacterianas (BMPs) son nanoparticulas (50-
100 nm), constituidas a partir de greigita (Fe;S4) o de magnetita (Fe;0.),
aisladas a partir de la bacteria perteneciente al género Magnetospirillum,
que las produce recubiertas con una membrana citoplasmadtica. Ello
permite que elementos de reconocimiento, como anticuerpos, enzimas o
moléculas de ADN puedan ser inmovilizados sobre la propia membrana
mediante métodos quimicos con reactivos de entrecruzamiento, para
poder utilizarse en andlisis cuantitativo, como el descrito por Matsunaga
y colaboradores, que a través de un inmunoensayo luminiscente,
consiguen limites de deteccién equivalentes a 4.000 moléculas por mL™"
(1fg mL™" 6 6,7 zmol) de IgG.*® Su utilizacién ha sido adaptada también
en el disefio de biosensores para el andlisis electroquimico de ADN.*
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Metodologias de seiializacion basadas en transferencia de
energia

Para muchos de los biosensores que utilizan transduccién Optica o
electroquimica, la magnitud de la sefal, generada como consecuencia de
la interaccién entre el elemento de reconocimiento y la molécula
reconocida, depende de la eficacia con que se produce la transferencia
electronica, o la trasferencia energética particular, entre un elemento
donador, que puede ser el analito, y otro receptor, que serd la molécula de
reconocimiento u otro elemento unido a ésta (biomolécula).

Dado que la eficacia de la transferencia donador/aceptor (D/A) estd
directamente relacionada con la distancia entre ambos, la modulacion del
proceso de transferencia proporciona un medio efectivo de senalizacion
para disefiar la arquitectura del biosensor.

Basidndose en este modelo existen numerosas alternativas a utilizar
como mecanismo de deteccion en el disefio de biosensores, como por
ejemplo las que se basan en la transferencia de energia de resonancia
fluorescente (FRET), cuya pérdida de eficacia estd relacionada con la
sexta potencia de la distancia, o la transferencia electrénica (ET), cuya
eficacia cae exponencialmente con la distancia.

Existen numerosos ejemplos, como el biosensor de maltosa basado en
la utilizacién de la proteina enlazante de maltosa MBP (Matose-Binding
Protein) en un ensayo competitivo. El par aceptor-donador se prepara
utilizando la proteina MBP asociada con un punto cudntico (QD), que
emite fluorescencia a 560 nm, y un ligando de B-cilodextrina marcado
con un amortiguador de la fluorescencia. En ausencia de maltosa el
ligando andlogo de B-cilodextrina marcado permanece unido a la proteina
y por tanto la proximidad del amortiguador hace que la fluorescencia del
QD se transfiera a éste. En presencia de su ligando natural, la maltosa, se
produce el desplazamiento y por tanto cesa la amortiguacién al aumentar
la distancia entre el aceptor y el donador, desarrollindose la
fluorescencia.*!

Los polimeros conjugados pueden también utilizarse en la construccién
de biosensores empleando este modelo de deteccion, en virtud de sus
elevados coeficientes de extinciéon molar (del orden de 106M'1cm'1) y de
su capacidad para transferir energia a un aceptor préoximo, a través de sus
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cadenas. Por ejemplo Bazan y sus colaboradores** han disefiado una serie
de biosensores en los que utilizan un 4cido nucleico peptidico (PNA)
marcado con fluoresceina como sonda para el andlisis de ADN y un
polimero conjugado de naturaleza catiénica (PF). En ausencia de la
molécula de ADN, la cadena neutra del PNA no interacciona con el
polimero conjugado, por lo que la transferencia de energia de resonancia
fluorescente (FRET) desde la molécula de fluoresceina hacia el polimero
no sucede. No obstante, cuando se produce la hibridacién, el caricter
aniénico de la hebra de ADN complementaria al PNA, provoca la
atraccion electrostdtica hacia el polimero conjugado, lo que supone un
aumento de la sefial fluorescente en un factor de 25.
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Figura 6. Esquema de sefializacion basado en la transferencia de energia de
resonancia fluorescente (FRET). Adaptada de Gaylord, B.S., et al. (2002). Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99, 10954-10957.

El principal inconveniente de este tipo de arquitecturas es que, al
tratarse de metodologias competitivas, requieren la adiciéon de reactivos
externos, por lo que en determinadas ocasiones resultan relativamente
lentas e inapropiadas, en especial en aplicaciones que precisan una
monitorizacidn constante. Existen otras alternativas que utilizan opciones
no competitivas, como por ejemplo las basadas en cambios
conformacionales de las biomoléculas. Tyagi y Kramer" demostraron
esta posibilidad utilizando una “baliza molecular” (molecular beacon) de
ADN. Esta sonda es un oligonucleétido en forma de horquilla que
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dispone de un marcador fluorescente en uno de sus extremos y de un
amortiguador de la fluorescencia (quencher) en el otro, ambos unidos a
los extremos 3’ y 5’ respectivamente mediante enlaces covalentes. En la
configuraciéon de horquilla original, el amortiguador préximo al
fluor6foro impide la emision de fluorescencia por parte de éste. Cuando
la sonda hibrida con una secuencia complementaria (véase la figura 7)
pierde su forma de horquilla, el amortiguador se aleja del marcador y éste
puede ahora emitir fluorescencia.

Baliza Molecular

Horquilla de F  Fluorofore

ADN @ Amortiguador

AR RN EEENENER RN

ADN
6

complementario
hv NEmisi n fluorescente
F

Figura 7. Esquema de sefializacidn basado en el empleo de balizas moleculares.

Estas balizas moleculares se utilizan en una gran variedad de
aplicaciones, entre las que se encuentran el genotipado, monitorizacion
de interacciones ADN-proteina en tiempo real y deteccion de ARN en
células vivas.

Este tipo de cambios conformacionales pueden también transducirse
mediante técnicas electroanaliticas que presentan ciertas ventajas muy
prometedoras, como su elevada sensibilidad y rapidez de respuesta, su
disponibilidad a bajo coste y su funcionamiento con minimos
requerimientos de potencia, masa y volumen. Ademads, la industria de la
microelectrénica proporciona a las técnicas de deteccion electroquimicas
una plataforma creciente cada vez mds compatible con las exigencias de
los microarrays y los dispositivos integrados.

Como en los métodos Opticos anteriormente comentados, la
transferencia de electrones en los métodos electroquimicos, en un medio
heterogéneo, entre el electrodo y la molécula redox confinada en su
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superficie, muestra una dependencia de tipo exponencial, tanto con la
distancia como con el factor de acoplamiento 3, de acuerdo con la teoria
de Marcus.** Debido a esta dependencia exponencial, pequefas
alteraciones conformacionales en la superficie de confinamiento de la
macromolécula (marcada con el polimero redox) conllevan enormes
variaciones en la velocidad de transferencia de electrones, que se traslada
en cambios cuantificables de las sefiales electroquimicas. Por ejemplo,
Benson y colaboradores proponen una estrategia que utiliza la capacidad
de plegamiento de una proteina inducida por la presencia de un ligando.
En esta configuracién un electrodo de oro es previamente recubierto con
una monocapa autoensamblable (SAM) que proporciona una plataforma
versatil para la inmovilizacién de proteinas en sitios especificos.45 La
proteina enlazante de maltosa se une a la superficie del electrodo con una
orientacion especifica de modo que el grupo redox del complejo de
rutenio [Ru(II)(NHj3)4(1,10-fenantrolina-5-maleimida)](PF¢) se fija en la
superficie del electrodo. Cuando el ligando de maltosa se une a la
proteina produce un plegamiento de ésta que desplaza el complejo de
rutenio, alterdndose la transferencia de electrones. Esta modificacién en
la respuesta electroquimica es proporcional a la concentracién de
maltosa. (Fig. 8)

Electroda de oro | \ |

Figura 8. Esquema de sefializacién basado en cambios en la transferencia de
electrones entre un par aceptor/donador por cambios en la conformacién del
elemento de reconocimiento. (Adaptada de Benson, D.E., et al (2001): Science 293,
1641-1644.

Existe también un sensor de ADN electroquimico equivalente al que
utiliza la baliza molecular, en el que el fluor6foro se sustituye por una
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especie electroactiva como ferroceno o antraquinona. Cuando la horquilla
de ADN, con el marcador electroquimico, inmovilizada sobre la
superficie del electrodo se encuentra plegada sobre si misma, el marcador
se sitda en la proximidad del electrodo y por tanto la transferencia de
electrones es eficiente. Sin embargo, cuando se produce la hibridacién, la
hebra de ADN se estira aumentando la distancia entre el mediador
electroquimico y la superficie del electrodo, con el consiguiente cambio
en la respuesta electroquimica.* (Fig. 9)

Ferroceno

Figura 9. Esquema de sefializacién basado en cambios en la transferencia de
electrones entre un par aceptor/donador por alteraciones en la disposiciéon del
elemento de reconocimiento. Adaptada de Fan, C., et al. (2003). Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 100, 9134-9137.

ELEMENTOS BIOLOGICOS DE RECONOCIMIENTO
MOLECULAR

Las moléculas utilizadas en los biosensores como elementos de
reconocimiento deberdn cumplir con ciertos criterios fundamentales para
poder ser empleadas como unidades sensoras. En primer lugar tienen que
poseer afinidad hacia el elemento objeto del reconocimiento, que debera
ser suficientemente selectiva para reconocer a este elemento en presencia
de otros compuestos y ademds deberd permanecer estable a lo largo del
tiempo.

El reconocimiento molecular puede conllevar simplemente el enlace
entre el elemento receptor y la molécula reconocida (antigeno-
anticuerpo) o bien la interaccion puede ser de naturaleza catalitica
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(enzima-sustrato-producto). Este es el principal criterio que se utiliza en
la clasificacion de los biosensores como biocataliticos o de bioafinidad.

Sensores biocataliticos

Como su nombre indica los sensores biocataliticos se basan en la
utilizacién de catalizadores bioldgicos que median en una reaccion
quimica, en la que intervienen uno o varios sustratos, para generar uno o
varios productos. Finalizado el proceso, el biocatalizador se regenera y
puede ser nuevamente reutilizado.

Estos biocatalizadores pueden ser enzimas inmovilizadas aisladas o
paquetes multienzimdticos coinmovilizados, que actian de modo
encadenado, orgénulos celulares, células completas y tejidos animales o
vegetales.

Pueden emplearse para detectar la presencia de alguno de los sustratos
que participan en la reaccién, bien cuantificando la desaparicién de algin
cosustrato o cofactor conocido, distinto de aquel que se quiere detectar o
bien por la generacion de algtin producto conocido y determinable.

También pueden utilizarse indirectamente para detectar compuestos
que interfieren en la reaccion de manera selectiva, inhibiendo las
capacidades del biocatalizador, como por ejemplo determinados
insecticidas del tipo de los carbamatos, que inhiben la actividad
enzimadtica de la acetilcolinesterasa y cuya presencia puede cuantificarse
a través del grado de inactivacion de esta enzima,47 o los metales pesados
que inhiben la actividad de la enzima fosfatasa alcalina, presente en la
membrana de la microalga Chlorella vulgaris, que adecuadamente
inmovilizada en el extremo de wuna fibra Optica permiten su
determinaci6n.*®

A continuacién se describen los elementos de reconocimiento de tipo
biocatalitico mds utilizados, los cuales pueden acoplarse a los distintos
tipos de transductores mds comunes.

Enzimas
Las enzimas son proteinas que catalizan una reaccidén quimica mediante

la unién de su sustrato especifico en una regién concreta de la misma,
conocida como centro activo. Estas enzimas, a menudo requieren de la
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presencia de coenzimas que pueden participar en la reaccién de dos
maneras distintas, bien a través de una fijacion enérgica a la proteina, de
manera que no son modificados una vez finalizado el ciclo catalitico, o
bien como un segundo sustrato, modificdndose después del ciclo, por lo
que en general requieren de otra enzima para volver al estado original.

La actividad enzimética estd controlada normalmente por la presencia
de estos cofactores y ademds por la temperatura, pH y fuerza iénica del
medio en el que se desarrolla la catdlisis. La estabilidad de las enzimas es
un factor limitante para el tiempo de vida de un biosensor enzimatico, por
lo que se emplean diferentes métodos para aumentarla, como
estabilizacion quimica y/o inmovilizacion.

Entre las enzimas disponibles comercialmente, las mas utilizadas son
las correspondientes a la familia de las 6xido-reductasas. Se trata de
enzimas muy estables que catalizan reacciones de oxido-reduccién y que
pueden acoplarse a distintos sistemas de transduccion, como dispositivos
potenciométricos, amperométricos, optoeléctronicos, calorimétricos y
piezoeléctricos, mediante diferentes técnicas de inmovilizacion quimica.

Para mejorar la capacidad de los biosensores enziméticos y extender la
vida util de las enzimas, asi como otras de sus propiedades, se puede
recurrir a su purificacién y tratamiento posterior mediante ingenieria
bioquimica avanzada como por ejemplo, la enzima glucosa
deshidrogenasa GDH (PQQ) hidrosoluble que puede purificarse a partir
de Klebsiella pneumoniae49 y posteriormente transformarla en una
enzima termoestable, simplemente mediante la sustitucién de un
aminodcido.”® Otras alternativas son las transformaciones genéticas a
través de pldsmidos’' y la mutacién directa.”

Son numerosas las ventajas que presentan las enzimas para su
utilizacién en los biosensores, entre ellas su elevada selectividad y
capacidad de respuesta rdpida, la simplicidad de la configuracién de los
prototipos, su capacidad de auto-regenerarse y su extensa disponibilidad
comercial.

Células, tejidos y orgdnulos subcelulares.

Se utilizan células procedentes de microorganismos o de organismos
superiores. En funcion de su actividad celular, se pueden emplear para el
andlisis de distintos compuestos, como por ejemplo los relacionados con
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el crecimiento celular, como las vitaminas, azicares, dcidos orgénicos o
compuestos nitrogenados y también aquellos que influyan en su
respiraciéon o metabolismo como respuesta ante la presencia de un téxico
0 contaminante.

La mayor limitaciéon a la hora de utilizar células completas es la
difusion de sustratos y productos a través de la membrana celular que da
como resultado una respuesta mds lenta, en comparaciéon con los
biosensores enzimaticos.™

Al igual que las células completas, determinados tejidos vegetales son
una fuente de enzimas o de sistemas enzimaticos conjugados. Para ello se
utilizan distintos cortes y homogeneizados de tejidos, como hojas, raices,
frutas o semillas.”

También pueden emplearse orgdnulos que contengan determinados
paquetes enzimdticos, aunque no posean todos los que corresponden a
una célula completa, como por ejemplo los cloroplastos o las
mitocondrias. Determinados agentes téxicos para las células como
plaguicidas, metales pesados o detergentes actian sobre estos sistemas
enzimdticos inhibiéndolos, lo que da pie a su utilizacién como
biosensores para detectarlos.

Las ventajas del empleo de células y tejidos se derivan de su bajo coste
y escasa preparacion previa, ya que se evitan los procesos de purificacion
asociados al empleo de las enzimas, no se requiere adicion de cofactores
para la regeneracion enzimadtica y se asocian con una buena estabilidad,
lo que representa prolongadas vidas ttiles de los biosensores. Como
contrapartida suelen presentar baja sensibilidad, respuesta lenta vy
selectividad limitada.

Sensores de bioafinidad

Los sensores de bioafinidad se basan en la interaccion del analito de
interés con el elemento de reconocimiento, sin que medie transformacion
catalitica. La interaccion conlleva la modificaciéon de un equilibrio en el
que se forma un complejo analito-receptor.

Para cuantificar la interaccion, puede recurrirse a métodos directos, tipo
sandwich, de desplazamiento y competitivos. Dado que en la interaccién
no se consumen sustratos ni se generan productos, como ocurre con los
sensores cataliticos, en la mayor parte de este tipo de biosensores se
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recurre al marcaje del receptor implicado en la interaccién o bien al de un
elemento que compita con el analito por la unién al receptor. Como
marcadores se utilizan compuestos fluorescentes, nanoparticulas o
enzimas que intervengan en una reaccion complementaria transducible,
con la que se asocia el mecanismo de deteccion.

Existen algunos inconvenientes con este tipo de sistemas. El principal
es que habitualmente se requieren pasos adicionales de lavado vy
separaciéon de las moléculas marcadas que permanecen en exceso.
Ademads, necesita de la adicién de sustratos especificos de las enzimas
que se utilizan como marcadores. Por ello han proliferado otros sistemas
de transduccion directa basados en cuantificar la interaccién entre el
receptor y el analito a través de los cambios de masa que se producen
sobre la superficie del material empleado como transductor,” o también
por los cambios que experimenta una radiacién electromagnética,
adecuadamente utilizada, y que se producen como consecuencia de esta
interaccion.”

Una de sus ventajas principales es que permite su utilizacién en
configuraciones integradas en dispositivos “arrays” para multiandlisis y
la obtencién masiva de informacién bioldgica, al nivel que requiere la
bioquimica actual, en un tiempo minimo.

En la actualidad se emplean distintos tipos de reactivos de bioafinidad.
como anticuerpos, receptores y canales i6nicos, lectinas, células, dcidos
nucleicos, aptdmeros, dcidos nucleicos peptidicos (PNAs) y polimeros de
impresion molecular (PIMs).

Anticuerpos

Los anticuerpos han sido quizds los componentes de los sensores de
bioafinidad mds utilizados en la tecnologia de los biosensores,
constituyendo de hecho un amplio grupo de diferentes dispositivos,
conocidos como inmunosensores.’’

Un anticuerpo es una proteina que se une de manera selectiva a un
antigeno especifico y que en condiciones determinadas también puede
reconocer moléculas de pequefo tamafio conocidas como haptenos.
Tanto los antigenos como los haptenos constituyen los analitos objeto de
la construccidn de estos sensores.
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Con fines analiticos, cada antigeno o hapteno requiere la produccién de
un anticuerpo particular, su aislamiento y normalmente su purificacion y
pueden utilizarse tanto anticuerpos policlonales como monoclonales. Los
anticuerpos monoclonales presentan la ventaja de una mayor
especificidad, aunque su sensibilidad suele ser menor que la
correspondiente a los anticuerpos policlonales. En los dltimos afios, y
cada vez con mds frecuencia, se ha evolucionado a la produccién de
anticuerpos recombinantes y al uso de fragmentos (Fab, Fab’o Fv) de
anticuerpos con la finalidad de incrementar la selectividad y disminuir las
interacciones no especificas.

La regeneracion del inmunosensor representa la etapa mas limitante del
empleo de los mismos, ya que condiciona su reutilizacion.
Habitualmente, para conseguir selectividades y limites de deteccion
adecuados, se requiere la formacion de complejos antigeno-anticuerpo de
elevada afinidad, cuya disociacién suele ser complicada, lo que limita su
utilizacién a un udnico uso. También es importante minimizar las
interacciones no especificas que conducen a falsos positivos.58

Receptores y canales ionicos

Se denominan receptores a las zonas celulares que permiten la
interaccion de determinadas sustancias con los mecanismos del
metabolismo celular. Son proteinas o glicoproteinas presentes en la
membrana celular, en la membrana de las organelas o en el citosol
celular, a las que se unen especificamente otras sustancias quimicas,
llamadas moléculas sefializadoras, como las hormonas vy los
neurotransmisores. Los receptores, al igual que las enzimas, pueden
aislarse e inmovilizarse en diferentes superficies y asociarse a diversos
dispositivos de transduccion.

De especial interés son las proteinas trasportadoras, como los canales
idnicos, ya que permiten controlar el flujo de sus iones asociados y
monitorizarlos mediante métodos electroquimicos miniaturizados, como,
por ejemplo, los canales i6nicos de gramicidina, que preparados a partir
de membranas lipidicas de bacterias termdfilas sobre microelectrodos de
oro (> 30 um de didmetro), permiten conseguir limites de deteccion del
orden nanomolar.”® Representan también un instrumento valioso para la
posible deteccién de una sola molécula, como las denominadas proteinas
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porosas, que se utilizan en la deteccion simultinea de varios metales
divalentes.”

Lectinas

Las lectinas constituyen un grupo de glicoproteinas de origen no
inmune que comparten la propiedad de enlazarse de forma especifica y
reversible a carbohidratos, tanto libres como formando parte de
estructuras mas complejas. Las lectinas forman estructuras conjugadas
como lectina-glicoproteina, lectina-enzima y lectina-anticuerpo, lo que ha
permitido el desarrollo de técnicas cromatogrificas como la
cromatografia de afinidad para la purificacién de glicoproteinas. Ejemplo
de ellas es la purificacion de IgG utilizando anti-IgG acoplada a la Con
A-Sepharose y la purificacién de IgM usando Con A-Sepharosa, asi
como también la purificacion de enzimas y de las propias lectinas. Como
moléculas de reconocimiento son facilmente utilizables, econémicas y de
gran disponibilidad y pueden asociarse a diferentes tipos de
transductores, especialmente los masicos. En el disefio de biosensores se
han utilizado de manera extensiva, especialmente en la fabricacion de
sensores de glucosa con la lectina concanavalina A (Con-A), dada su
capacidad para enlazarse a este tipo de azicar.”'

Células

Las membranas celulares estdn constituidas por lipidos y proteinas
constituyendo una barrera que impide el paso de la mayor parte de las
sustancias. La selectividad de los canales de proteinas le permite a la
célula controlar la salida y entrada de las sustancias necesarias, asi como
los transportes entre compartimentos celulares. El reconocimiento y la
unién de determinados compuestos en la superficie celular estdn
controlados por receptores celulares, conectados a sistemas internos, que
sOlo actiian cuando la sustancia se une a la superficie de la membrana.
Todo ello desencadena la activaciéon de sistemas secundarios y la
intervencion de enzimas, que pueden ser monitorizados por distintos
transductores. Determinados compuestos tOXicos ejercen su accion
bloqueando los sistemas de sefializacién, como las toxinas paralizantes
de origen marino, que ejercen su accion téxica bloqueando los canales de
sodio en las células que forman la membrana de la vejiga de rana. Esta
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caracteristica puede utilizarse para la fabricacion de biosensores
empleando este tipo de tejido.®?

Acidos nucleicos

Los dcidos nucleicos son estructuras moleculares formadas por la
repeticion de una molécula unidad que es el nucleétido. Los nucledtidos
son las unidades estructurales bdsicas que constituyen las cadenas de
ADN. Es relativamente sencillo construir sintéticamente secuencias
encadenadas de nucledtidos que responden a la estructura de
determinados genes previamente identificados. Estas cadenas se
enlazardn especificamente a su secuencia complementaria en un proceso
conocido como hibridacion. En los biosensores para el analisis de ADN,
conocidos también como genosensores, se utiliza este proceso en la etapa
de biorreconocimiento. Su utilizacion se extiende tanto a los procesos de
secuenciacion genética y andlisis de la expresion génica, como a la
deteccion de mutaciones Yy alteraciones del ADN asociadas con
determinadas enfermedades.

En los sensores de ADN se recurre habitualmente al marcaje con

marcadores fluorescentes, aunque se han desarrollado numerosas
metodologias de deteccion acopladas a variados dispositivos de
transduccion.

Aptdameros

Un aptdmero es una secuencia de oligonucleétidos (ADN o ARN) de
cadena sencilla, sintetizada artificialmente, capaz de reconocer diversas
moléculas diana con una afinidad y especificidad elevadas. Los
aptdmeros son obtenidos mediante un proceso denominado “evolucién
sistemdtica de ligandos por enriquecimiento exponencial” (SELEX).®
Estas moléculas biomiméticas se asemejan a los anticuerpos. Se pliegan
en el espacio y adquieren una conformacion con determinadas regiones a
las que puede unirse el analito. Existen numerosas aplicaciones de estas
moléculas asociadas a biosensores que han motivado la acufiacién del
término aptasensor para describir este tipo de dispositivos, como los
aptdmeros de ARN para la deteccion y transduccion directa de ATP
mediante sensores Opticos, a pesar de la relativa inestabilidad de la
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molécula de ARN, comparada con la ADN, como elemento de
reconocimiento,64 entre otras.®

Acidos nucleicos peptidicos (PNAs)

Los PNAs son polimeros sintéticos lineales de dcidos nucleicos, como
el ADN, pero difieren en que su estructura estd formada por una
secuencia aquiral de unidades repetidas de N-(2-aminoetil)glicina unidas,
mediante enlaces peptidicos, con las bases nitrogenadas puricas y
pirimidinicas. Ademds no contienen unidades de 2’-desoxi-D-ribosa ni
los enlaces fosfodiéster, presentes en la molécula de ADN. Su esqueleto
por tanto es neutro, lo que reduce la repulsion electrostitica durante el
proceso de hibridacidn, estableciendo enlaces més fuertes con las hebras
de ADN y moléculas de ARN que reconocen, que los correspondientes a
las hibridaciones naturales. La adsorcion inespecifica es notablemente
inferior a la observada en las moléculas de ADN. Su utilizacién en
biosensores de afinidad, especialmente en andlisis rutinario de ADN,
como por ejemplo la deteccion de microorganismos, tiene un gran
potencial de futuro.*

Polimeros de impresion molecular

Los polimeros de impresion molecular o PIMs son matrices sintéticas
obtenidas a partir de materiales con la capacidad de adoptar en su
estructura la forma de las moléculas presentes en el medio en el que
polimerizan y que permanecen en el material a modo de moldes
moleculares. Son consideradas por muchos autores como ‘‘anticuerpos
artificiales” (Plastibodies). Tedricamente presentan la capacidad de
reconocer e interaccionar de forma selectiva con las moléculas que
produjeron en su estructura la huella correspondiente. Se trata, por tanto,
de materiales biomiméticos que reproducen el mecanismo de
reconocimiento de los sistemas bioquimicos convencionales, como los
anteriormente expuestos (enzima-sustrato, antigeno-anticuerpo, etc.).
Entre sus ventajas se suele considerar que poseen una mayor estabilidad
que otros sistemas biolégicos de reconocimiento.

Estos polimeros presentan una serie de caracteristicas muy interesantes
para su utilizacién como biosensores, especialmente en el campo del
andlisis de medicamentos y medioambiental, por su potencial para poder
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desarrollar PIMs destinados a un gran nimero de analitos, para los que
ain no se encuentran disponibles sistemas de reconocimiento
biolégicos.®” Representan un campo de investigacién relativamente
reciente, por lo que sus aplicaciones se incrementardn en un futuro, en
especial cuando se obtengan derivados artificiales activos biolégicamente
y se investigue en la obtencién de inhibidores, agonistas o ligandos
artificiales con capacidad cornpetitival.68 Se han utilizado con éxito en la
construccion de biosensores para la deteccion de fragancias, como el 2-
metilisoborneol (2-MIB) y la geosmina (GEO), que pueden detectarse a
niveles de ppbs.®’

Métodos de inmovilizacion

El componente biol6gico de cualquier biosensor tiene que ser
incorporado en el dispositivo de manera que se garantice su actividad si
posee propiedades cataliticas o bien que, el sitio de unién en el que se
produce la interaccion con el analito se encuentre accesible al mismo. Por
ello la adecuacion del proceso de inmovilizacion de este componente
esencial es determinante en el desarrollo de un biosensor. (Fig. 10)

En los métodos de inmovilizacién que en general se utilizan en la
fabricacion de biosensores, se puede recurrir a varia alternativas que van,
desde la simple adsorcion fisica a la superficie sensora, la unién
covalente, el atrapamiento en el interior de matrices poliméricas o el
acoplamiento indirecto mediante especie biomoleculares intermedias.

Activo Activo Acpyo Inactivo
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Figura 10. Ejemplos de inmovilizacién y su repercusion sobre la accesibilidad del
biocatalizador.
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TABLA 1. Ventajas e inconvenientes de los elementos de reconocimiento mas comunes

Enzimas Ventajas Inconvenientes
Elevada sensibilidad. Sensibilidad frente a condiciones ambientales
Respuesta rapida. (pH, temperatura o fuerza idnica).
Autorregenerables. En ocasiones requieren presencia de cofactores
Permiten monitorizacién continua. Pueden ser inhibidos por sustancias
No requieren pasos de lavado. de la muestra.
Gran variedad de enzimas disponibles. Tiempo de vida limitado.

Facilitan la deteccion de téxicos desconocidos
que inhiben enzimas.

Permiten amplificar sefiales.

Disefio sencillo.

Fécil construccion.

Bajo coste.

Manejo sencillo.

Tejidos Ventajas Inconvenientes
Bajo coste. Baja sensibilidad.
Evitan procesos de extraccion y purificacion Respuesta lenta.
de enzimas. Selectividad limitada.

No requieren la adicién de cofactores para la
regeneracion enzimatica.

Simplicidad de construccidn.

Alta estabilidad.

Elevada actividad.

Aptameros Ventajas Inconvenientes

Mayor estabilidad en comparacién con Bajas constantes de afinidad.
los elementos biolégicos.

Inmovilizacién sencilla sobre las superficies.

Produccién a gran escala con un coste bajo.



TABLA 1. Ventajas e inconvenientes de los elementos de reconocimiento mds comunes (continuacién) *

Anticuerpos Ventajas Inconvenientes
Sensibilidad y selectividad levadas. Dificil regeneracion.
Estabilidad quimica. Requieren contacto directo con la muestra.
Afinidad variable. En ocasiones requieren marcaje.
Respuesta rapida. No amplifican la sefial.
Bajo coste. No existe consumo del analito por lo que se
saturan (estrecho intervalo de linealidad)
No permiten detectar sustancias desconocidas.
PIMs Ventajas Inconvenientes

(*)Adaptada de™

Sensibilidad y selectividad elevadas.
Posibilidad de desarrollar PIMs destinados a
muy diversos analitos incluyendo especies para
las que atin no se han encontrado elementos
de reconocimiento biolégico apropiados.
Especificidad predecible teéricamente aunque,
en la préctica, la existencia de interacciones
de carécter no especifico hace dificil

su determinacion.

Produccién a gran escala con un bajo coste.
Tiempo de vida largo: estabilidad quimica,
térmica y mecdnica elevadas.

Tecnologia en desarrollo en el &mbito

de los biosensores.

En general, las constantes de afinidad son bajas,

lo que implica mayores tiempos de andlisis.
Requiere altas concentraciones de moléculas molde.
El procedimiento de sintesis de los PIMs

conlleva miltiples etapas y resulta laborioso
Ademés, hay pérdidas de material util y

se obtienen redes con una distribucién poco
homogénea de los puntos de unién.

Dificultad para operar en medios acuosos

porque no se produce el reconocimiento del analito.




Métodos de inmovilizacion fisica

Adsorcion

Representa el método mds sencillo para la inmovilizacién de proteinas
y otras biomoléculas, por lo que suele resultar la alternativa mas simple
de inmovilizacién. No obstante, presenta el inconveniente de su
reversibilidad y variabilidad, que puede representar un problema cuando
las condiciones ambientales fluctian (pH, disolventes empleados etc.).
Ademads, la densidad de moléculas inmovilizadas sobre la superficie
suele ser inferior a otros métodos de inmovilizacién alternativos.”' Sin
embargo y dada su simplicidad, la inmovilizacién fisica goza todavia de
gran popularidad para la inmovilizaciéon de numerosas moléculas sobre
superficies sensoras.’

Con el fin de mejorar los rendimientos de inmovilizacién se han
utilizado moléculas de recubrimiento para los materiales empleados,
como poli-L-lisina, especialmente en la construccién de microarrays.”
Sin embargo, el uso de este particular tipo de enlace, no covalente, no ha
alcanzado el éxito esperado en el campo de los biosensores, en parte
debido a la naturaleza i6nica de su interaccién. Las fuerzas de cizalladura
causadas por el movimiento de fluidos en el interior del biosensor
producen la desorciéon de los elementos de biorreconocimiento, en
especial cuando se utilizan disoluciones tampén de elevada fuerza i6nica
o de pHs no neutros.

Una estrategia utilizada para aumentar la adsorcién, especialmente util
en los biosensores electroquimicos, consiste en electrodepositar el
elemento de reconocimiento sobre la superficie metdlica de un
electrodo.”* Para ello se aplica un sobrepotencial durante un tiempo
limitado en un 4rea restringida, lo que permite una deposicion selectiva.

En general, debido a la naturaleza de la unién conseguida mediante
adsorcién (fuerzas de Van der Waals, enlaces por puente de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas e interacciones mediadas por electrones ),
tanto la orientacion espacial de las moléculas inmovilizadas, como la
accesibilidad de los analitos y sustratos a los lugares de unién de las
mismas, se encuentran sometidas al azar. En cualquier caso, se ha
utilizado en multitud de materiales, como plésticos, cristal, carbono
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vitrificado o pirolitico o metales como oro, plata amalgamada vy
mercurio, entre otros.

Atrapamiento

Consiste en la retencién fisica del elemento de reconocimiento en las
cavidades interiores de una matriz sélida porosa, constituida
generalmente por polimeros del tipo de poliacrilatos, poliacrilamidas,
polimetacrilatos, poliestireno, alcohol polivinilico, etc.

En general, este método de inmovilizaciéon puede llevarse a cabo de
maneras distintas, como la polimerizacién interfacial, la simple
evaporacion del disolvente, el atrapamiento en una matriz polimérica y la
retencion mediante membranas.

En los biosensores electroquimicos se emplean ademds otras
alternativas, como el atrapamiento mediante electropolimerizacion, los
electrodos de pasta de carbono y los composites conductores. En los
primeros el elemento de biorreconocimiento es sometido a un potencial
en presencia de un mondémero, de manera que los radicales del mismo
que se forman por oxidacién anddica se adsorben sobre la superficie del
electrodo, polimerizando y proporcionando una matriz tridimensional
que atrapa la molécula. Se puede recurrir a polimeros conductores, como
el polipirrol, que permiten controlar el espesor de la pelicula polimérica.
Los polimeros orgdnicos conductores presentan ademds la ventaja de
proporcionar una matriz apropiada para la inmovilizacién, permiten una
buena comunicacidn eléctrica directa con materiales electrédicos, como
el carbono o los metales, siendo de gran utilidad en los biosensores
electroquimicos, al facilitar el intercambio de portadores de carga entre la
superficie del electrodo y el centro redox del catalizador.

Los electrodos de pasta de carbono se pueden obtener facilmente
mezclando polvo de carbono (particulas de 5-20 pum de didmetro) con un
conglomerante, como el nujol (aceite de parafina), formando un electrodo
de trabajo semisdlido. El caricter hidrofébico del nujol garantiza el
atrapamiento de las moléculas de biorreconocimiento en medio acuoso, a
la vez que permite la incorporacién de mediadores electroquimicos que
favorecen los procesos de transferencia de carga.

Se han utilizado distintas membranas semipermeables como medio de
atrapamiento, del tipo acetato de celulosa, policarbonatos, teflon, Nafion

40



y poliuretano. Presentan la ventaja de preservar la configuracion y
actividad de las moléculas inmovilizadas, aunque introducen barreras
difusionales que normalmente afectan a los tiempos de respuesta de los
sensores.

En los tltimos afios estdn cobrando también gran interés los sistemas de
atrapamiento a través de procesos sol-gel, dada la facilidad de su
preparacién y la elevada estabilidad que se consigue. Basicamente
consisten en la generacion de materiales cerdmicos a baja temperatura, a
través de la hidrélisis de compuestos precursores tipo alcéxido vy
copolimerizaciéon de monomeros hidroxilados. Los alcoxisilanos
producidos generan en medio 4cido una red sdlida de estructura
comparable a los cristales convencionales, con un tamafio de poro y
grosor controlable.”

Métodos de inmovilizacion quimica

Inmovilizacion mediante enlace covalente

En las reacciones quimicas utilizadas en la inmovilizacién covalente,
generalmente intervienen los grupos nucledfilos de las moléculas como
grupos amina (-NH,), grupos carboxilicos (-COOH), alcoholes (-OH),
tioles (-SH) o también grupos imidazol. Las vias principales de reaccion
suelen reducirse a la activaciéon de acidos carboxilicos en ésteres
mediante carbodiimida y N-hidroxisuccinimida, a la formacién de una
base de Schiff entre una amina nucledfila y un aldehido y a las
sustituciones nucleofilicas entre aminas primarias o tioles y grupos
electréfilos con un elemento saliente, como un éster activado o un
halogenuro de acido.

Los materiales utilizados en la construccién de biosensores son muy
variados. En los sensores Opticos, el sustrato que mds se emplea como
superficie de inmovilizacion es el vidrio y en este caso la mayoria de los
métodos de inmovilizacion utilizan silanos, que proporcionan, en primer
lugar, una molécula facilmente modificable y sirven ademds como
grupos activables. La primera categoria de estos silanos incluye grupos
tiol y amino terminales que requieren de la adiciéon de una especie
activadora, como glutaraldehido o bien de reactivos homo o
heterobifuncionales de entrecruzamiento para unir la molécula de interés
a la superficie silanizada. La mayoria de los reactivos de
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entrecruzamiento disponibles en el mercado se utilizan para la
modificacién de proteinas, mediante la transformacion via tiol o aminas
primarias. El entrecruzamiento quimico, conseguido de esta manera,
genera moléculas de reconocimiento inmovilizadas con una orientacion
distribuida al azar, a pesar de que se asume que los sitios de unién activos
se orientan adecuadamente. La segunda categoria de silanos, utilizados
para la inmovilizacién de biomoléculas, incorpora grupos activos como
aldehidos y epoxi, asi como también moléculas fotoactivables. De
particular interés resultan los silanos fotoactivables sintéticos que poseen
residuos de polietilenglicol (PEG) proteina resistente, ya que se consigue
reducir significativamente las uniones inespecificas.”®”’

Inmovilizacion a través de una capa intermedia.

Otra via de inmovilizacién consiste en generar un sedimento de
moléculas, con capacidad de enlace selectivo, sobre la superficie sensora
. . . 7 s 1: 7
del biosensor, como la proteina A y la proteina G ¥ 01a avidina.”

La utilizacién de capas mono o multi ensambladas (SAMs) se presenta
como una alternativa atractiva, especialmente en la construccién de
biosensores electroquimicos. La combinacién del complejo avidina-
biotina ha sido muy utilizada en numerosas configuraciones, mediante la
unién de uno de los reactivos a la superficie del sustrato o monocapa y
del otro al elemento de biorreconocimiento.*

La avidina, como la estreptavidina, son grandes proteinas tetraméricas
(70 kD) que incorporan cuatro sitios de union idénticos. La biotina es una
molécula pequenia que se une con gran afinidad al sitio de unién con una
constante de afinidad de 1x10"°M™. Este valor es casi cercano al de la
unién covalente, por lo que sélo puede eliminarse en condiciones muy
adversas. Debido a su fuerte interaccion, la formacion del complejo casi
no se afecta con cambios de pH, ni temperaturas extremas, disolventes
organicos ni con agentes desnaturalizantes.

La unién tetravalente de la estreptavidina con la biotina permite la
construccidén de sandwiches moleculares, donde la avidina unida a una
superficie puede acoplarse con los elementos de reconocimiento
biotinilados. La estabilidad acuosa del complejo avidina-biotina hacen de
facil manejo este sistema; sin embargo, la presencia de esta capa de
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TABLA 1II. Técnicas de inmovilizacién, descripcion, matrices, ventajas € inconvenientes.

Inmovilizacién Descripcion Matriz Ventajas Inconvenientes
Adsorcién fisica ~ Unién del ER* a la Celulosa. Sencilla. Unién débil, pérdida
matriz mediante Gel de silice. Bajo coste. de ER por condiciones
interacciones i6nicas, Colageno. Matriz regenerable. externas.
puentes de hidrégeno, Hidroxiapatita. Sin modificaciones en ER. Control estricto
fuerzas de Van der Waals. del proceso.
Atrapamiento Retencion fisica Geles: agar, Sencilla. Unién débil.
del ER en las nylon, almidén, Bajo coste. Control estricto
cavidades interiores poliacrilamida. Se necesita poca de la polimerizacién
de la matriz. Matrices cantidad de ER. de la matriz.
electrédicas Sin modificaciones No regenerable.
composites rigidas:  en ER.
grafito-teflén o Proximidad entre
grafito-resina epoxi. ERy el transductor.
Entrecruzamiento  Uniones irreversibles Reactivos: Coste moderado. Utilizacion de sustancias
de los ERs entre si Glutaraldehido Estable en condiciones quimicas téxicas.

Enlaces covalentes

mediante reactivos
bifuncionales.

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

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

extremas.

Minima pérdida de ER.

F4cil manipulacién

Estable en condiciones

extremas

No regenerable.

Alteracion del ER

(centro activo en enzimas).
Inadecuado para ERs muy
sensibles (pH, temperatura)
No regenerable.

Utilizacién de sustancias
quimicas téxicas. Coste alto

(*ER: Elemento de Reconocimiento).- Adaptada de™




proteina puede inducir la adsorcion inespecifica y comprometer la
sensibilidad y selectividad del biosensor.

También se ha sintetizado una biotina funcionalizada con un grupo
pirrol, lo que permite la preparacién de peliculas de polipirrol-biotina
electropolimerizadas sobre diferentes superficies®’ que presentan, por
tanto, sitios de incorporacién. La conjugacién posterior con avidina
permite la unién de gran variedad de moléculas biotiniladas.

SISTEMAS DE TRANSDUCCION

Los transductores son dispositivos que convierten la informacién
correspondiente a las variaciones de las propiedades fisicoquimicas,
inducidas como consecuencia de la interacciéon entre el elemento de
reconocimiento y el analito, en magnitudes eléctricas cuantificables. Esta
transformaciéon permite que las sefiales puedan ser amplificadas,
almacenadas y registradas.

Como se ha indicado anteriormente, existen varios tipos de
transductores que pueden emplearse en la fabricaciéon de biosensores,
como transductores electroquimicos, Opticos, piezoeléctricos (madsicos,
gravimétricos, acusticos), termométricos, magnéticos y nanomecanicos.
La utilizacién de un transductor u otro dependera del propio elemento de
reconocimiento empleado, de la naturaleza de la interaccion entre éste y
el analito y del mecanismo de sefializacién producido por el marcador
utilizado si lo hubiere.

Transductores electroquimicos

Los transductores electroquimicos utilizan propiedades electroanaliticas
que se producen o modifican por la interaccién entre el analito y el
sistema de reconocimiento, proporcionando informaciéon analitica
cuantitativa o semicuantitativa. Para el adecuado funcionamiento del
biosensor, el elemento de reconocimiento y el sistema de transduccion
deben estar en contacto directo.

Atendiendo a esta modalidad de transduccién, existen cuatro tipos de
biosensores: potenciométricos, amperométricos, conductimétricos e
impedimétricos y de carga i6nica o efecto de campo,82 dependiendo de
que detecten cambios en el potencial de electrodo, en la corriente
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eléctrica generada o consumida, la conductividad y resistencia eléctrica o
en la densidad de carga en un transistor ISFET.

Se utilizan habitualmente con elementos de reconocimiento
biocataliticos como enzimas, ya que éstas pueden generar o consumir
sustancias electroactivas que impliquen cambios en el pH, en el
potencial, resistencia eléctrica, etc.

Biosensores amperométricos

Se basan en la medida de las corrientes faradaicas resultantes de los
intercambios de electrones que se producen entre las enzimas que
constituyen el sistema de biorreconocimiento y un electrodo mantenido a
un potencial apropiado. La posibilidad de poder incorporar en el
electrodo otros componentes, como mediadores redox, cofactores u otras
biomoléculas, confiere a este tipo de biosensores una gran versatilidad de
uso.

La mayor parte de los biosensores amperométricos utilizan las enzimas
del grupo oxido-reductasas, dado que los productos consumidos o
producidos durante el proceso de 6xido-reduccion, suelen ser facilmente
transducibles amperométricamente. La determinacion de oxigeno
mediante el electrodo de Clark, aplicando potenciales de -0,6 V (vs
AgCl/Ag) a un electrodo de trabajo de platino, es una de las alternativas,
aunque también puede recurrirse a la oxidacion del peréxido de
hidrégeno, en aquellas reacciones catalizadas por enzimas que generen
este producto, como las flavin-oxidasas del tipo glucosa oxidasa, a
potenciales de +0,68 V vs AgCl/Ag.

R-D-Glucosa FAD

2Fe
Ferroceno + 2HT

Glucosa Oxidasa

ién Ferrocinio

D-Glucono- 2
2Fe elactrodo

1,5-lactona EARK,

Figura 11. Transduccién amperométrica en la determinacidn de glucosa a través de
la enzima GOD mediada con ferroceno.

El principal problema, asociado a estos biosensores, es su acusada
dependencia de la concentracion de oxigeno disuelto. Este inconveniente
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se puede solventar mediante la utilizacion de mediadores electroquimicos
que transfieren los electrones directamente al electrodo, sin necesidad de
reducir el oxigeno como cosustrato. El ferroceno representa el mediador
mads caracteristico de este tipo. (Fig. 12)

En la actualidad se dispone también de biosensores amperométricos
donde los electrones pueden transferirse directamente desde el centro
activo reducido de la enzima, sin necesidad de utilizar mediadores. Estos
biosensores utilizan sales organicas conductoras, como el i6n N-
metilfenazinio (NMP") con el radical tetracianoquinodimetano (TCNQ).

CH5 (c

(al (b) )
|'
i@? / N:\ S, NC — M
= > -
i@? C[N/I; NC \ / o

Figura 12. (a) Ferroceno (5-bis-ciclopentadienil férrico), compuesto que da origen a
numerosos mediadores. (b) TMP*, parte cati6nica de las sales orgdnicas conductoras.
(c) TCNQ™ parte aniénica de las sales orgdnicas conductoras.

Por sus caracteristicas, numerosas flavo-enzimas son fuertemente
adsorbidas por estas sales mediante la formacion de uniones salinas, dada
la alternancia de cargas positivas y negativas dentro de un entorno
hidrofébico. Estos electrodos enzimaticos se pueden preparar
simplemente mediante inmersion del propio electrodo en una disolucién
de la enzima y permanecer estables durante varios meses.

La progresiva reduccién de los potenciales de trabajo necesarios que
introduce este tipo de mediacién, disminuye sustancialmente los
problemas asociados con la interferencia de compuestos extrafios, que se
producen trabajando a potenciales elevados.

Estos tres tipos de electrodos constituyen las tres generaciones de
biosensores amperométricos. (Fig. 13)

Biosensores potenciométricos

Basados en medidas potenciométricas, suelen emplearse electrodos
selectivos a iones (lon Selective Electrode ISE), con los que se determina
la variacién en la concentracion de un i6n, inducida mediante una
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reaccion catalizada por una enzima. Las variaciones en la medida de los
potenciales vienen determinadas por la ecuacion de Nerst y en el caso de
los electrodos enzimaticos se encuentra afectada por el valor de la Km de
la enzima utilizada. La respuesta s6lo serd lineal a concentraciones de
sustrato inferiores a la equivalente a la décima parte del valor de dicha
Km. Las configuraciones mds empleadas en este tipo de biosensores
utilizan el electrodo de vidrio, el electrodo de amoniaco, el de yoduro y el
sensor de anhidrido carbdnico, en combinacién con diferentes enzimas
inmovilizadas en la proximidad del electrodo, mediante membranas del
tipo poliacrilamida.

Los electrodos selectivos a iones deben su respuesta a la diferencia de
potencial que se genera a ambos lados de una membrana, con
propiedades de unién selectiva para un determinado i6n, que separa la
disolucién objeto de andlisis y un electrolito interno de concentracion
invariable.

Figura 13. Biosensores amperométricos para enzimas flavin-oxidasas ilustrando las
tres generaciones en su desarrollo. (a) Primera generacién utilizando H,O, producido
en la reaccién (Ey = +0.68 V). (b) Segunda generacién empleando ferroceno para
favorecer la transferencia de los electrones hacia el electrodo producidos en la
reaccion (E, = +0.19 V). (c¢) Tercera generacién utilizando directamente los
electrodos producidos en la reaccién. (Ey = +0.10 V). Todos los potenciales (E;) son
relativos al electrodo de AgCl,Ag.

Biosensores conductimétricos e impedimétricos

Las variaciones en la conductividad de un medio, debidas a la
transformacion catalitica de un sustrato en sus productos
correspondientes, pueden también detectarse mediante un sistema
integrado de electrodos planos interdigitados, a través de la medida de su
impedancia.
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El ejemplo quizds mas caracteristico lo constituye el biosensor de urea,
fabricado mediante la inmovilizacién de ureasa sobre la superficie del
sistema de electrodos. Esta enzima en presencia de urea cataliza su
transformacion en el i6n bicarbonato y amoniaco, con el consiguiente
aumento en la conductividad del medio.

Biosensores de efecto de campo

Los ISFET (lon Sensitive Field Effect Transistors) son una variacion de
los transistores MOSFET (Metal Oxide Screen Field Effect Transistor).
Su principio de funcionamiento se basa en el control del flujo de cargas
que se produce entre dos electrodos (fuente y drenaje, ambos
semiconductores tipo n) situados sobre la superficie de un elemento
semiconductor (tipo p). Un tercer electrodo de naturaleza metdlica
(puerta) situado entre los dos anteriores cierra el circuito eléctrico. El
electrodo metalico esta aislado de los electrodos semiconductores,
mediante una fina capa de 6xido de silicio (Si0O,), pero puede influir en la
corriente eléctrica (I4) existente entre la fuente y el drenaje, aunque sélo
de manera electrostitica. El campo eléctrico requerido para ello es
proporcionado por un voltaje externo (V) entre la puerta y la fuente.
Dicho de otro modo, la corriente I esta directamente relacionada con el
voltaje V.

En un ISFET, el electrodo metédlico que constituye la puerta es
remplazado por una capa de un material sensible a iones, como por
ejemplo 6xido de aluminio (Al,Os), el nitruro de silicio (SizNy) o el 6xido
de tantalo (Ta,0s), sensibles todos ellos a protones. En presencia de estos
iones se produce un cambio en el voltaje Vo entre la puerta y la fuente
que conlleva un cambio también en la corriente I4 entre el drenaje y la
fuente, que estard directamente relacionada con el pH del medio. Los
dispositivos ISFET pueden transformarse ficilmente en biosensores,
inmovilizando una enzima sobre la superficie del sensor, como por
ejemplo el biosensor para penicilina utilizando la enzima penicilinasa.
Esta enzima transforma la penicilina en dcido peniciloico, que modificara
la concentracion de protones en el entorno y que por tanto influird en la
respuesta del dispositivo. (Fig. 14)

Los biosensores basados en la tecnologia ISFET presentan la ventaja de
que pueden miniaturizarse a los mismos niveles que se hace con los
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circuitos impresos, lo que les confiere una elevada capacidad de
integracién y un gran potencial para su empleo en microarrays.™

Electrodo de
Referencia N

—————— 1
: Elemento de
Analito e
Vv biorreconocimiento
pf m  Sobre la membrana

m B [ sensible

Fuente

Canal Drenaje

p-Si

Figura 14. Biosensor basado en la utilizacién de transistores ISFET. La presencia
del analito modifica la corriente eléctrica a través del canal entre la fuente y el
drenaje, modificando la respuesta del dispositivo.

Transductores 6pticos

Los transductores 6pticos se basan en la medicion de las variaciones
que se producen en las propiedades de una radiacién electromagnética,
como consecuencia de la interaccién entre el analito y el elemento de
reconocimiento del biosensor. Dicha interaccién puede inducir cambios
en las caracteristicas de absorcién, emision, dispersion, polarizacion,
refracciéon o reflexion de la radiacién, cuando ésta incide sobre la
superficie donde se encuentra el elemento de reconocimiento.

Se utilizan tanto métodos de deteccién directa como métodos de
detecciéon indirecta, en la que es necesario utilizar marcadores,
adaptandose igualmente a sistemas biocataliticos como de bioafinidad.

Entre los transductores que utilizan propiedades 6pticas se incluyen los
sensores de fibra dptica (optrodos) y los sensores de onda evanescente.
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Optrodos

Se trata de sensores construidos mediante fibras épticas, de manera que
en uno de sus extremos se inmoviliza el elemento de reconocimiento y en
el otro el sistema de deteccion (Fig. 15). Normalmente, estos biosensores
requieren sistemas de sefializacion mediante marcadores, como
moléculas luminiscentes o colorantes, que sean sensibles a los cambios
que se producen en el medio en el que se desarrolla la interaccion entre el
analito y el elemento de reconocimiento, como variaciones de pH o de
concentracion de especies quimicas implicadas. Los cambios en las
propiedades Opticas se propagan a través de la fibra Optica hacia el
sistema de deteccion, normalmente un fotodiodo o un fotomultiplicador.
(Fig. 15)

Optrodo de membrana modificada

(B) Célula de flujo

{C)Fotodiodo
Membrana
sensible al pH

(A) Lampara-Diodo

!

Out

Figura 15. Optrodo de membrana sensible a cambios de pH. La presencia del analito
modifica la transmitancia de la membrana y por tanto el rendimiento del fotodiodo

Otros transductores Opticos se basan en los cambios que experimentan
las propiedades de un haz de luz reflejado sobre la superficie en la que se
encuentra inmovilizado el elemento de biorreconocimiento, cuando se
produce la interaccion con el analito. Este tipo de biosensores explota la
selectividad superficial asociada a la generacion de una onda
evanescente, que se produce en la inmediata vecindad de la interfase
donde se lleva a cabo la reflexion del haz. Estrictamente hablando,
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cuando un haz de luz se transmite en condiciones de reflexién interna
total (TIR) en el interior de una guia de ondas, como una fibra 6ptica de
dimensiones adecuadas, el campo electromagnético asociado a esta
radiacion no queda completamente confinado en el interior del nicleo de
la misma, sino que se extiende a las zonas limitrofes, decayendo
exponencialmente con la distancia y originando lo que se denomina un
“campo evanescente”. Cualquier interaccién molecular (analito-receptor)
que se produzca dentro de este campo evanescente, producird cambios en
las caracteristicas de la luz que se propaga por la guia de ondas. (Fig. 16)

Varios son los biosensores que se basan en este principio de
transduccion, como los sensores de resonancia de plasmones
superficiales (SPR), los transductores de resonancia de espejos, los
interferémetros, los sensores de fibra Optica capilar y de guia de onda
plana.

Onda evanescente
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= Idp 4™ /ny’sen 0 - n,’
LY Membrana
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Figura 16. Biosensor de fibra dptica basado en el fendmeno de reflexién interna
total (TIR) a través de la guia de ondas. Las modificaciones en el campo
evanescente, que resulten de la interaccién analito receptor, repercutirin en la
respuesta del dispositivo.

Resonancia de plasmones superficiales (SPR)

Los plasmones superficiales son oscilaciones colectivas que involucran
al campo electromagnético y a los electrones de la banda de conduccion
de un metal. La resonancia de plasmones superficiales se produce cuando
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un haz de luz polarizada, procedente de un medio de mayor indice de
refracciéon (prisma), incide sobre la superficie de una capa metélica
delgada (oro o plata) sobre la cual se encuentra depositada la muestra.
S6lo a un determinado dngulo de incidencia, denominado &ngulo de
resonancia, se producird la excitacion de los plasmones del metal,
registrdndose la correspondiente pérdida de potencia del haz reflejado.
Este dngulo de resonancia es poderosamente dependiente del indice de
refraccion del medio adyacente a la ldmina metdlica. Las variaciones que
se produzcan en el indice de refraccion del mismo serdn registradas como
desplazamientos en el dngulo de resonancia y a su vez relacionados con
las variaciones de masa producidas en la superficie sensora. La
interaccién por tanto, entre el analito y el elemento de reconocimiento,
podré cuantificarse directamente sin necesidad de recurrir al empleo de
marcadores ni de reactivos adicionales. (Fig. 17)

Canal de flujo

R VAVIYV P

Superficie ’_u_ﬂ_‘ Intensidad

sensora

Luz Luz
polarizada reflejoda

Figura 17. Biosensor de resonancia de plasmones superficiales. El dngulo de luz
incidente que excita a los plasmones de superficie varia en funcién de la
concentracion de analito que interacciona con el elemento de reconocimiento.

Resonancia de espejos

Es una variacion de la SPR, en la que se sustituye la capa de metal por
una estructura resonante, constituida por un soporte, de elevado indice de
refraccion, sobre el que se depositan dos capas adicionales. Una capa
delgada de 6xido de silicio (Si0;) y otra, mas delgada, de 6xido de titanio
(TiOy).
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Experimentalmente, un haz de luz se dirige hacia la capa de silicio con
un dngulo de incidencia determinado (dngulo de resonancia), para
introducirse posteriormente en el medio de elevado indice de refraccion
de 6xido de titanio. En esta capa la radiacién experimentard una serie de
reflexiones, generando un campo evanescente que se extiende hacia la
zona donde se deposita la muestra. Como en la resonancia de plasmones
superficiales, cualquier variaciéon en el indice de refraccion en la
superficie de la zona sensora, debido a la interaccion entre el analito y el
elemento de reconocimiento, conllevard un cambio en el dngulo de
resonancia, que puede relacionarse con la concentracion del analito. (Fig.
18)

Resonancia de espejos

superficie
Muestra /Sensible

Capa de A |£pa resonante de TiO |

Si0, de bajo ——>

valor de "n /\ * sustrato

Luz polarizada 45° Polarizador
(mitad TM y mitad TE)

Figura 18. Biosensor de resonancia de espejos basado en la generacién de un campo
evanescente. (TM: Transverse Magnetic, TE: Transverse Electric).

Interferometros

El interferémetro asociado a la generacion de una onda evanescente se
basa en el principio de Mach-Zender (MZ), mediante el cual, un haz de
luz, que recorre una guia de onda plana, es dividido en dos haces que
recorren idéntica distancia (L), en dos recorridos diferentes, para volverse
a recombinar, posteriormente, al final de los mismos. Si el camino 6ptico
recorrido por ambos haces no difiere significativamente, a una distancia
establecida se observard una figura de interferencia, a cuyas franjas
corresponderd una intensidad determinada.
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Cualquier retardo, en el recorrido en uno de los brazos, producird una
reduccién de esa intensidad, al modificarse el perfil interferencial. Esto
ocurrird en aquel sobre cuya superficie inmediata se ha depositado el
elemento de biorreconocimiento correspondiente, debido a su vez, a los
cambios producidos en el campo evanescente como consecuencia de la
interaccién con el analito de interés. El otro brazo servirda como
referencia. (Fig. 19)

Brazo sensible con el receptor Recubrimiento dieléctrico

\ «

Brazo de referencia

Figura 19. Interferémetro de Mach-Zender. El elemento de reconocimiento se
deposita sobre el brazo sensible en la guia de onda.

Reflexion interna total de fluorescencia

Estos sensores utilizan la energia asociada a la onda evanescente para
provocar la excitacion de compuestos fluorescentes. Asi, la radiacién que
se propaga en el interior de una guia de ondas, por reflexion interna total,
crea un campo electromagnético evanescente, que penetra una distancia
suficiente a través de la superficie de la guia, que depende del dngulo de
incidencia en la interfase y de la longitud de onda de la radiacion
utilizada.

La excitacién de los marcadores fluorescentes provocard la emision de
fotones luminiscentes que se podrd canalizar a través de la propia guia de
ondas y detectarla posteriormente. Puede asi relacionarse con la

concentracion del analito, tanto en formato directo como competitivo.
(Fig. 20)
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Figura 20. Biosensor de fibra dptica basado en el fendmeno de reflexién interna
total (TIR) a través de la guia de ondas. La excitacién del marcador fluorescente se
limitara sélo a la zona de influencia de la onda evanescente.

Transductores masicos

Bajo esta denominacion se incluyen los sistemas de transduccién que
detectan pequefios cambios de masa producidos sobre la superficie
sensora, debidos a la interaccion analito-sistema de reconocimiento. Se
denominan también gravimétricos, piezoeléctricos o transductores
acusticos, dado que en su disefio se utilizan cristales piezoeléctricos que
entran en resonancia cuando se aplica una corriente eléctrica alterna. El
acoplamiento de elementos de reconocimiento, sobre este tipo de
cristales, permite la construccién de biosensores que pueden detectar
directamente la unién con su correspondiente analito. Puesto que la
frecuencia de oscilacion del cristal viene determinada por su masa, de
acuerdo con la ecuacion de Sauerbrey,84 esta frecuencia variara cuando se
produzca la interaccion, pudiendo relacionarla con la concentracion del
analito.

Los sensores piezoeléctricos pueden adoptar dos modos distintos de
funcionamiento, segun el tipo de onda acustica implicada. Unos son los
denominados tipo SAW (Surface Acoustic Wave) donde la resonancia
ocurre s6lo en la superficie del cristal, al tratarse de ondas transversales
superficiales cuya energia se encuentra confinada en una zona de la
superficie equivalente a una longitud de onda. El otro modo corresponde
a los tipo BAW (Bulk Acoustic Wave) que son ondas de volumen que
atraviesan el cristal y por tanto la resonancia ocurre en toda la masa del
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mismo. El dispositivo que utilizan estas ultimas se conoce cominmente
como la microbalanza de cristal de cuarzo (QCM).

El aumento de masa que tiene lugar, como consecuencia de la reaccion
de afinidad, en el camino acustico entre dos pares de electrodos, implica
un cambio en la velocidad de la onda y por tanto en la frecuencia de
oscilacion.

Las limitaciones de esta tecnologia son la falta de selectividad y las
interferencias producidas cuando se usa en un medio liquido. A pesar de
ello, son numerosas las publicaciones existentes que utilizan este
principio, dado que permite el andlisis directo y prescinde de la
utilizacién de marcadores adicionales.

BAW SAW

@ T 1

Electrodos

Vista lateral E=:| El
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Ondas acusticas ‘ ‘
en el cristal ‘ ‘

Figura 21. Sensores piezoeléctricos tipo BAW (Bulk Acoustic Wave) y tipo SAW
(Surface Acoustic Wave). Localizacién de los electrodos y representacion del
recorrido de las ondas actsticas en ambos.

Transductores termométricos

Dado que la mayor parte de las reacciones bioquimicas son de
naturaleza exotérmica en mayor o menor grado, la calorimetria ofrece un
sistema de deteccién para numerosos analitos, especialmente en aquellos
en que media una catdlisis enzimdtica. Estas reacciones estdn asociadas
con cambios relativamente elevados en la entalpia molar, en un intervalo
entre 20 y 100 KJ mol™” (catalasa-peréxido de hidrégeno —AH =100 KJ
mol™, glucosa oxidasa-glucosa —~AH =80 KJ mol™). Presentan la ventaja
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de que las medidas se pueden llevar a cabo sélo sobre la base de la
catélisis enzimética y sin la necesidad del concurso de otras reacciones,
como la adiciébn de un segundo reactivo. En la actualidad existen
calorimetros sencillos y de bajo coste que permiten su utilizacion
rutinaria, especialmente en clinica.

La aproximacién mds sencilla, para su empleo como biosensores,
utiliza enzimas directamente inmovilizadas sobre el transductor térmico
(TEP: Termal Enzime Probes) o atrapadas en el interior de membranas.
Se utilizan también sensores Peltier que permiten una considerable
reduccién del tamaiio del dispositivo. No obstante, otros métodos mucho
mads eficaces para detectar la liberacion del calor producido, consisten en
el empleo de una pequeiia columna con la enzima inmovilizada sobre un
soporte adecuado, constituyendo lo que se denomina el termistor
enzimadtico y el analizador entalpimétrico de flujo, que detectan cambios
de temperatura de 0,01°C, con salidas de registro de 100 mV. Este tipo de
biosensores ha evidenciado su utilidad en la determinacién de metales
pesados como el mercurio(Il), basado en la inhibicién que este metal
provoca sobre la enzima invertasa, consiguiéndose limites de deteccion
de 5 ppbs y sensibilidades equivalentes a los transductores
amperométricos.®

Transductor magnético

El empleo de particulas magnéticas representa una poderosa y versatil
herramienta en el diagndstico en biologia y medicina. Como se indicé
anteriormente, normalmente se preparan a partir de magnetita (Fe3Oy),
greigita (FesS4), magemita (Fe,O3;) y varios tipos de ferritas. Estas
particlas, unidas a biomoléculas o elementos de reconocimiento, se
utilizan con fines separativos o como marcadores combinados a sistemas
de deteccion magnéticos.

Dos instrumentos se utilizan fundamentalmente para este fin. Los
magnetometros y los microscopios basados en el dispositivo SQUID
(Superconducting  Quantum  Interference Device o  dispositivo
superconductor de interferencia cudntica). Un SQUID consiste,
basicamente, en un toroide de material superconductor con una pequeia
discontinuidad, que se conoce como “union Josephson”. Mediante un
proceso puramente cudntico puede usarse para medir variaciones casi
infinitesimales en los campos magnéticos.
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Luxton y colaboradores utilizan un magnetometro, que se basa en
determinar los cambios de frecuencia en la corriente inducida, cuando
estan presentes particulas paramagnéticas en el interior de una bobina de
induccién. Estos cambios se producen en un intervalo de 29 a 62 Hz, en
funcién de la diferente cantidad de transferrina capturada en la etapa de
reconocimiento.*®

Apoyédndose en el empleo de nanoparticulas superparamagnéticas y un
microscopio que utiliza un dispositivo SQUID de corriente directa,
Chemla y colaboradores®’ se valen de una pelicula Mylar sobre la que
inmovilizan la muestra y que depositan en la superficie del microscopio.
Sobre la pelicula se adiciona una suspensiéon de anticuerpos marcados
con las particulas magnéticas, a la vez que se aplican pulsos magnéticos
paralelos al dispositivo SQUID. En presencia de este campo de
alineacion, las nanoparticulas desarrollan una magnetizacion seguida de
una relajacidn, cuando cesa el campo magnético. Existen dos tipos de
relajacion magnética, la relajacioén tipo browniano, donde las particulas
giran en disolucién debido a su energia térmica, y la relajacion de Néel,
en la que son los dipolos internos de las particulas los que giran. La
primera es rapida mientras que la segunda es lenta. En esta situacion, las
particulas, que no se han unido a los receptores correspondientes,
experimentan una rapida relajacion por rotacién browniana, por lo que no
contribuyen a la sefial. S6lo aquellas particulas que han sido capturadas
al unirse los anticuerpos experimentan una relajacion de Néel,
produciendo un lento decaimiento en el flujo magnético, que es detectado
por el dispositivo SQUID.

Transductor nanomecanico

Son estructuras fabricadas mediante nanotecnologia, a partir de silicio o
de nitruro de silicio y pueden ser de forma triangular o rectangular,
simulando ménsulas o trampolines en miniatura. Dichas estructuras
experimentan una deflexion en su extremo como consecuencia de la
incorporacién sobre el mismo del analito de interés. Su pequefio tamaiio
(1um de espesor, 500 um de longitud y 100 um de anchura) permite
medidas de gran sensibilidad de menos de un 4dngstrom de variacién en
su curvatura con respecto a su posicion inicial. La deteccion del analito
puede llevarse acabo por distintos mecanismos, como por ejemplo
mediante un haz de luz l4ser dirigido hacia el extremo de la estructura y
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que permite conocer el grado de deflexion del dispositivo a través del
cambio en la reflexion del laser, que afectard, a su vez, al rendimiento de
un fotodiodo alineado con éL.** El cambio de masa (de 1 pg) puede
también determinarse midiendo el cambio en la frecuencia de resonancia
que experimenta el transductor o mediante deteccion eléctrica directa.”
Se han utilizado para detectar pequenas cantidades de microorganismos
patégenos como la Salmonella, con un limite de deteccion de 25 células.
También se ha empleado para detectar el polimorfismo de un solo
nucledtido.

Figura 22. Micrografia de barrido electrénico de un dispositivo nanomecédnico de
silicio, en una configuracién array, obtenido mediante microfabricacién. (Micro and
Nanomechanics Group, IBM Zurich Research Laboratory). Representacion
esquemdtica de un experimento de hibridacién. A) Ajuste del dispositivo. B)
Incorporacién del primer oligonucledtido complementario C) Incorporacién del
segundo oligonucledtido complementario. Adaptada de Fritz, J., et al. (2000):
Science 288, 316-318.

APLICACIONES DE LOS BIOSENSORES

Como ya se ha indicado anteriormente, las principales aplicaciones de
los biosensores en los ultimos afios se han desarrollado con especial
relevancia en tres campos: el medioambiental, el agroalimentario y el
clinico. Su utilizacién en medioambiente se extiende desde el andlisis de
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la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) hasta el control de
detergentes, pesticidas y otros téxicos.

La demanda bioquimica de oxigeno es considerado el parametro
analitico de mayor importancia para valorar la calidad de las aguas de
desecho. Sin embargo, el método oficial para su andlisis resulta tedioso
ya que se requieren cinco dias para conseguir los resultados.” En el afio
1977 Karube desarroll6 el primer sensor construido con un electrodo de
oxigeno y una membrana impregnada con la levadura 7. cutaneum.”’ En
el afio 1990 este método se estableci6 como estindar de la industria
japonesa. En la actualidad y basdndose en el mismo principio que utilizé
Karube, se emplean estos biosensores en todo el mundo y en numerosos
campos, entre los que destacan el farmacéutico, el alimentario y el de la
industria del papel.

Ademads de estos dispositivos, el grupo de Karube ha propuesto
diferentes prototipos de biosensores que emplean transduccién Optica,
como los que utilizan bacterias luminiscentes y optrodos, o también
transduccidn fotocatalitica combinada con un electrodo de oxigeno.92 Se
han utilizado también otras bacterias como Proteus vulgaris combinadas
con deteccidn electroquimica y ferrocianuro potdsico como mediador.”

Otros biosensores con utilidad en medioambiente son los dispositivos
analiticos para determinar los niveles de nitrificacion y de inhibicion de
ésta, mediante bacterias nitrificantes. En la actualidad se dispone de
biosensores desechables de un solo uso, ttiles tanto para este fin como
para determinar la DBO.”

Existen también biosensores construidos con células completas que han
demostrado su eficacia para la monitorizacién de alquil sulfonatos
(LAS), utilizando cepas purificadas de microorganismos obtenidos a
partir de aguas residuales.”

Uno de los indicadores mds importantes que determina el grado de
eutrofizacién de un rio, u otro tipo de agua, es la concentracién del i6n
fosfato. Los valores limite permitidos oscilan en torno a 0,3-0,4 uM, por
lo que su medida representa un dato importante para el control de la
calidad de las aguas. Los métodos convencionales que utilizan molibdeno
son tediosos y adolecen de falta de selectividad, a lo que hay que unir los
inconvenientes ambientales asociados al empleo de metales pesados. Por
ello se han desarrollado diferentes biosensores que se basan en la
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inhibicién de la enzima fosfatasa alcalina’® o de la combinacién de
enzimas nucledsido fosfatasa y xantina oxidasa.”’ Otra opcién mas
reciente utiliza la enzima piruvato oxidasa (PyrOx) y peroxidasa (HRP)
en un sistema de inyeccion en flujo (FIA) con deteccion
quimioluminiscente. Presenta la ventaja de que puede compactarse y ser
incorporado en una boya de flotacién para la monitorizaciéon permanente
de los fosfatos en las aguas de los embalses, con un intervalo lineal entre
96 nM y 32 puM.”® Han sido empleados otros métodos con la
combinaciéon de tres enzimas, maltosa fosforilasa (MP), mutarrotasa
(MUT) y glucosa oxidasa (GOD) con transduccion electroquimica,99 asi
como también las proteinas captadoras de fosfato (PBP) procedente de
Escherichia coli."™

Es bien conocido que los 6xidos de nitrégeno y el azufre causan la
llamada luvia dcida. Recurriendo a la enzima nitrito reductasa (NIR) de
Alcaligenes fecalis S-6, en combinacién con una transduccion
amperométrica y el mediador 1-metoxi-5-metilfenacinio metil sulfato (1-
metoxi) —PMS-, se ha propuesto un dispositivo que permite la
determinacién de nitritos en aguas naturales con un limite de deteccion
de 0,010 mM.""" Para la medida del i6n sulfato se ha descrito también un
biosensor de células de Thiobacillus ferroxidans combinadas a un
electrodo potenciométrico. 102

Basandose en la inhibicién que determinados téxicos pueden producir
en la respiracién de microorganismos, se pueden utilizar sensores
microbiolégicos como sistemas de deteccion de la presencia de
numerosas toxinas. Asi, por ejemplo, el cianuro que produce una
inhibicién potente de la enzima citocromo oxidasa, que afecta a la cadena
respiratoria de células aerobias, puede determinarse siguiendo este
principio.'® El mismo proceso es igualmente vilido para la
determinacién de pesticidas y herbicidas.

Otros productos téxicos, como el tricloroetileno, se han determinado
mediante biosensores microbiolégicos a través de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa en combinacién con un electrodo selectivo de
cloruros adaptado a un sistema FIA.'™ Los PCBs también han sido
determinados mediante inmunosensores electroquimicos, utilizando
anticuerpos anti-PCB directamente inmovilizados sobre un electrodo de
carbono serigrafiado desechable.'” Otros disruptores endocrinos como
dioxinas y algunos pesticidas se han determinado mediante biosensores
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opticos, utilizando la técnica de resonancia de plasmones superficiales,
con limites de deteccién 5 ng mL™" para atrazina, de 2,5 ng mL" para
PCBs y 0,1 ng mL! para 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxinas (TCDD),
con un tiempo de andlisis de 15 minutos'® y también mediante el empleo
de anticuerpos con deteccion fluorimétrica, en un sistema FIA.' Una
reciente revision analiza el uso de estos dispositivos en el andlisis de
toxinas y otros agentes utilizados en bioterrorismo y en la guerra
biolégica.'®

La masiva utilizacién de pesticidas, como insecticidas y herbicidas,
unido a su gran impacto medioambiental, ha conllevado un enorme
desarrollo de métodos para su andlisis, incluido los que recurren a los
biosensores, dada su rapidez y simplicidad. Asi, como ya se ha
comentado con anterioridad, la inhibicién que producen los insecticidas
como carbamatos y derivados organofosforados en enzimas como la
acetilcolinesterasa (AchE) y la aldehido deshidrogenasa (ALDH), se ha
utilizado profusamente como principio en el disefio de los mismos.
Sirvan de ejemplo los biosensores para clorpirifos etil oxon disehados
con acetilcolinesterasa inmovilizada sobre electrodos serigrafiados e
incorporados en un sistema de andlisis por inyeccidn en ﬂujo.lo9 También
se ha utilizado una acetilcolinesterasa de Drosophila melanogaster,
genéticamente modificada e inmovilizada sobre un electrodo
serigrafiado, para la deteccion multianalito de paraoxon, carbofuran y
malaoxon.'"° Empleando la técnica SPR y con biosensores preparados
con anticuerpos monoclonales anti-etofenprox inmovilizados sobre la
superficie sensora, previamente recubierta con una pelicula polimérica
favorecida mediante plasma (PPF), se ha podido determinar también el
plaguicida liposoluble efofenprox.''' En el caso de la atrazina, se han
utilizado numerosas aproximaciones empleando anticuerpos anti-atrazina
inmovilizados en diferentes biosensores.''* Una propuesta novedosa para
determinar este pesticida es la que mide los niveles de P450-ARNm
inducidos en Sacharomyces cerevisiae mediante SPR, con una
sensibilidad y precisién superior a los métodos ELISA convencionales.'"?

Las "narices electrénicas” son sistemas sensoriales capaces de detectar
e identificar determinadas sustancias quimicas. Estos sensores se
emplean desde hace varios afios en las industrias de la alimentacion,
bebidas o perfumeria. Sin embargo, son demasiado voluminosos, poseen
una sensibilidad limitada y deben ser recalibrados frecuentemente. Los
polimeros de impresién molecular se han utilizado para generar sensores
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con una selectividad determinada para moléculas en fase gaseosa. Asi, el
2-metil-isoborneol (MIB) ha sido detectado hasta un limite de 10 pug L™
utilizando una microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) y un
recubrimiento de un polimero impreso de 2-metil-isoborneol, sobre una
superficie de cristal previamente revestida con una delgada capa de
nylon.''* Para alcoholes se ha empleando también la QCM con un corte
AT de cristal de cuarzo a 10 Mhz recubierto con tres capas de nylon,
carbono y fosfatidil-colina, con una sensibilidad pareja a la humana para
5 tipos de alcoholes distintos.'"® La trimetilamina (hedor a pescado) se ha
determinado mediante un biosensor, tipo electrodo enzimético, utilizando
la enzima monooxigenasa (ﬂalvinical).116

La necesaria garantia de la calidad y seguridad de los alimentos ha
llevado a una gran expansion de los métodos de andlisis aplicados a la
tecnologia alimentaria. Numerosos biosensores se utilizan en el andlisis
répido de la calidad de determinados pardmetros en los alimentos, como
la calidad de la carne y frescura del pescado, asi como la presencia de
diferentes componentes en los alimentos, como aditivos, téxicos Yy
medicamentos.'"’

El proceso de putrefaccion de la carne puede monitorizarse
electroquimicamente con el empleo de un biosensor, como el preparado
mediante la inmovilizacién de la enzima putrescina oxidasa sobre un
electrodo de platino, con el que se consigue un intervalo lineal de 5 a 60
nmol g, para putrescina. El mismo dispositivo, pero con la enzima
xantina oxidasa,''® permite determinar hipoxantina con un intervalo de
linealidad de 0,05 y 1,0 umol g'1

La frescura del pescado se puede cuantificar mediante el denominado
indice de frescura, IK, que se corresponde con la férmula
IK=((HxR)+(Hx))(IMP)+(HxR)+(Hx))x100, donde IMP y HxR son las
concentraciones de inosina,5 -monofosfato, e inosina, respectivamente y
Hx la de hipoxantina, todas ellas presentes en la carne de pescado. Su
medida puede realizarse mediante un biosensor con transduccion Optica
quimioluminiscente, utilizando un sistema con dos reactores en una
configuracién dual. Uno de los sistemas se emplearia para determinar
(HxR)+(Hx)+(IMP) y el otro para (HxR)+(Hx). Para ello se utiliza una
combinaciéon de enzimas inmovilizadas formada por fosfatasa alcalina,
purina nucledsido fosforilasa y xantina oxidasa. La medida del indice de
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frescura se realiza en menos de 1 minuto y puede llevarse a cabo en
tiempo real.'"’

Diferentes componentes de los alimentos pueden cuantificarse
mediante biosensores. Tal es el caso del acido lactico, el acetaldehido,
azucares, compuesto fendlicos y especialmente los aditivos. El d-lactato,
por ejemplo, se ha determinado en vino utilizando un electrodo
serigrafiado de carbono modificado con la enzima d-lactato
deshidrogenasa inmovilizada en presencia de NAD, utilizando una
membrana de Nafion-polietilenimina para minimizar las interferencias.'*
Igualmente se han determinado en cerveza compuestos fendlicos,
también con electrodos de carbono serigrafialdos,121 y diferentes
dextrinas, en este caso empleando un reactor enzimdtico con
amiloglucosidasa, glucosa deshidrogenasa y mutarrotasa inmovilizadas
sobre CPG.'*

Los aditivos alimentarios, sujetos a una estricta regulacién en la UE,
tienen una importancia fundamental ya que suelen ser objeto de fraude,
ademds de que pueden originar problemas de intolerancia en
determinados grupos de poblacion. Existen varios dispositivos que
permiten determinar la presencia de los aditivos, mas utilizados, como el
aspartamo, el sorbitol y el 4cido benzoico.

No menos importante resulta la determinacion de farmacos residuales
en los productos alimenticios, existiendo también numerosos dispositivos
. . 117
de medida que recurren al empleo de biosensores.

Pero no cabe duda que el campo de los andlisis clinicos es la parcela en
la que los biosensores han experimentado un mayor desarrollo y muy
especialmente en lo referente a los andlisis de glucosa y los acidos
nucleicos.

La Federacion Internacional para la Diabetes estima que esta
enfermedad afecta a mas de 150 millones de personas en todo el mundo y
sus complicaciones derivan en trastornos renales, ceguera y un marcado
incremento de padecer riesgo de enfermedades cardiacas. El mercado
anual de los test de glucosa supera los 3.000 millones de euros, con una
tasa de incremento entre el 12 y el 18 por ciento.

La medida de glucosa en sangre es uno de los pardmetros clinicos
determinantes en el control de la diabetes. En el afio 1962 un médico
americano, consciente de la incomodidad y sufrimiento que suponia para

64



los enfermos diabéticos someterse a continuos andlisis de sangre, sugirid
la idea de un dispositivo que permitiera realizar dichos andlisis con tan
s6lo unas gotas de sangre y que fuera capaz de responder en pocos
minutos. Surgi6 asi el primer concepto de dispositivo biosensor.

En la actualidad este andlisis se ha convertido en una préctica rutinaria
para millones de diabéticos en todo el mundo, gracias al empleo de
biosensores. Se han fabricado diferentes prototipos que emplean la
enzima glucosa oxidasa procedente del Aspergillus niger y deteccion
electroquimica de oxigeno o peréxido de hidrégeno, con y sin mediacion
electroquimica (Tabla III). No obstante, esta enzima no sélo se utiliza
para la determinacién de glucosa sino, dada su gran estabilidad y bajo
coste, ha sido también muy empleada en numerosos estudios de
viabilidad en el desarrollo de biosensores en general. De hecho se han
disefiado numerosos prototipos ensayando diferentes opciones, como el
empleo de bicapas de peliculas electropolimerizadas, matrices de alginato
biotiniladas, técnicas de microfabricacion utilizando peliculas
polimerizadas favorecidas mediante plasma, para evitar la incomoda
interferencia del 4cido ascérbico por exclusion estérica, y también
electrodos enzimdticos fabricados con capa hidrofilica entrecruzada de
polipirrol mediante electropolimerizacién.'*

Dado que la concentraciéon de glucosa en sangre puede experimentar
cambios bruscos, la responsabilidad de este control debe recaer en el
propio interesado. Por este motivo el método de andlisis tiene que ser
rapido, sencillo y portatil. Estos dispositivos de automediciéon de la
glucosa que permiten su andlisis en tiempo real, se dividen en tres tipos,
denominados de 3%, 4* y 5% generacion. Los dos primeros utilizan
muestras reales, mientras que los llamados de 5* generacidén son métodos
no invasivos que determinan la concentracion de glucosa mediante una
radiacién infrarroja dirigida hacia la piel. Esta ultima alternativa elimina
la toma de sangre previa, pero su interpretacién necesita apoyo
quimiométrico.

Los biosensores de glucosa de 3* generacion requieren tres pasos para
llevar a cabo el andlisis. En primer lugar el ajuste del dispositivo, en
segundo la toma de muestra mediante una pequefia lanceta que perfore
minimamente la piel (normalmente del dedo) para liberar una gotita de
sangre y finalmente la incorporacién de la muestra al biosensor para
llevar a cabo la medida de manera automatica.
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TABLA 1II. Caracteristicas de los biosensores de glucosa disponibles, que lideran el mercado.

One touch Ultra  Accu-chek Avive”  Elite XL ¢ FreeStyle Precision Xtra®
(LifeScan)® (Roche diagnostics) (Bayer diagnostics) (Therasense, Abbot) (MediSense, Abbot)
Zona de muestreo Alternativa Alternativa Unica Alternativa Alternativa
Tamafo muestra (ul) 1 0,6 2 0,3 0,6
Tiempo medida (s) 5 5 30 7 5
Sangre capilar Si Si Si Si Si
Intervalo temperatura 5-44° C 6-44 10-39 5-40 10-50
Memoria 150 500 120 250 450
Intervalo concentraciéon ~ 20-600 mg/dl 10-600 20-600 20-500 20-500
Transduccion electroquimica  electroquimica electroquimica electroquimica Electroquimica

Adaptada de '**

* http://www.lifescan.com

® http://www.accu-chek.com

¢ http://www.ascensia.com

Y€ hitp://www.abbottpointofcare.com



Los de 4* generacién requieren unicamente dos pasos, ya que alinan en
uno sélo la toma de muestra y el andlisis.

Con el paso de los afios, el volumen de muestra necesario se ha
reducido desde 10 a 0,3 pL y el tiempo de anélisis de 30 a 5 segundos.

Existen numerosos dispositivos comercialmente disponibles que
utilizan tanto la glucosa oxidasa, como la glucosa deshidrogenasa, con
detecciéon tanto electroquimica como Optica. Algunos como el
Glucowatch, producido por la compafiia Animas Technologies, LLC,
permite una monitorizacidén constante de los niveles de glucemia, ya que
realiza mediciones de la glucosa cada 10 minutos y de manera no
invasiva. El paciente lo lleva como un reloj de pulsera y la toma de
muestra se consigue mediante una corriente eléctrica, muy débil, que
impulsa el fluido intersticial a través de la piel hacia unos discos de gel
en el que se sitdan los electrodos del sistema. Los electrodos tienen una
vida util de 13 horas sin ser sustituidos. Ademds, el biosensor incorpora
una alarma que puede ser programada para alertar al paciente cuando los
resultados que se estdn obteniendo se encuentran en unos niveles
demasiado altos o demasiado bajos.

El uso de este dispositivo fue aprobado por la FDA, si bien estd
destinado a ser utilizado junto con los medidores tradicionales de
glucemia, no a sustituirlos.

Existen, también, numerosos dispositivos utiles para analitos de interés
clinico, entre los que se encuentran los sistemas de deteccion basados en
el uso de biosensores de tirosinasa para la determinacién de
medicamentos de naturaleza fenélica'® o de neurotransmisores como la
dopamina,126 sensores de lactato utilizando lactato oxidasa, sensores de
piruvato mediante piruvato oxidasa, dcido urico empleando ureasa,
histidina e histamina mediante Cu-monoamino oxidasa, colesterol y un
largo etcétera.'”’

Los sensores de dcidos nucleicos se utilizan también para determinar la
presencia de virus y bacterias patdgenas. Asi, se han disefiado
biosensores electroquimicos desechables de ADN itiles para este fin.'*®

En la tabla IV se resefian algunos biosensores ttiles para la deteccion
de microorganismos.
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TABLA 1IV. Ejemplos de biosensores utilizados en la deteccién de microorganismos patégenos

Transduccién Elemento de reconocimiento Microorganismo
Electroquimica Anticuerpos S. typhimurium, E. coli 0157:H7 Campylobacter, S. aureus
(LAPS) Light-Addresable Anticuerpos S. typhimurium, E. coli 0157:H7
Potentiometric Sensor B. subtilis, Y. Pestis, Neisseria meningitidis, Brucella melitensis
Impedimétrico Salmonella, Proteus vulgaris
Piezoeléctrico tipo QCM Anticuerpos Vibrio cholerae, S. enteritidis,

Receptores S. typhimurium, Listeria monocytogenes,

Piezoeléctrico tipo SAW
Nanoelectromecanico
SPR

Resonancia de espejos
Bioluminiscencia

FIA (Fluoroimmunoanalisis)
Interferometria ptica

Fibra 6ptica

Adaptada de”’

Proteina A

Anticuerpos
Anticuerpos
Anticuerpos

Anticuerpos
Anticuerpos

Anticuerpos
Anticuerpos

Candida albicans, Campylobacter, E. coli, Shigella dysenteriae,
Yersinia pestis, Proteus, Serratia, Klebsiella

E. coli, Legionella, Salmonella

E. coli 0157:H7

E. coli 0157:H7, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes,
B. subtilis

S. aureus

Mycobacterium avium, M. paratuberculosis, Salmonella, Listeria
Salmonella typhimurium, Yersinia, V cholerae, E. coli
Salmonella typhimurium

E. coli 0157:H7, S. aureus




Composicion y biocompatibilidad

Cuando los biosensores se utilizan con fines clinicos en un medio
bioldgico, son numerosos los factores pueden afectar a su
funcionamiento, dada la complejidad del entorno en el que actian.

El mé4s importante quizds sea la interaccion de proteinas y células con
la superficie del sensor.'” Por ello, aunque los biosensores presenten un
enorme potencial para su empleo en aplicaciones clinicas de
monitorizacién en tiempo real, estos problemas conducen a que su
estabilidad operativa se reduzca a unas pocas horas o0 como mucho a unos
dias. Obviamente, la biocompatibilidad del material juega un papel
determinante. Los materiales utilizados en su preparacion suelen cubrirse
con una membrana delgada cuya mision puede ser la reducciéon de
interferencias o el control de la difusién de diferentes moléculas. Para
ello se pueden utilizar diferentes tipos de polimeros, como el cloruro de
polivinilo (PVC), polietileno, polimetacrilato y poliuretano, por sus
Optimas propiedades fisicas y quimicas.

Se han realizado intentos para mejorar la compatibilidad de este tipo de
membranas artificiales mediante la unién de anticoagulantes, como
sulfato de heparina, para aumentar la hemocompatibilidad reduciendo la
adsorcién de trombina, aunque se han observado problemas de cesion de
la heparina al entorno.

Quizés los materiales cuyas propiedades son mdas biocompatibles sean
los hidrogeles poliméricos. El agua presente en estos polimeros
hidrofilicos impide la adsorcion de proteinas, debido a la compresion que
experimenta el polimero en presencia de éstas por el desplazamiento del
agua asociada al mismo. Fendmeno que ha sido explicado en términos de
repulsion estérica, atraccion por fuerzas de Van der Waals e interacciones
hidrofébicas.

Estos polimeros hidrosolubles pueden incorporarse a la superficie del
sensor mediante diferentes técnicas de incrustado, como la
polimerizacién in situ por quimica himeda o mediada fotoquimicamente
y la deposicion mediante descarga eléctrica de radiofrecuencia.

Como alternativa al método de incrustado, puede recurrirse a la
adsorcion de moléculas anfifilicas sobre la superficie de polimeros
hidrofébicos o inmovilizarlas covalentemente sobre la superficie, para

69



crear una capa de adsorcion permanente con la densidad requerida. El
polietilenglicol (PEG) ha sido muy utilizado para modificar este tipo de
superficies, consiguiendo reducir significativamente la adsorcion
inespecifica de proteinas y plaquetas.

La membrana celular de una célula natural es un sistema auto
ensamblado en el que la capa mds externa es una nanoestructura.
Basandose en esta observacion, multicapas anfifilicas multi ensambladas
y sistemas de superficie nanoestructurada se han utilizado en la
preparacion de liposomas modificados con PEG. Estas superficies
experimentan  una  adsorciéon  inespecifica  para  proteinas
significativamente inferior. Mediante adsorcion quimica se han obtenido
también monocapas autoensambladas sobre metales y compuestos
ceramicos.

La caracteristica més sencilla y comin de las membranas celulares, asi
como de los prototipos de membranas no reactivas, radica en su elevado
contenido en fosfolipidos con grupos en su extremo de fosforil-colina
eléctricamente neutros. En consecuencia el copolimero sintético
politMPC-co-BMA) que contiene grupos de 2-metacriloiloxietil-
fosforilcolina (MPC) copolimerizado con metacrilato de n-butilo (MBA),
presenta propiedades favorables de hemocompatibilidad.'”® Las
superficies son muy hidrofilicas y contienen por ello elevadas cantidades
de agua. Durante la construccién de la membrana, mediante evaporacion
del liquido, todas las moléculas de fosfolipido, que incluye dos cadenas
de 4cido graso, experimentan una rotacion significativa para minimizar la
energia en la interfase, lo que da lugar a que el extremo del grupo de
fosforilcolina se oriente hacia el lado de la membrana que se encuentra
expuesta al aire. La molécula de MPC tiene también una elevada afinidad
por los fosfolipidos plasmaticos, por lo que en contacto con el plasma
tenderd a producir una capa lipidica natural, con estructura de
biomembrana en su superficie. En comparacién con otras membranas, el
uso de estos copolimeros de poli (MPC-co-BMA) para el revestimiento
de los biosensores, mejora sustancialmente su funcionalidad cuando son
utilizados en aplicaciones médicas.'!
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LOS BIOCHIPS

Los Biochips representan una de las herramientas mads recientes,
actualmente disponible, para hacer frente a los nuevos desafios a los que
se enfrentan los andlisis clinicos modernos y que se caracterizan por la
obtencion masiva de informacion analitica, en un tiempo reducido y al
menor coste posible.

Estrictamente hablando, los biochips son dispositivos miniaturizados
capaces de incorporar material biolégico con una elevada densidad de
integracién, como proteinas, dcidos nucleicos, polisacdridos etc. Surgen
como una adaptacién de los microprocesadores electronicos en los que se
sustituyen los circuitos impresos por muestras de naturaleza bioldgica. El
espectacular desarrollo de estos dispositivos ha venido de la mano de la
posibilidad de gestionar y almacenar grandes cantidades de informacion,
debido también al gran empuje de la investigacion en bioinformatica.

La bioinformatica, como su nombre indica, aplica las tecnologias de la
informdtica a la resolucién de problemas de orden bioldgico. De este
modo trabaja en la investigacion y desarrollo de herramientas ttiles para
llegar a comprender el enorme flujo de informacion bioldgica que se
origina en los genes, estructuras moleculares, la funcién bioquimica, la
conducta bioldgica y por ultimo la influencia en las enfermedades y la
salud.

A estos dispositivos también se les conoce como micromatrices de
material bioldgico, Microarrays y atendiendo al tipo de material
inmovilizado también como DNA arrays o Chips genéticos, Protein
Chips o Tissue Chips. Estos dispositivos estdn constituidos por un
soporte sobre el que se sitda el material biologico formando una matriz
ordenada, de manera que se conoce que es lo que se ha depositado en
cada punto de la matriz, permitiendo el andlisis, la identificacién y su
posterior interpretacion.

El origen de los biochips se remonta a la miniaturizacion de las técnicas
de afinidad que se han venido empleando desde hace afios, como
instrumentos analiticos, en el campo de la biologia molecular. Los
primeros ensayos de afinidad con muestras inmovilizadas sobre soportes
sOlidos se realizaron en los afios 60, en los que bien antigenos o
anticuerpos se inmovilizaban sobre una superficie sélida para su
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deteccion. El siguiente paso en el desarrollo de estos dispositivos se
produjo una década después, cuando Edwin Southern'*? emple6 filtros de
nitrocelulosa como soporte para la fijacion de moléculas de ADN. Con
ello consiguié que el ADN, asi inmovilizado, no interaccionara con las
otras moléculas de ADN, también inmovilizadas, pero preservaba su
capacidad de hibridar con moléculas complementarias en disolucién. La
deteccion de estas hibridaciones se realizaba a través de un marcador
radiactivo mediante un revelado por autorradiografia. Este tipo de técnica
se designé con el nombre de Southern blot, que después se extendié al
campo de la inmovilizaciéon de ARN y proteinas.

El primer microarray comercialmente disponible fue producido por la
empresa Affymetrix en el afio 1994. Tenia una capacidad de 16.000
sondas y permitia analizar simultineamente la expresiéon de miles de
genes. Los dispositivos actuales pueden llegar a incorporar alrededor de
1,3 millones de sondas, por lo que pueden determinar la expresion de la
totalidad del cédigo genético humano conocido. Ademads, con estos
dispositivos es posible determinar cientos de miles de polimorfismos de
un solo nucleétido (SNPs), facilitando el estudio de la compleja
asociacion de enfermedades genéticas y la respuesta a los medicamentos.
Las generaciones mds recientes de SNP-microarrays permiten el
genotipado de mas de 500.000 marcadores de polimorfismo de secuencia.
Estos nuevos biochips de alta densidad para el estudio del mapeo de
enfermedades genéticas, ha permitido determinar con precision, por
ejemplo, los genes relacionados con el sindrome de la muerte subita del
bebé, '* 1a diabetes neonatal,** el desorden bipolar'® y la degeneracién
macular relacionada con la edad."*®

En so6lo una década, los microarrays han revolucionado Ila
investigacion cientifica bésica, redefiniendo nuestra vision del genoma y
su complejidad. En los proximos afios esta espectacular revolucion se
extenderd al campo de la clinica y de éste al cuidado de los pacientes. La
informacion relativa a la expresion completa del genoma y la variacion
en su secuencia se estd ya aplicando en la clasificacion y el diagndstico
de enfermedades y promete resultar una herramienta indispensable en los
tratamientos terapéuticos personalizados de determinados grupos de
pacientes. Con estos dispositivos los investigadores pueden identificar
diferencias genéticas entre los estados de salud y de enfermedad y
evidenciar los cambios experimentados durante la evolucién de la
enfermedad o por su tratamiento.
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Nomenclatura y clasificacion

Los criterios de clasificacién son muy variados y contemplan varias
opciones, como la forma de fabricacién, el tipo de molécula
inmovilizada, el disefio de la matriz o los materiales soporte empleados.

El desarrollo de numerosas técnicas de inmovilizacién ha permitido que
se pueda preparar casi cualquier tipo de muestra biolégica inmovilizada.
Ello nos proporciona una primera clasificacion de estos dispositivos, en
funcién de que se inmovilicen oligonucleétidos (GeneChips), cadenas
complementarias de ADN (¢cDNA Arrays), proteinas (ProteinChips) o
tejidos (TissueChips).

GeneChips, es el nombre comercial que utiliza la empresa Affymetrix
y que se aplica a los chips que llevan sobre su superficie cadenas cortas
de 20 a 80 nucleétidos. Para su fabricacion pueden emplearse métodos de
sintesis “in situ” de las cadenas de nucle6tidos o métodos de impresion.

¢DNA Arrays, chips en los que se inmovilizan cadenas
complementarias de ADN (ADNc) por lo general sintetizadas
previamente y depositadas sobre la superficie para su inmovilizacion.

ProteinChips, utilizan proteinas inmovilizadas con diversas
caracteristicas de bioafinidad sobre la superficie de un soporte.

TissueChips, sobre la superficie de estos chips lo que se inmovilizan
son pequeios fragmentos de tejidos para permitir el posterior anélisis en
paralelo de varias muestras o la realizacion de diferentes ensayos sobre
una misma muestra.

El disefio del biochip permite establecer otro criterio de clasificacion y
distinguir entre dos orientaciones claramente diferenciadas, una
comercial y otra mas personalizada

Los Biochips comerciales son aquellos que proporciona la industria del
sector, donde el material bioldgico se halla ya inmovilizado sobre el
sustrato y listo para su empleo. El disefio de los elementos del chip varia
de una empresa a otra y normalmente para conseguir una mayor
rentabilidad de su fabricacién suelen inmovilizar conjuntos de material
bioldgico, que no siempre son de utilidad para el usuario. Por ello la
opcion de personalizar su disefio, por parte del comprador, suele ser
gravosa para éste. Su principal ventaja es que se adquieren listos para su
uso y pueden resultar de gran utilidad para determinadas aplicaciones. El
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mads claro ejemplo de este tipo de aproximacion es la seguida por la
empresa Affymetrix.

Los Biochips individualizados “Home Made”, son una segunda opcion
para la tecnologia de biochips y cuyo disefo y fabricacién se lleva a cabo
por laboratorios de investigacion. Para este fin se utilizan unos robots
capaces de depositar cantidades microscopicas de material bioldgico
sobre la superficie del chip. Dentro de esta categoria se puede hacer una
subdivision en funcién del tipo del dispositivo empleado, distinguiéndose
la corriente de la Universidad de Stanford y P. Brown, que aboga por la
fabricacion por parte de los grupos de sus propios robots, y otra corriente
liderada por las empresas dedicadas a la fabricacion de robots
comerciales para la fabricacién de los chips.

La forma de fabricacién proporciona otro criterio para la clasificacion
de los biochips, dadas las grandes diferencias de concepto existentes. Los
dos criterios principales se basan en el tamafio de los puntos que
constituyen la matriz y en el lugar en el que se sintetiza u obtienen los
elementos bioldgicos que se vayan a inmovilizar, comtinmente conocidos
como sondas:

Los Microarrays o micromatrices, incorporan una gran densidad de
sondas en su superficie. Se trata de un concepto intimamente ligado a los
biochips, de hecho el término microarray de material bioldgico es
equivalente al de Biochip.

Los Macroarrays o macromatrices, no estan incluidos dentro de los
biochips debido al gran tamafio de los puntos. Son matrices de baja
densidad de integraciéon. Por lo general se han desarrollado sobre
superficies porosas.

La Fabricacion in situ se refiere a los chips en los que se hacen crecer
las cadenas, no muy largas y en general de ADN o PNA, sobre la
superficie del chip.

La Fabricacion por impresion, se refiere a la forma de fabricar chips
en la que el material inmovilizado ha sido previamente sintetizado y es
depositado sobre la superficie de la matriz.

El soporte y el tipo de union estin intimamente unidos, ya que los
métodos y el tipo de inmovilizacién que se practica dependerdn en gran
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medida del sustrato sobre el cual se vayan a realizar los ensayos. Dentro
de este apartado se pueden distinguir tres peculiaridades.

Los chips “glass-based” son chips en los que el material se encuentra
covalentemente inmovilizado sobre superficie de una ldmina sélida y
rigida que le sirve de soporte y que puede ser cristal, silicio, pldstico o un
metal como el oro.

Los chips “electronic-based” son chips construidos sobre electrodos
en los que se producen directamente el reconocimiento y la transduccion.
La inmovilizacién del material bioldgico sobre el electrodo se puede
realizar utilizando diferentes métodos, como ya se ha expuesto con
anterioridad.

Los chips “gel- based” se construyen de modo que el material
bioldgico se inmoviliza sobre el soporte mediante interacciones no
covalentes. Los soportes mas comunmente empleados son geles de
pequefias dimensiones o membranas porosas de nylon o nitrocelulosa
previamente extendidas sobre la matriz.

Métodos de fabricacion

Los procesos de fabricaciéon y generacion de las matrices se han
diversificado mucho desde su origen y permiten establecer grandes
diferencias entre los distintos dispositivos y plataformas existentes en el
mercado.

El material soporte de la matriz es un componente muy importante en el
proceso, puesto que su resistencia y otras caracteristicas del mismo
condicionardn el modo en el que se puedan llevar a cabo determinados
procedimientos y toma de decisiones, como el tipo de lavado y
eliminacién de uniones inespecificas, si se podran reutilizar, el modo de
revelado y por supuesto el coste que conlleva la fabricaciéon del mismo.

En la fabricacion de las matrices se pueden distinguir dos procesos
claramente diferenciados.

En el primero de ellos, el material genético es sintetizado con
anterioridad a su incorporacién sobre la superficie de la matriz. La
fabricacién se consigue a través de unos robots mecanizados que,
mediante un brazo con una serie de cabezales, recogen la muestra desde
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su ubicacién para posteriormente llevarla y depositarla sobre la superficie
de la matriz, a modo de pequeiios puntos o insertos.

La otra posibilidad es la fabricacion mediante unién quimica a la
matriz, lo que posibilita, ademas, la sintesis in situ del material genético.

Los métodos de fabricacion son muy variados aunque quizds los mas
utilizados son los que recurren a las técnicas de fotolitografia (ver mas
adelante).

Otros dispositivos como los Robots piezoeléctricos y los sistemas
“Ping and Ring” también se pueden utilizar.

El principio de funcionamiento de los Robots piezoeléctricos es el
mismo que el utilizado por las impresoras de inyeccién de tinta. Los
reactivos son depositados en los puntos seleccionados mediante el
movimiento de los cabezales que contienen los inyectores, bajo el control
de un robot. Es determinante que los inyectores depositen la misma
cantidad de reactivo en todas las celdas de la matriz y que el brazo del
robot se desplace con movimientos muy precisos.

El sistema Ping and Ring fue desarrollado por la empresa Genetic
Microsystems y utiliza un sencillo mecanismo, facil de reproducir en el
laboratorio, cuyo principio de operacion recuerda al juego de las pompas
de jabon. Se trata de un arrayer provisto de una serie de cabezales, cuyas
partes principales son un anillo y una aguja, con los que se consigue la
impresion. El proceso comienza al introducir el anillo en la muestra, que
quedard impregnado con ella debido a las fuerzas de tension superficial
del liquido. A continuacidn, la aguja pasara a través del anillo arrastrando
el material retenido en el centro de éste, para a continuacién ser
depositado sobre la superficie del biochip. Puesto que el material con las
sondas tiene que estar preparado previamente, este método de fabricacion
no permite la sintesis in situ.

Chips de ADN

Podemos clasificar estos Biochips en funcion de la utilidad perseguida
con su utilizacion. Asi, hablaremos de chips de secuenciacion, chips de
expresion y chips de hibridacion comparativa. L.os primeros son los mas
antiguos y en ellos se inmovilizan segmentos de ADN de 20 unidades de
nucleotidos (mer). Estos chips estan disefiados de tal manera que cubren
todas las posibilidades de combinacién de bases, en un esquema que se
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denomina secuenciacion por hibridacion (SBH). La muestra se deposita
sobre el chip y se hibrida con sondas que poseen una secuencia
complementaria.

La segunda variedad de estos chips estd ideada para determinar el grado
de expresion de una secuencia genética, midiendo la cantidad de ARNm
que estd produciendo un gen determinado.

Los chips de hibridacion comparativa detectan cambios en la expresion
génica en un grupo especifico de pares de bases. Los resultados se
obtienen determinando el grado de cambio cuando se compara con una
referencia o control, mediante hibridaciéon competitiva. Este tipo de chips
es util en el diagnodstico y tratamiento de enfermedades vinculadas a la
expresion de genes, como ciertos casos de cancer.

Gene chip de Affimetrix

Fue el primer chip de ADN desarrollado. Consiste en un microarray de
oligonucledtidos de secuencias conocidas sobre una superficie de silicio.
Su sintesis se realiza in situ mediante la elongacién de las cadenas
aplicando técnicas de quimica combinatoria y fotolitografia. La ubicacion
de las cadenas en lugares especificos del chip posibilita la localizacién de
las zonas hibridadas mediante deteccion fluorescente, a través de un
escaner.

La sintesis se realiza sobre un soporte mediante la incorporacion
sucesiva de las diferentes bases, hasta conformar la secuencia adecuada.
Cada nucleédtido contiene un grupo reactivo al que puede unirse otro
nucledtido sélo activable por acciéon de la luz ultravioleta."”” Por ello,
para realizar la sintesis in situ se utilizan una serie de madscaras que,
gracias a su forma y tamafio, permiten que la luz incida sobre las
posiciones y regiones donde sea necesaria la construcciéon de las
diferentes cadenas de material genético. Esta madscara, previamente
disefiada, serd transparente para una determinada longitud de onda y
opaca en las zonas a proteger del proceso fotolitografico. En el primer
paso, las secuencias apropiadas de las bases (A, T, G y C) se uniran a los
grupos reactivos en el cristal mediante enlace covalente. Este proceso se
repetird una y otra vez con sus correspondientes lavados, hasta generar
los oligonucledtidos con las secuencias previstas. (Fig. 23)
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Figura 23. Método de Affymetrix para la construccién de chips de ADN. 1) Los
puntos reactivos de la superficie del chip se protegen con grupos sensibles a la
radiacién. 2) Se realiza la activacion de cada punto por la accién de luz, sélo en
los sitios que lo permite una mdscara. 3) Se afiade una base nitrogenada
(deoxinucledsido con un grupo protector fotoldbil en posicién 5°) que se
inmoviliza en los sitios activados de la superficie. 4) El proceso de
inmovilizacién de las bases nitrogenadas continda, modificando el patrén de la
mdscara, activando diferentes sitios y acoplando diferentes bases para conseguir
la construccién de sondas de ADN con una secuencia diferente. 5) El chip es
puesto en contacto con el analito que se hibrida en aquellos sitios donde
encuentra la secuencia de bases complementaria. 6) Se lava para eliminar el
sobrante que no ha hibridado, se revela y analiza mediante el patrén de
fluorescencia obtenido con un software apropiado.

Cada desarrollo horizontal de la sintesis requiere de cuatro méscaras,
una por cada base. Por tanto, un chip que contenga cadenas de 25
nucledtidos requerird del apoyo de 100 mdscaras. En la actualidad existe
una nueva metodologia de fabricacién, en la que para conseguir la
activacion selectiva se sustituye la mascara por un sistema integrado por
cientos de miles de microespejos que, controlados mediante un
ordenador, permiten reflejar la radiacidn necesaria para la desproteccion,
de una manera dirigida hacia una localizacién exacta en una regién del
chip.
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Se trata de la misma tecnologia DLP (Digital Ligth Processor) utilizada
en el cine digital y en la television de alta definicién originalmente
desarrollada por Texax Instruments Inc. Este método de fabricacion
introducido por NimbleGen System Inc y conocido como la tecnologia
MAS (Maskless Array Sinthecizer) permite la obtencién de biochips de
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Figura 24. Sintesis de cadenas de oligonucledtidos en microarrays utilizando el
sistema de “NimbleGen System's MAS Technology”. El método es similar a la
sintesis tradicional con algunas modificaciones. La desproteccién se realiza
mediante un patrén de reflexién de radiacién UV dirigido mediante una matriz
compuesta por 786.000 microespejos (Digital Micromirror Device's -DMD-),
cuya orientacién se controla mediante un microprocesador, por lo que no se
requiere recurrir a la combinacién de mascaras.

alta densidad, pudiendo llegar a sintetizar hasta 10° puntos/cm® en la
matriz soporte. (Fig. 24)

HyChip® de Hyseq Inc.
El Chip producido por Hyseq (en colaboracion con Perkin Elmer) es un

biochip que utiliza el concepto de secuenciacion por hibridaciéon (SBH).
La secuenciacion se lleva a cabo en un chip que contiene inmovilizados
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las 1.024 combinaciones posibles de secuencias de oligonucledtidos de 5
bases, que actian como sondas de captura. El chip se incuba con el
analito (ADN), con un conjunto de sondas marcadas también de 5
nucledtidos con las 1.024 combinaciones posibles y con la enzima ADN
ligasa. La sonda de captura se hibridara con la secuencia complementaria
del ADN analito y a su vez una sonda marcada se hibridard con la
secuencia inmediata del ADN analito adyacente a la sonda de captura. En
este punto intervendrd la ADN ligasa enlazando covalentemente las
sondas de captura y la sonda marcada. Por dltimo, un lavado a altas
temperaturas eliminard las sondas marcadas que no se han unido a las
sondas de captura y al ADN analito. (Fig. 25)

|%

5B {EF? GACCGTAAAT
Sonda BB ACCGTAAATC

marcada B|B B CCGTAAATCG
BB § Sondas de  COTAAATCGG
BB B secuencias =~ CGraaaTCeeT

Enlace _por<P ADN lavado, superpuestas ~ TAAATCGGTA
enzima d B AAATCGGTAT

ligasa ™ B|B|analito B AATCGGTATC
BB B ATCGGTATCA
BB B ) TCGGTATCAA
B|B B Secuencias CEGTATCAAG
BB B ensambladas B T ATCAAGT

_I_ Soporte _I_ | GACCGTAAATCGGTATCAAGC]

Figura 25. Estrategia de SBH utilizada en los chips secuenciadores de Hyseq.

Las secuencias de las sondas se disefian de modo que presenten
regiones superpuestas, segin la estrategia de SBH. La secuencia del
ADN analito se ensambla mediante un software apropiado. Debido a que
el chip contiene todos los posibles oligonucledtidos de 5 bases, en
principio se puede secuenciar cualquier gen. La combinacion de las 1.024
secuencias pentdmeras, en combinacion con las 1.024 sondas marcadas
en disolucion, permite generar 1.048.754 combinaciones posibles de 10
bases, sin la necesidad de sintetizar o inmovilizar 1 millon de sondas.

Incyte Pharmaceuticals Inc (Synteni)

Estos chips son de hibridacion comparativa y se utilizan en la
investigacion de la expresion génica de células mediante el andlisis de su
ARN mensajero, recurriendo a una hibridaciéon competitiva y dos
marcadores fluorescentes de diferente longitud de onda de emision.
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Como muestra la Figura 26, la muestra inicial consiste en dos grupos de
células que pueden ser, por ejemplo, tejidos enfermos y sanos o células
sometidas a diferentes tratamientos farmacoldgicos, etc. De estas células
se extrac el ARN mensajero, a partir del cual se obtendrd el ADN
complementario (ADNc) mediante transcripcion inversa simple. Este
ADN de cada grupo de células se somete a un proceso de marcado con
marcadores fluorescentes (tipo Amersham) de dos colores diferentes
(Cy3 rojo y Cy5 verde). El ADNc resultante se hibrida con el chip
siguiendo un proceso competitivo. El chip hibridado es sometido a un
lavado y posteriormente es escaneado, obteniéndose dos imdgenes
monocromaéticas que son coloreadas por ordenador y superpuestas. La
posicién y la intensidad de las manchas, asi como la relacion de las
intensidades (Cy3/Cy5) y su desviacion del valor unidad, generan la
informacién que se procesard con un software apropiado. Una relacion
igual a 1 representa que no hay diferencias, valores >1 6 <1, indicaran,
respectivamente, un aumento o disminucién de los niveles de expresion
relativos frente a la muestra de referencia.

Excitacid
Test  Referencia
A % Laser 1 Laser 2

ranscripeion
inversa

Nd Marcado
Ampl'rficaciénll Cy5

por PCRy migo)n ;;i «v‘vw

purificacion
Macmn

en el Chip

Analisis «—
computacional

Figura 26. Esquema de la estrategia seguida por Incyte Pharmaceuticals Inc
(Synteni) Palo Alto, CA, para la monitorizacién de la expresion génica. El chip de
ADN se prepara por impresion de hasta 10.000 sondas de ADN, de 500 a 5.000
bases, sobre un soporte de vidrio utilizando un robot.

Los datos de expresidon génica comparativa tienen multiples utilidades
como identificar y valorar los genes clave para el desarrollo de nuevos
medicamentos, establecer la influencia genética en el riesgo de presentar

81



enfermedades, entender el comportamiento y las interacciones de los
genes en células enfermas y sanas o valorar, con cardcter previo, la
eficacia y la toxicidad de compuestos en un eventual tratamiento
farmacologico.

Microarrays de proteinas

Dado que la mayoria de las dianas a las que se dirigen los
medicamentos son proteinas, la industria farmacéutica tiene un interés
especial en emplear métodos de cribado de alto rendimiento para conocer
el perfil de expresion de proteinas. Mientras que los microarrays de
ADN determinan con gran eficacia los niveles del ARNm expresados en
una célula, no pueden medir directamente la cantidad o la funcién de las
proteinas que las diferentes cadenas de ARNm han codificado.

Esto sélo puede conseguirse utilizando los microarrays de proteinas.
Una vez conocido el perfil de la expresion de proteinas podremos
descifrar las bases moleculares de la propia enfermedad.

Los microarrays de proteinas también se pueden utilizar para estudiar
la susceptibilidad a la enfermedad, para realizar el diagndstico,
monitorizar su progresion y para descubrir puntos potenciales para
interferir la enfermedad terapéuticamente, con una mayor precision y
rapidez que con los métodos tradicionales. Por ejemplo, la medida
cuantitativa de la combinaciéon de las proteinas del suero en paralelo,
serd, sin duda, mds descriptiva de una enfermedad que la utilizacién de
un unico biomarcador, ademds de que permitird identificar nuevos
biomarcadores (o patrones de éstos) para el diagndstico y/o el prondstico.

El desarrollo de los chips de proteinas supone un desafio mucho mas
complejo que los microarrays de ADN, dado que la funcionalidad de la
proteina depende de numerosas variables, como la posibilidad de
modificaciones post-translacionales, su asociacion con otras proteinas, su
localizacién subcelular y posibles modificaciones estructurales (E;.
fosforilacion).

Otro factor importante es que la dindmica de generacién de proteinas
no es lineal, ya que no existe una correlacion fiable entre la actividad de
un gen y la cantidad de proteinas generada.

Su automatizacion es también muy complicada, en primer lugar porque
no existe un método sencillo de amplificacién de proteinas equivalente a
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la técnica PCR de amplificacion del ADN. En segundo lugar, a diferencia
del ADN, las proteinas son objeto de modificaciones multiples desde que
son sintetizadas en el ribosoma hasta que asumen su papel en la actividad
celular, como rupturas o adicién de grupos quimicos sencillos (como
acetilo, metilo y grupos fosforilo) o también moléculas mds complejas
como azucares o lipidos.

Se han descrito cientos de tipos de modificaciones post-translacionales
y la complejidad debida a todas ellas se dificulta ademds por la
posibilidad de encadenamientos a diferentes niveles. Por ejemplo, las
proteinas pueden ser procesadas de modos diferentes bajo condiciones
distintas, lo cual parece ser de importancia critica en enfermedades como
el Alzheimer o la fibrosis quistica. En ésta tdltima, por ejemplo, la
enfermedad es causada por la mutacién de un tinico gen que codifica el
receptor transmembrana de la fibrosis quistica -CTFR-. Se trata de un
canal i6nico de cloro que ve afectada sus funciones reguladoras en la
permeabilidad de la membrana celular. Ademads, la expresion de este
receptor varia dentro del propio pulmoén, en funcién del tipo de célula y
su localizacién anatomica. Esta complejidad de funciones asociadas al
defecto en un Unico gen complica la determinacion de la proteina CTFR
en la enfermedad, asi como la identificacion de una diana terapéutica
apropiada.

Las proteinas pueden también entrecruzarse interna o externamente a
través de enlaces bisulfuro. Puesto que las modificaciones estructurales
de una proteina y cualquier cambio cuantitativo no son controlados por el
mismo gen, la forma activa de una proteina no puede determinarse por
referencia a un tnico gen. Por tanto, establecida la totalidad de los genes
del genoma y trasladada a las proteinas correspondientes, todavia queda
pendiente el inmenso trabajo de identificar y caracterizar las diferentes
formas funcionales de cada una de ellas, en un tipo de célula particular y
bajo determinadas condiciones.

Otro factor de complejidad que debe tenerse en cuenta es el nimero de
polimorfismos de su secuencia. El nimero de diferentes moléculas de
proteinas expresadas por el genoma humano puede que se acerque al
millén, mas que a las cien mil que barajaban los investigadores en
gendmica.

Para entender toda esta complejidad basta con indicar que el 21 de
marzo de 2006 el nimero de entradas en la base de datos
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UniProtKB/Swiss-Prot'** (release 49,3) sobre descripcion y funcién de
proteinas, era de 13.633 secuencias humanas asociadas con 36.806
modificaciones post-translacionales probadas experimentalmente, 25.465
polimorfismos, 7.213 variantes proteicas encadenadas, con un total de
61.972 referencias.

Los polimorfismos a nivel de la secuencia de la proteina se conocen
cominmente como cSNP (polimorfismo codificado de un unico
nucleétido) o también por las siglas SAP (polimorfismo de un udnico
aminoécido). Mientras que algunos de estos polimorfismos se relacionan
con estados de enfermedad, la mayor parte no lo estd, aunque si influyen
en mayor o menor medida en la actividad de la proteina. Por ello un
mayor conocimiento sobre la actividad de éstas redundard en un
diagndstico mas certero. Un estudio comparativo de las diferentes
proteinas y sus combinaciones posibles en tejidos sanos y enfermos
ayudard también a identificar las proteinas relacionadas con una
determinada enfermedad.

Por todo ello, para poder emplearlas en la fabricacion de microarrays,
es vital que las proteinas mantengan sus propiedades, por lo que el en
sistema de fabricacion se debe ademds garantizar que el chip posea una
elevada densidad, que los métodos de deposicién/impresion de la
proteina sobre el soporte permitan que ésta se encuentre en un ambiente
apropiado, en el que la humedad juega un papel determinante.

Materiales blandos como el poliestireno, el polifluoruro de vinilideno o
las membranas de nitrocelulosa, que se han venido utilizando para unir
proteinas en los andlisis bioquimicos convencionales, no son muy
apropiados para este fin, ya que no permiten obtener una adecuada
densidad, ademds de que los materiales tienden a dispersarse en su
superficie, produciendo una inadecuada relacién sefial/ruido. Por estas
razones, la mayor parte de estos dispositivos utilizan ldminas de cristal
(portaobjetos para microscopia) u otros materiales compatibles
modificados quimicamente en su superficie, para poder inmovilizar las
proteinas con una densidad elevada.

Se han disefiado numerosos tipos de chips, que incluyen estructuras
superficiales en tres dimensiones, nanopozos y ldminas de cristal
completamente planas. Las estructuras tridimensionales se han preparado
a partir de paquetes de geles de poliacrilamida y delgadas peliculas de
recubrimiento de agalrosal,13 ? con la ventaja de que ambos pueden formar
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matrices porosas de cardcter hidrofilico que favorece la difusién de
moléculas como el ADN, proteinas o anticuerpos, que pueden
inmovilizarse con rapidez mediante reactivos de entrecruzamiento en la
superficie modificada de la matriz. Dada la estructura tridimensional de
las matrices en la superficie del cristal, la capacidad de inmovilizacién es
muy superior que en superficies bidimensionales, ademéds de que un
entorno acuoso homogéneo minimiza la desnaturalizacion de la proteina,
por lo que ésta permanecera activa.

En contraste con los microarrays tridimensionales, también se han
utilizado pocillos nanométricos fabricados a partir de polidimetilxilosano
sobre ldminas de cristal.'™® El uso de los nanopozos reduce
significativamente la evaporacion y minimiza el ruido y la contaminacién
cruzada. Dado que los pozos son estructuras abiertas, se pueden anadir
diferentes componentes y disoluciones tampén, facilitando el
multiandlisis. Ademads las moléculas capturadas se pueden recuperar de
los pocillos con facilidad. También, cubriendo los pozos con oro, se
pueden realizar andlisis complementarios mediante espectrometria de
masas (MS) y resonancia de plasmones superficiales (SPR).

Son numerosos los grupos de investigacion que utilizan chips donde
inmovilizan las proteinas o los anticuerpos directamente sobre la
superficie plana del cristal. No obstante, para conseguir un ambiente
himedo, durante el proceso de impresion, se utiliza un alto porcentaje de
glicerol (30-40%) en la disolucién tampdn, en un ambiente, también, de
humedad elevada.

Para poder unir la proteina sobre un substrato sélido, la superficie de
éste deberd modificarse para conseguir la maxima capacidad de enlace.
Una prictica conveniente es recubrir la superficie del cristal con una
membrana de nitrocelulosa o de poli-L-lisina, de manera que las
proteinas sean adsorbidas sin que no medie ninguna interaccion selectiva.
No obstante, esta alternativa tiene el inconveniente de que las proteinas
quedan depositadas sobre la superficie sin ninguna orientacion especifica
y ademads pueden desprenderse con facilidad durante la etapa de lavado.

La otra alternativa es recurrir a una interacciéon mas vigorosa mediante
enlace covalente. Para ello, y en general, se utiliza un reactivo de
entrecruzamiento para formar una capa auto-ensamblada con grupos
reactivos, que por uno de sus lados reaccione con los grupos hidroxilo del
cristal, dejando el otro lado libre para interaccionar con los grupos amino
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primario de las proteinas (a través por ejemplo de grupos aldehido o
epoxi) o bien poder modificarlos quimicamente para conseguir la
maxima especificidad.

Otra posibilidad es recubrir la superficie con una capa de oro. Para
formar una monocapa sobre la superficie del oro se utiliza el reactivo
bifuncional tio-alquileno, de manera que sus grupos SH reaccionaran por
un lado con el oro, dejando el otro extremo libre para interaccionar con
otras moléculas. Puesto que la proteina posee cadenas reactivas que
pueden interaccionar con la superficie del sustrato, es posible que la
inmovilizacién pueda conducir a una desnaturalizacion de la proteina que
la inactive o simplemente hacerla inaccesible a las sondas utilizadas. Por
ello, quizds el mejor medio para la inmovilizacién de la proteina sea a
través de moléculas que reaccionen, con elevada afinidad, con los grupos
amino o carboxilo terminales y que se hallen enlazadas a la superficie del
cristal. De este modo se consigue también que todas las proteinas se
encuentren orientadas sobre la superficie de manera apropiada,
permaneciendo activas o con sus centros activos accesibles. Esta opcion
fue inicialmente utilizada uniendo 5.800 proteinas que contenian una
molécula de histidina sobre una ldmina de cristal recubierta de niquel.""!

Clases de microarrays de proteinas

Existen dos clases de microarrays. Los analiticos, que se utilizan para
medir la presencia y concentracion de proteinas en una muestra compleja,
para lo cual se inmovilizan anticuerpos, anticuerpos miméticos u otras
proteinas en una matriz, y los microarrays funcionales, en los que
colecciones de proteinas, o incluso el proteoma entero, son preparados
ordenadamente y de modo integrado para utilizarlos en una extensa gama
de actividades bioquimicas.

Los microarrays analiticos requieren una elevada densidad de reactivos
de afinidad y poseen un enorme potencial para monitorizar el perfil de
expresion de proteinas a gran escala.

Los microarrays de anticuerpos son probablemente los mas comunes y
se utilizan para la determinacion de los antigenos correspondientes,
obtenidos a partir del lisado de la muestra. Para su andlisis posterior,
éstos requieren ser marcados o bien se puede recurrir al empleo de un
segundo anticuerpo que también reconoce al antigeno de interés.
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El mayor desafio de este tipo de métodos es conseguir un ndmero
elevado de reactivos con selectividad suficiente para reconocer la
proteina a la velocidad que requieren los métodos de alta capacidad de
andlisis. Los anticuerpos policlonales quizds no posean la especificidad
suficiente y los anticuerpos monoclonales son de laboriosa elaboracion,
ya que la produccién de los hibridomas consume mucho tiempo. En la
actualidad se puede recurrir a otras alternativas para producir anticuerpos
como las tecnologias de despliegue en fago (Phage disply), en ribosoma
y de ARNm, y también la mencionada técnica SELEX. Todas estas
opciones representan la construcciéon de grandes librerias de regiones
viables con actividad enlazante potencial seleccionadas después de
multiples pasos de purificaciéon. La afinidad enlazante de los clones
candidatos resultantes puede mejorarse posteriormente utilizando
estrategias de maduracién. No obstante, el método de seleccion ideal que
sea rapido, sensible, robusto, de bajo coste y automatizado estd atn por
desarrollarse.

El problema fundamental de los microarrays de anticuerpos es la
especificidad. Las proteinas se encuentran a menudo dentro de un
intervalo de concentracion muy amplio (10%. Por esta razén, las
sustancias reactivas que pueden presentar una afinidad elevada para una
proteina determinada y baja para otra, podrdn detectar esta dltima si su
presencia es mucho mdas prevalente. Para evitar este problema, muchos
grupos de investigacion utilizan ensayos tipo sdndwich, en los que el
anticuerpo primario es previamente colocado sobre la superficie soporte,
después se adiciona el antigeno (proteina) y finalmente se afiade un
segundo anticuerpo, de manera que éste identifique una parte diferente de
la proteina. Esta opcion incrementa la especificidad de manera
considerable, pero requiere de dos anticuerpos de elevada selectividad
para cada antigeno que se quiera detectar.

DIAGNOSTICO Y TERAPEUTICA

Dependiendo de una enorme variedad de circunstancias, incluyendo las
enfermedades, los genes pueden encontrarse activados o desactivados.
Esto supone que el ARNm, encargado a su vez de activar la produccion
de una proteina, se produzca o no. Por tanto la presencia de una molécula
de ARNm determinada indicard qué tipo de proteina estd tratando la
célula de expresar.
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La respuesta de la célula a una enfermedad o al efecto de un agente
externo, como por ejemplo un medicamento, no es normalmente un
acontecimiento que afecte a un unico gen. Asi, por ejemplo, se han
identificado 158 genes asociados al cancer de pancreas que se expresan
de un modo diferente a como normalmente lo hacen en personas sanas.'*?
En otras enfermedades como el Alzheimer, la diferente expresion de 5
genes caracteristicos en los enfermos que la padecen, abre la posibilidad
para desarrollar nuevos métodos de diagnéstico.'”® Los microarrays nos
permiten identificar estas situaciones y por tanto son una herramienta
diagndstica de primera magnitud.

Son numerosas las posibilidades que ofrecen estos biochips en este
campo. A continuacion se analizan algunas de las situaciones actuales.

Diagnéstico a través del perfil de expresion genética.

El céancer representa un claro ejemplo de enfermedad para la que se
requiere un tratamiento individualizado. Se trata de una enfermedad que
s6lo en los Estados Unidos de Norteamérica se diagnostica cada afio a 1,4
millones de personas y mueren 600.000 por su causa.'* Aunque
tradicionalmente esta dolencia ha sido considerada como una enfermedad
Unica, existen mas de 200 tipos de cancer, que se producen con diferente
frecuencia en todos los 6rganos y tejidos, siendo el responsable del
12,6% de las muertes anuales a escala mundial.'* (Tabla V). Cada uno
de ellos presenta diferentes variantes, algunas son agresivas otras
manejables, algunas facilmente tratables y otras ineludiblemente fatales.
Las tasas de supervivencia de los pacientes diagnosticados de forma
tardia no han experimentado pricticamente mejora en los tultimos 30
afios. Solamente algunas dianas terapéuticas, como los receptores HER-2
de células cancerosas en tumores de mama, se han utilizado con éxito
empleando  medicamentos  especificos como la  Herceptina
(Trastuzumab). No obstante, como sucedia décadas atrds, la mayor parte
de los tratamientos utilizan citostaticos inespecificos con éxito relativo.
La deteccion temprana del céncer cervical es un ejemplo alentador que
revela la importancia de la utilizaciéon de métodos de diagndstico no
invasivos. La generalizacion de las citologias mediante los programas
nacionales, desarrollados durante la segunda mitad del siglo XX, lo pone
de manifiesto.

88



El diagnoéstico en etapas curables, el tratamiento y el seguimiento de la
enfermedad son por tanto vitales para la supervivencia de los enfermos.
La mayor parte de los ensayos utilizados actualmente para este fin
adolecen de la capacidad de anticipacidon necesaria y se basan en la
identificacion de biomarcadores tnicos, con una tasa quizds demasiado
alta de falsos resultados (positivos y negativos). Los enormes progresos
que la biologia molecular ha experimentado en las dos dltimas décadas,
especialmente la secuenciacién del genoma humano completo, abre un
abanico para la identificacion de nuevos biomarcadores y su utilizacion
en clinica.

La expresion del perfil genético de enfermedades como el céncer de
mama, la leucemia y el cancer de prostata revela que tumores similares
presentan destacadas diferencias moleculares.'* Este es el motivo por el
que durante muchos afios los especialistas se mostraban desconcertados
cuando, por ejemplo, en dos tumores que parecian idénticos, la respuesta
y el resultado en pacientes con el mismo tratamiento eran radicalmente
contrarios. En realidad los pacientes tenian diferentes enfermedades y por
tanto necesitaban distintos tratamientos.

Sé6lo en oncologia se han realizado cientos de estudios de expresion
génica ofreciendo una nueva esperanza para el diagndstico, la
clasificacion y el tratamiento de esta enfermedad, incluyendo tanto los
tumores conocidos como los raros o poco frecuentes. Estudios sobre el
céncer de pulm(’)n,147 de mama'*® o de pr(’)stata,149 son algunos de los
ejemplos vélidos de ello. El desarrollo de nuevos ensayos moleculares
permitird conseguir nuevos métodos de deteccion temprana lo que
redundard en una mejora de los tratamientos y de los resultados a largo
plazo.

La leucemia es el cincer mas estudiado mediante el andlisis con
microarrays. En el ano 1999, Golub y colaboradores fueron uno de los
primeros grupos en utilizar los perfiles de expresion génica para
distinguir la leucemia mieloide aguda (AML) y la leucemia linfoblastica
aguda (ALL)."”® Demostraron que tumores diferentes presentaban
también distintos perfiles de expresion génica y que éstos podian
utilizarse para clasificar las enfermedades en sus respectivos subtipos
clinicos. Y lo mds importante, es que también demostraron que los
perfiles de expresion podian utilizarse para definir nuevos subtipos de
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TABLA V. Localizaciones principales de nuevos casos de cancer y muertes por esta enfermedad en los

Estados Unidos.

Nuevos casos estimados Muertes estimadas
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
Préstata 33%  Mama 32%  Pulmény Bronquios 31 %  Pulmén y Bronquios 25 %
Pulmén y Bronquios 14 %  Pulmén y Bronquios 12 %  Prostata 10 %  Mama 15 %
Colon y Recto 11 %  Colony Recto 11 %  Colony Recto 10 %  Colony recto 11 %
Vejiga urinaria 6%  Utero 6 %  Pancreas 5%  Pancreas 6 %
Melanoma de la piel 4%  Ovario 4%  Linfoma (no Hodgkin) 4 %  Ovario 5%
Linfoma (no Hodgkin) 4 %  Linfoma (no Hodgkin) 4% Leucemia 4 %  Linfoma (no Hodgkin) 4 %
Rifién 3%  Melanoma de la piel 3%  Esofago 4%  Leucemia 4 %
Cavidad oral 3%  Tiroides 3%  Higado 3%  Utero 3 %
Leucemia 3%  Pancreas 2%  Vejiga urinaria 3%  Cerebro 2%
Péncreas 2%  Vejiga urinaria 2%  Rifién 3%  Mieloma miltiple 2%
Todos 675.300 Todos 658.800 Todos 285.900 Todos 270.600

Estimado para 2003. Excluidos céncer de células de tejido basal y escamoso y carcinoma in situ, excepto vejiga urinaria.

Adaptada de''




leucemia. Estudios posteriores con microarrays han permitido
discriminar hasta siete subtipos basicos de ALL."

Los trabajos del grupo de Haferlach son un buen ejemplo del valor
diagnostico de la firma de expresion génica, obtenida a través de una
amplia gama de leucemias y de los desérdenes relacionados con éstas,
incluyendo ALL,"? AML'"*y la leucemia aguda promielocitica.'™

Utilizando un array de expresion de alta densidad, Spira y
colaboradores analizaron células epiteliales de la via aérea, obtenidas
mediante broncoscopia, para obtener patrones de expresion asociados a
personas con habito de fumar. Asi, encontraron un patrén formado por 97
genes que distinguen con exactitud fumadores de no fumadores.'*°
Curiosamente estos investigadores demostraron que algunos de los
cambios experimentados en el perfil de expresion génica eran reversibles
a los dos ainos de abandonar el consumo del tabaco, mientras que otros
permanecen invariables. Concretamente encontraron que 13 genes nunca
recuperaban los niveles normales de expresion, incluyendo numerosos
genes potencialmente supresores (TSGs) que permanecen subexpresados
(TU3A y CX3CL1) y un nimero de posibles oncogenes que permanecen
sobreexpresados (CEACAMS6 y HN1). Las mutaciones genéticas, que se
producen por efecto del tabaco, pueden explicar estos cambios
irreversibles y pueden también explicar por qué algunos individuos
permanecen en riesgo de contraer cdncer de pulmon a pesar de haber
dejado el habito muchos afios atrds."”’

En los Estados Unidos, el cdncer de boca y garganta es detectado
anualmente en unas 30.000 personas, de las que mueren alrededor de
7.000. El grupo de Wong en UCLA ha desarrollado un microarray para
identificar de la saliva de pacientes, con carcinoma oral de células
escamosas (OSCC), el ARN asociado al tumor.”® Este grupo de
investigacion descubrid, a través del perfil de expresion del ARNm de la
saliva, que 1.679 genes presentaban diferente expresion comparada con
la correspondiente a individuos sanos. Muchos de estos genes en la firma
de expresion no tienen una relacién directa con la etiologia del céncer,
pero son vdlidos como marcadores indirectos de la existencia de un
carcinoma oral."”” El equipo de investigadores se centré en 7 de los
biomarcadores expresados regularmente, incluidas las copias de ILS8
(Interleuquina 8), IL1B (Interleuquina 1 beta), DUSP1 (Fosfatasa dual
especifica 1) OAZ1 (Ornitina descarboxilasa, antienzima 1), S100P
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(Proteina P enlazante del calcio) y SAT (Espermidina/espermina 1 acetil
transferasa). La combinacion de estos marcadores probd su eficacia en el
91 por ciento de los casos, correspondientes a 32 pacientes con la
enfermedad, frente a 32 controles sanos. No cabe duda que puede
representar un método de diagndstico temprano frente a los complejos
procedimientos quirdrgicos actualmente empleados.

A través de los perfiles de expresion se puede también conocer la etapa
en el desarrollo en el cdncer de ovario, diferenciando la etapa temprana
(I) de etapas avanzadas (II-IV), con una exactitud en el test del 100%,
ademds de poder catalogar las enfermedades platino resistentes de las
enfermedades sensibles a este medicamento, con una exactitud del
76,9%, como se deduce de los trabajos de De Smet y colaboradores. '®°

Los laboratorios Wyeth descubrieron, en el curso de la investigacion de
un ensayo clinico en fase II, que el perfil de expresion de determinados
genes de células mononucleares de sangre periférica se podia relacionar,
con exactitud, con el carcinoma de células renales, respecto a los
pacientes control.'® Es maés, Brooks y col'®” identificaron 259 genes de
cuya expresion puede predecirse el grado de supervivencia de los
pacientes sometidos a una intervencion quirdrgica en este tipo de cancer.
Estos descubrimientos tienen un gran poder tanto diagndstico como
terapéutico, ya que el método de deteccién del tumor de rifién se realiza
fundamentalmente mediante técnicas de imagen y ademads el 30% de los
pacientes, sin metdstasis aparente, recaen en la enfermedad y con el
tiempo fallecen de ésta. Por ello, la necesidad de un método diagndstico
no invasivo que permita monitorizar a estos pacientes es crucial.

El volumen de datos relativos a los perfiles de expresion génica se ha
multiplicado en poco tiempo, lo que en ocasiones hace dificil una
adecuada interpretacion de su verdadero significado. Como ayuda a esta
interpretacion la Universidad de Washington, Seattle, ha creado
recientemente una pagina web'® llamada “L2L” a través de la cual es
posible comparar la lista de los resultados de un test de un microarray de
expresion con los disponibles en una base de datos con més de 350 listas,
correspondientes a los datos compilados de publicaciones con diferentes
microarrays.
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Diagnéstico a través del analisis del genotipo.

El diagnéstico del cancer también se puede realizar mediante el anélisis
del genotipo determinando las mutaciones habidas en el ADN y que
causan malignidad celular. El cdncer en muchos casos se produce como
consecuencia de aberraciones genéticas, como segmentos con
desequilibrio alélico, que se manifiesta con una pérdida de
heterozigosidad (LOH) al comparar los enfermos con una poblacion
control. Este desequilibrio se puede medir mediante microarrays a través
del genotipado de SNPs mudltiple de regiones que albergan genes
supresores.164 Igualmente, los arrays pueden también detectar
amplificaciones y delecciones cromosOmicas utilizando un método
denominado “Chromosomal Copy Number analysis” (CCN).'®

Mediante el genotipado de 10.000 a 500.000 SNPs, se puede conseguir
un mayor detalle de los cambios cromosdmicos, comparativamente con
otros métodos de hibridacién convencionales, proporcionando un mayor
nimero de marcadores utiles para la deteccién de distintos tipos de
canceres, como el cancer de mama, de vejiga, préstata, huesos, boca y de
pulmon.

El grupo de Meyerson utilizando un microarray capaz de analizar
10.000 SNPs (Genechip mapping 10K array) pudo determinar
simultdneamente cambios numéricos en la copia de ADN e identificar
pérdidas de heterozigosidad en lineas celulares de cdncer de mama y
pulmon, causadas tanto por delecciones en el ADN como por mutaciones
gc‘,néticals.166'167

Seller, en colaboracién con Meyerson, trabaja en la caracterizacion de
anomalias genéticas especificas del cancer, utilizando el nuevo chip de
100.000 SNPs-array, y recientemente ha reportado un gen critico MITF,
que se encuentra 20 veces amplificado en pacientes con melanoma
metastdtico y que ademds es necesario para la transformacién de los
melanocitos humanos.'®®

David Wong utilizando un microarray de 10.000-SNP identific
cambios en el cromosoma 3, tanto en lo correspondiente a la
amplificacién de su ADN como a delecciones mutacionales, compartidas
tanto en células premalignas como cancerosas, en cdnceres de boca.
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Ademais de su relacién con el cancer, la amplificacién y las delecciones
genéticas son causas directas en el desarrollo de enfermedades
cromosOmicas asociadas a la propia evolucién, como por ejemplo el
sindrome de Down. En 2004 investigadores de la Universidad Friedrich-
Alexander, del centro de investigacion Max-Delbruck y la empresa
Affimetrix, utilizando un microarray 10.000-SNP, relacionaron la
amplificacion y la deleccion del ADN con una variedad de sindromes de
retraso mental.'®’

Diagnéstico a través del perfil proteémico

Como se ha indicado anteriormente, las proteinas son la llave de todos
los procesos fisiologicos y patoldgicos. El ADN indica qué podria
ocurrir, el ARN qué deberia ocurrir y las proteinas lo que realmente
sucede. Consecuentemente, el progreso real en el diagndstico y en las
estrategias terapéuticas dependerd de los nuevos logros en la
identificacion de proteinas, su concentracion local, su estructura, funcion
e interaccion.

El nimero de proteinas humanas es muy superior al nimero de genes
codificantes estimado en seres humanos. Aunque sélo una fraccién de
estas proteinas estd presente en un momento determinado en una célula
en particular, catalogar su estructura y funcién representa un desafio muy
superior al que supuso descifrar la secuencia completa del genoma
humano. La bisqueda de biomarcadores especificos para el cancer no
puede esperar a que este megaproyecto haya finalizado. Ademads, dado
que el conjunto de patrones de proteinas para un determinado tejido y
grupo de individuos afines es muy similar (mds ain si se trata de
individuos del mismo sexo, edad y estado fisioldgico), quizds resulte mas
prometedor encontrar las diferencias entre estos patrones de proteinas,
que obtener el mapa de proteinas completo de todos los componentes. Un
mayor conocimiento sobre qué proteinas son exclusivas de determinados
estados fisioldgicos permitird ensayar nuevas estrategias diagndsticas y
terapéuticas. Quizds para este fin el chip de proteinas del tipo
ProteinChip Biomarker System, desarrollado por Cyphergen Biosystem,
Inc'” represente una de las mejores alternativas que puede satisfacer esta
demanda.

Basado en el proceso bajo patente SELDI (Surface Enhanced Laser
Desorption/lonization), combina dos métodos bien establecidos, como la
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cromatografia y la espectrometria de masas con analizador de tiempo de
vuelo (TOF-MS), y una aplicacién basada en un sistema de facil manejo
de mapeo de diferencias de expresion (Expression Difference
Mapping™), integrado todo en una dnica plataforma.'”’

El funcionamiento bdsico de este dispositivo es muy sencillo.
Virtualmente cualquier disolucién que contenga una proteina puede ser
aplicada sobre la superficie de la matriz del chip de proteinas. Esta
superficie puede poseer propiedades cromatograficas de diferente
naturaleza (hidrofdbicas, hidrofilicas, iénicas o de afinidad metalica) o
pueden ser preactivadas con moléculas receptoras (proteinas, ADN o
ARN). Las cantidades de muestra necesarias son muy pequefias (1-10 pg
de proteina por aplicacion) y el volumen de muestra puede seleccionarse
entre 0,5 pL hasta 400 pL. Después de un breve periodo de incubacion,
las proteinas y cualquier otro contaminante no unido a la superficie del
chip se eliminan mediante lavado. Previamente al andlisis mediante
desorcién por laser-TOF, se adiciona una disolucién que favorece la
absorcién de energia por parte de las moléculas, a cada una de las
aplicaciones en la matriz del chip. Los resultados son visualizados en un
grafico en el que la relacion masa/carga de los componentes de la
muestra se representa en el eje de abcisas (“x”) y la intensidad
correspondiente para cada uno de ellos en el eje de ordenadas (“y”).
Finalmente el software del ProteinChip posibilita al usuario establecer
las diferencias de expresion mediante un analisis comparativo. El sistema
permite procesar 100 muestras al dia en modo manual y 400 muestras en
modo automadtico, con sensibilidades del orden fentomolar. (Fig. 27)

El screening mediante SELDI de muestras procedentes de biopsias de
tejidos cancerosos ha demostrado su eficacia en tumores de pulmon,
riién y melanoma. No obstante, para una mayor aceptacion por parte de
los pacientes y por razones de coste, seria preferible realizar los ensayos
utilizando fluidos bioldgicos cuya toma de muestra utilice métodos
menos invasivos. Asi, Adam y colaboradores evaluaron el método para el
diagnostico de cancer de préstata, analizando muestras séricas de 167
pacientes con este tipo de cdncer, 77 pacientes con hiperplasia benigna de
prostata y 82 voluntarios sanos de edades parejas. Se compararon los
perfiles seleccionando los picos con mayor poder discriminante,
utilizando un algoritmo apropiado. Los ensayos posteriores con muestras
ciegas de pacientes revelaron una sensibilidad en el diagnostico del 83%,
con una especificidad del 97%.'"
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Figura 27. Proceso seguido en el andlisis mediante el microarray ProteinChip. 1) La
muestra de protefnas se adiciona sobre el chip. 2) Se lava para eliminar las especies
que no son capturadas 3) Se adiciona la molécula captadora de energia (EAM-
Energy Adsorbing Molecule) 4) Lectura del perfil de retencién de proteinas
mediante Surface-Enhanced Laser Desorption Ionization y TOF-MS .

La orina se ha utilizado también para la detecciéon de marcadores de
céncer de vejiga y aunque se trata de un fluido bioldgico que presenta
una mayor fluctuacién de sus constituyentes en comparacién con el
suero, la combinacién de marcadores ha revelado una sensibilidad del
87% y una especificidad del 66%. Ademas, se demostré una sensibilidad
del 78% para tumores de vejiga de grado bajo, frente al 33% de los
métodos citolégicos convencionales. Durante este estudio, uno de los
marcadores identificados fue el péptido defensina.'”

Como ocurre con el cancer de prostata, la eliminaciéon de biopsias
innecesarias resulta fundamental en el cdncer de mama. Los bajos
requerimientos de volumen de muestra que caracterizan el uso del
ProteinChip, permiten la utilizaciéon de minimas cantidades del orden de
1uL de fluido mamario, aspiradas a través del pezén.'”*

Estudios similares se han realizado con muestras séricas para la
identificacion de céncer de ovario, con sensibilidades del 100% vy
especificidades del 95%."" También, se han realizado ensayos que
permiten diferenciar pacientes con carcinoma hepdtico de aquellos que
padecen enfermedad hepdtica crénica.'’

96



Mas alla del progreso tecnoldgico, es de una importancia fundamental
disefiar bien estos estudios, de manera que el descubrimiento de nuevos
biomarcadores no adolezca de las incertidumbres que, a menudo, han
acompaiado a estudios pasados. Se necesita, por tanto, la aceptacién
generalizada de una serie de normas que garanticen los mejores
resultados posibles en cada uno de los numerosos proyectos de
investigacion que actualmente se estdn desarrollando. La red de
investigacion de deteccion temprana (Early Detection Research Network
—EDRN-) puede servir como ejemplo del establecimiento de redes de
investigacion establecidas a nivel mundial, con el &nimo de afrontar este
desafio. Desde el afo 2000 el primer objetivo de la red EDRN
(http://www?3.cancer.gov/prevention/cbrg/edrn/) fue desarrollar unas
lineas maestras para la deteccion y validaciéon de biomarcadores del
cancer en apoyo del intercambio cientifico internacional, que incluyen la
estandarizacion de reactivos y ensayos, la validacién de la metodologia
estadistica y de las herramientas computacionales, la unificacién de los
informes de los resultados y la mejora de los recursos informéticos y del
fluyjo de informacién en general. Hoy la constituyen mds de 30
instituciones y sus equipos de investigacion proceden de distintos
ambitos, como el académico, el sector privado e instituciones
gubernamentales. Su objetivo es trasladar los avances en la investigacion
molecular a la prictica clinica, de manera que permitan identificar el
céncer en sus etapas tempranas de transformacién celular e identificar
también, poblaciones de riesgo que puedan desarrollarlo, para tratar asi
de conseguir el reto que se ha marcado el National Cancer Institute, de
eliminar el sufrimiento y muerte debidos al cdncer en el afio 2015.""

Informacion genética y utilidad terapéutica

Existen mds de 40 ejemplos de arrays utilizados en investigacion
clinica para clasificar marcadores de enfermedades y permitir
predicciones en la eficacia de los tratamientos.

Identificar las variaciones genéticas asociadas con la respuesta a
medicamentos, su eficacia y su seguridad, representa una de las
aplicaciones mds prometedoras del andlisis completo del genoma. Los
microarrays con capacidad para determinar por encima de 100.000
polimorfismos de un solo nucleétido, distribuidos a lo largo del genoma,
permiten a los investigadores determinar de una manera ripida los grupos
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de poblacién que podran responder o no a un determinado medicamento,
en virtud de sus fenotipos, asi como su eficacia y su toxicidad. No cabe
duda de que este tipo de estudios ayudard a elucidar los genes que
contribuyen a la variabilidad de respuesta a los medicamentos.

En las etapas finales de los ensayos clinicos, por ejemplo, los
microarrays pueden ser Utiles para estratificar poblaciones de pacientes y
descartar aquellos, con una respuesta terapéutica pobre o toxicoldgica
inadecuada, en la planificacion de los ensayos en fase IIl. Esta
estratificacion ayudaria a asegurar la médxima efectividad mediante una
clara diferenciacion estadistica entre la respuesta al medicamento y al
placebo y reduciria el nimero de pacientes y el coste del ensayo,
aumentando las posibilidades de su aprobacién por parte de las
Autoridades Sanitarias. Ademds, una vez que el medicamento se ha
comercializado, la estratificacién de los pacientes podria utilizarse para
acelerar la expansion del medicamento hacia nuevas indicaciones, a
través de ensayos clinicos en fase IV, de modo mds rdpido y con
muestras de menor tamaio.

La multinacional farmacéutica Novartis, por ejemplo, utilizd, en un
reciente ensayo clinico en fase IIl, perfiles de expresion génica para
predecir el éxito o el fracaso de tratamientos sobre la leucemia miel6gena
crénica.'” Analizaron patrones de expresion procedentes de pacientes,
previamente a los tratamientos, y encontraron un conjunto de 31 genes de
“no respuesta” que predice que poseen una probabilidad 200 veces
superior de que la terapia fracase.

Similarmente en un ensayo clinico en fase II, llevado a cabo por
investigadores del Instituto para la Investigacion del Cancer Dana Farber,
para el farmaco Velcade, de Milleniun Pharmaceutical, obtuvieron datos
farmacogendmicos, mediante microarrays, de enfermos de mieloma
tratados con el medicamento,'”’ que permiten utilizar 30 genes que se
relacionan con la respuesta o falta de respuesta a la terapia. Su utilidad
clinica como biomarcadores fue posteriormente evaluada en la fase III
del ensayo clinico.

El empleo de microarrays para identificar marcadores predictivos de
enfermedades puede, en udltimo término, proporcionar un tratamiento
mejor, personalizado, eficaz y seguro a los enfermos y ayudar a evitar las
mas de 100.000 muertes anuales, s6lo en Estados Unidos, debidas a
reacciones adversas a medicamentos.'™
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Mis alla de los esfuerzos por descubrir genes, los microarrays pueden
también utilizarse como wuna herramienta diagndstica para cribar
pacientes con una variacion genética en particular que puede afectar a la
respuesta a un determinado medicamento. Por ejemplo el microarray de
Roche AmpliChip CYP450"" se utiliza en Europa y en Estados Unidos
para identificar ciertas variaciones que ocurren en la metabolizacion de
medicamentos, debidas a alteraciones de los genes metabolizadores del
tipo CYP2D6 y CYP2C19. Las variaciones de estos genes afectan a la
velocidad con la que un determinado individuo metaboliza muchos de los
medicamentos mds cominmente utilizados en el tratamiento de las
enfermedades mas frecuentes, como enfermedades cardiovasculares,
hipertensién, depresion y trastornos por déficit de atenciéon e
hiperactividad (TDAH). Conociendo estas variaciones puede el médico
seleccionar el mejor medicamento y ajustar la dosis con anticipacién para
un determinado paciente, minimizando también los efectos secundarios
del mismo.

Existen alrededor de 10 millones de SNPs que varian en los humanos.
Actualmente el proyecto Hapmap182 pretende catalogar estos patrones de
variacion genética en muestras de poblaciones de cuatro regiones
diferentes del mundo, con la intencién de crear un recurso que permita
acelerar la identificacion de los factores genéticos que puedan afectar a
las peculiaridades observadas en la Medicina. La meta principal de este
proyecto internacional es comparar las secuencias genéticas de diversos
individuos para identificar las regiones cromosomicas donde se
comparten las variaciones genéticas. En una primera fase se han evaluado
cerca de un millén de lugares diferentes en el genoma humano, para la
que se emplearon 269 muestras de ADN que provinieron de personas de
raza blanca que vivian en Utah, miembros de la tribu Yoruba de Nigeria,
japoneses de la ciudad de Tokio y chinos de la raza han” de Pekin. Los
resultados de esta primera fase del proyecto aparecen en la edicion del 27
de octubre de 2005 de la revista Nature." En la siguiente fase se
analizaran otros dos millones de posiciones.

Integracion y estandarizacion de los datos

No cabe duda que los microarrays se presentan como una herramienta
muy prometedora en la medicina personalizada, sin embargo, para
conseguirlo plenamente, se necesita la integracion de los datos genéticos
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con los registros médicos existentes y hacerlos accesibles a la préctica
médica. Adicionalmente, la informacién genética utilizada por los
médicos deberia generarse y estandarizarse empleando métodos para que
la informacién de un paciente pueda ser facilmente comparada con la de
otro, como un ejercicio pleno de medicina basada en la evidencia.

Affymetrix trabaja en equipo con IBM para proporcionar una solucién
que integre, de manera ordenada y en un formato centralizado, la
investigacion en gendmica con datos clinicos de pacientes procedentes de
bases de datos dispares. Esta infraestructura permitird a médicos e
investigadores aplicar el conocimiento del genoma humano al
diagnostico y tratamientos de enfermedades, mejorando el cuidado del
paciente y reduciendo los costes.

La informacién obtenida mediante el uso de los microarrays, y su
comparacion entre los diferentes laboratorios y hospitales, requiere la
estandarizacion de los datos, tanto en su metodologia de obtencién como
en los criterios utilizados para la elaboracion de los informes
correspondientes.

La sociedad conocida como Microarray Gene Expression Society
(MGED) dio el primer paso para el desarrollo de una guia de
recomendaciones para la presentacion de los datos,'®* permitiendo a los
investigadores comparar adecuadamente los resultados de distintos
experimentos.

La reproducibilidad de los resultados, entre las diferentes plataformas
que utilizan microarrays, es por tanto determinante para la correcta
interpretacion de los mismos. Recientemente Gavin Sherlock analiza esta
problemadtica en un articulo en el apartado News and Views de la revista
Nature methods,'® en el que advierte cierta falta de comparabilidad,
basdndose en el andlisis de tres estudios que se publican en el mismo
nimero de la revista, y se pregunta si las discrepancias se podran
solventar o si son inherentes a la propia tecnologia.

EPILOGO

Los avances futuros en el diagndstico vendran de la fusion entre la
biologia y la nanotecnologia, lo que se conoce como la
nanobiotecnologia. La posibilidad de utilizar nanocables en una
configuracion integrada abre las puertas para nuevos diagndsticos de
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biomarcadores a nivel fentomolar, sin necesidad de utilizar moléculas
fluorescentes para su deteccion. Recientemente Lieber y colaboradores
han publicado el uso de un dispositivo FET, a partir de nanocables de
silicio, que permite detectar eléctricamente minimas variaciones de
ciertas proteinas en suero sobreexpresadas por células cancerosas.'® El
dispositivo consiste basicamente en una serie de nanotubos que soportan
una serie de anticuerpos especificos para las proteinas. Cuando éstas se
unen a los anticuerpos, las cargas eléctricas de las proteinas modifican la
conductividad de los nanotubos, registrindose en forma de sefal. Los
dispositivos disefiados por Lieber detectan 5 proteinas marcadoras
tumorales, PSA (prostata-specific antigen), alfa 1-antiquimiotripsina,
antigeno carcinoembriénico, mucina-1 y telomerasa.

Estos dispositivos permiten integrar 200 transistores, lo que abre las
puertas a la utilizacion de métodos de screening para diferentes cénceres,
s6lo con una gota de sangre.

Un dispositivo similar ha sido disefiado por cientificos de la NASA
Ames Research Center en California. Hua Chen y sus colaboradores
utilizan un array de nanoelectrodos capaz de detectar eléctricamente
simples mutaciones del gen BRCAI, asociado con la predisposicion a
contraer varios tipos de céancer. Para ello los investigadores utilizan
cadenas de ADN complementarias al ADN BRCAI que inmovilizan
sobre electrodos fabricados a partir de nanotubos de carbono. Una vez
producida la hibridacién, la oxidacién de los nucleétidos sobre el
nanoelectrodo provocard cambios cuantificables en la conductividad de
los nanotubos, cuyas variaciones se relacionardn con la presencia de
alteraciones en el gen.

Los avances en la deteccion de células cancerosas se han extendido
también a la posibilidad de visualizar los tejidos utilizando Quantum
dots. Asi, el grupo de Fangioni del Beth Israel Deaconess Medical Center
de Boston, en colaboraciéon con expertos del Moungi Bawendi del
Masschusetts Institute of Technology en Cambridge, fabricé una
nanoestructura, inspirada en la forma de una cebolla, compuesta por un
nucleo interior de cadmio-teluro rodeado de una capa de cadmio-selenio
y a su vez todo encapsulado con un compuesto orgdnico, para hacerla
soluble en agua. Estas nanoparticulas absorben y emiten fuertemente en
la region infrarroja del espectro. Cuando pequefias cantidades de éstas se
inyectan en los animales de experimentacion, las células linféticas las
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aclaran con rapidez hacia los nddulos linfaticos, donde su emision puede
visualizarse a simple vista aproximando la luz de una lampara halégena a
unos centimetros de la piel.187 Si esta misma situacion se diera en los
humanos se podria conseguir ficilmente una manera de localizar los
nédulos para llevar a cabo las biopsias. No obstante, habrd que esperar a
disponer de materiales semejantes, aunque menos toxicos, para realizar
las pruebas en humanos. En la actualidad se estdn realizando ensayos,
con resultados prometedores, utilizando indio como material
semiconductor.

Estas nanoparticulas emisoras de luz resultan eficaces para detectar
tumores proximos a la piel. Sin embargo, para la localizacion de tejidos
mds profundos, se investiga con la utilizaciéon de nanoparticulas
magnéticas que pueden ser utilizadas como agentes de contraste en
imégenes de resonancia magnética. Asi, se han utilizado nanoparticulas
de 6xido de hierro capaces de revelar la presencia de células de céncer de
mama en ratas. Para ello las nanoparticulas fueron dirigidas hacia las
células tumorales, utilizando un pequefio péptido inmovilizado sobre
ellas, llamado LHRH, que localiza y se une a ciertos receptores
sobreexpresados en una gran variedad de células tumorales. Los
responsables de la investigacion reportaron haber obtenido imédgenes de
tumores de s6lo medio milimetro de didmetro. Un tamafio muy inferior al
que puede detectarse utilizando la mamografia convencional.

No obstante, la localizacién de los tumores es sélo el primer paso. Los
nanobiotecndlogos estdn disefiando una serie de particulas para poder
también eliminarlos. Muchas de éstas utilizan moléculas guias, como el
LHRH, para dirigir los compuestos téxicos hacia las células tumorales.
Cientificos de la Universidad Northeastern, en Boston, utilizan
nanoparticulas que contienen el agente citostitico y un anticuerpo,
llamado 2CS5, que se dirige hacia la superficie de las células cancerigenas
humanas. Han podido comprobar que su utilizaciéon ralentiza
sustancialmente el crecimiento de una variedad de tumores, en parte
debido al mayor aporte del medicamento sobre el tumor.

El 8 de febrero de 2005, Abraxis Oncology introdujo el primer
producto basado en nanoparticulas, dando origen a la nanoterapéutica, en
la que el farmaco bien se une a una nanoparticula o bien se encapsula en
un contenedor de tamafio nanométrico. Se trataba del Abraxane, una
nueva forma de Paclitaxel encapsulado en albumina, que ha sido el

102



primer tratamiento medico disefiado para tratar el cdncer de mama que
utiliza realmente esta tecnologia. Cada molécula de Abraxane (ABI-007)
tiene 130 nm de didmetro, lo que le permite traspasar las membranas de
vasos sanguineos, pasar por el intersticio (la zona entre el vaso sanguineo
y el tejido canceroso) y, finalmente, ser captado mds eficientemente por
el tumor que el Paclitaxel.

Una de las grandes ventajas que representa la nanobiotecnologia sobre
las terapias convencionales es su capacidad de poder combinar mas de
una funcién. A pesar de que las nanoparticulas son muy pequeias, éstas
son comparativamente grandes en relacion con determinadas moléculas
que se utilizan habitualmente en terapéutica. Por ello pueden contener
otros elementos que lleven a cabo una multiplicidad de funciones.
Investigadores de la Universidad de Michigan han disefiado un
dispositivo a partir de nanoparticulas con tres componentes, que permite
localizar, visualizar y destruir los tumores en el cerebro de ratas. Las
particulas contienen un nucleo central de 6xido de hierro que sirve de
agente de contraste MRI (imagen de resonancia magnética) sobre el que
se une una copia de un péptido guia (vector molecular) llamado F3 y un
compuesto fotosensibilizante llamado fotofrin que destruye las células
cuando recibe una radiacién electromagnética. La supervivencia de las
ratas tratadas duplic a la de los animales control.

Los métodos de secuenciacién también se han visto favorecidos con la
llegada de la nanotecnologia. Los laboratorios Roche, empleando la
tecnologia de 454 Life Sciences, recurren a la nanotecnologia para la
secuenciacion del ADN, en su “Genome Secuencer 20 System”. El
método utiliza volimenes de picolitro lo que permite producir, con un
solo instrumento, mas de 20 millones de bases en un ciclo analitico de
cuatro horas. Esta técnica mejora con holgura la capacidad de los
instrumentos basados en las técnicas a macro escala actuales.

El instrumento incorpora un soporte de alta capacidad fabricado a partir
de un bloque compuesto por un conjunto de fibras 6pticas, que es cortado
transversalmente repetidas veces y los cortes sucesivos alineados y
fusionados para crear una estructura de 1,6 millones de pocillos de unos
44 um de didmetro y 55 um de profundidad, con una distancia entre
ellos, de centro a centro, de 50 um. El resultado es una matriz con una
densidad de 480 pocillos por mm?, con una capacidad de albergar 75 pL
cada uno de ellos."™ Todo ello facilita una secuenciacién alrededor
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de100 veces mas rdapida que los métodos convencionales y entre 10 y 50
veces mads barata. (Fig. 28)

Figura 28. Micrografia de la matriz utilizada en la secuenciacién del ADN con
“Genome Secuencer 20 System”. Adaptada de Margulies, M., et al (2005) Nature
437, 376-380.

El sistema de secuenciacion encadenado se basa en el principio de
pirosecuenciacion desarrollado por Biotaje (Uppsala, Suecia) que utiliza
cuatro enzimas, la ADN-polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y
apirasa, asi como los sustratos APS (adenosina-5-fosfosulfato) vy
luciferina.

La primera enzima, en presencia de un cebador, fabrica la cadena de
ADN a partir de la hebra complementaria y los nucleétidos
correspondientes, la segunda enzima utiliza los productos de la reaccion
anterior para generar ATP, que es utilizado inmediatamente por la
luciferasa para generar un pulso de luz mediante una reaccion
quimioluminiscente, mientras que la cuarta enzima elimina los
nucledtidos sobrantes en cada paso. La intensidad de la sefial
luminiscente serd proporcional al nimero de nucleétidos incorporados
secuencialmente y detectada mediante una cdmara CCD acoplada a la
base de la matriz de pozos.

A pesar de todos estos progresos, los productos basados en
nanotecnologia tienen que salvar una serie de impedimentos para que su
uso pueda generalizarse en clinica. En primer lugar, los investigadores
tienen que encontrar la manera de que las nanoparticulas puedan salvar el
sistema inmunitario antes de llegar a su lugar de accién y también vencer
la capacidad de las células tumorales de expulsarlas una vez hayan
conseguido penetrar en su interior. Otro aspecto importante es el nuevo
desafio al que se enfrentan los promotores, a la hora de disefiar ensayos
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clinicos para particulas que realizan mds de una funcién, dado que los
requerimientos para un agente de contraste de imdgenes no son los
mismos que los que se exigen a un medicamento convencional. Ademas,
la toxicidad potencial de las nanoparticulas es algo que todavia no se
conoce bien. De hecho, existe una gran preocupacion por parte de las
agencias de seguridad y salud ambiental, que demandan una regulacién
sobre el uso de estos materiales.

En cualquier caso si las expectativas para la nanotecnologia se
cumplen, su repercusion superard el impacto de la revolucion industrial,
con una proyeccion de llegar a mover un mercado de 1 trillén de ddlares
en el afio 2015. Su desarrollo prevé cuatro fases.'® La fase actual en la
que las nanoestructuras tienen un sentido pasivo dirigido a llevar a cabo
un solo trabajo. La segunda fase en la que se introducirdn nanoestructuras
para tareas multiples como por ejemplo activadores, dispositivos de
liberacion de medicamentos y sensores. En la tercera generacion, que se
espera emergerd hacia el 2010, incorporardn nanosistemas con miles de
componentes interactivos. Algunos afios después el primer nanosistema
integrado funcionard, en gran medida, como la célula de un mamifero,
con sistemas jerarquizados dentro de otros sistemas.

Soy consciente de que he escogido una temdtica para la elaboracion de
este discurso, que por su candente actualidad puede que su contenido
resulte obsoleto el mismo dia que decida interrumpirlo. A punto de
finalizarlo, recibia informacién de que la empresa biotecnologica
Affimetrix habia lanzado una tecnologia de microarrays, denominada
GeneChip Human Mitochondrial Resequencing Array 2.0, que permitird
a la comunidad cientifica analizar la secuencia completa del genoma
mitocondrial en un dnico experimento de 24 horas de duracidn.

El biochip es capaz de estudiar las 16.500 bases del genoma
mitocondrial humano con sdélo tres reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR), ofreciendo a los investigadores la posibilidad de detectar
variantes genéticas relacionadas con enfermedades. También, tiene
utilidad en técnicas forenses, estudios poblacionales o investigacion con
células madre.

El nuevo método permite obtener resultados con una rapidez diez veces
superior que con otros métodos convencionales.
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Los cientificos, no obstante, debemos acostumbrarnos a la abrumadora
velocidad con que se hacen y deshacen las cosas relacionadas con la
ciencia. La novedad estd refiida con el tiempo y la necesaria reflexién que
requiere planificar y escribir un discurso de esta naturaleza.

Particularmente considero que la Universidad deberia incorporar estos
avances a sus aulas y laboratorios docentes con la misma velocidad que
se producen, con el fin de garantizar la formacién competitiva de sus
alumnos. Sé que puede resultar utépico, dado el enorme coste econémico
que ello supone, aunque iniciativas como la puesta en marcha por el
Genome Consortium for Active Teaching (GCAT)" permiten albergar
ciertas esperanzas. Se trata de una asociacion que a través de programas
colaborativos con universidades y empresas del sector, favorece el
empleo de las tecnologias basadas en microarrays a un precio razonable,
poniéndolas a disposicién de los estudiantes en diferentes campus de los
Estados Unidos.

Y para finalizar, quiero que mis ultimas palabras sean para expresar mi
firme compromiso de lealtad y dedicacion a esta Real Academia, con la
esperanza de que, poco a poco, pueda llegar a ser merecedor del inmenso
honor que hoy se me hace, admitiéndome como uno mds de sus
miembros.

He dicho.
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“Si quieres comprender la funcion, estudia la estructura”
F.H. Compton CRICK
Excelentisimo Sr. Presidente
Excelentisimas Sefioras y Sefiores Académicos
Ilustres Autoridades, Distinguida Familia, Amigos, Sefioras y Sefiores

Reconozco y agradezco el honor que me ha prodigado la Junta de
Gobierno de esta Academia al encomendarme la contestacion al discurso
de presentacion del recipiendario, en un amplio sentido, pues aqui
concurren excepcionales circunstancias, al presentar al Ilustre profesor
Dr. D. Fidel Ortega Ortiz de Apodaca, Decano de la Facultad de
Farmacia de Alcald, y ademds gran investigador en el terreno de las
Técnicas Instrumentales Analiticas como luego comentaremos. No estd
mas lejos de mi deseo presentarles aqui un ramillete de alabanzas, sino la
personalidad cientifica y humana, que le acreditan para pertenecer a esta
Docta Institucion.

Ha decantado su vida en dos vertientes, la familiar y la de la actividad
cientifica, siguiendo la saga de sus maestros, dentro de la temética de la
Técnicas Instrumentales Analiticas, en su enfoque mds actualizado y
novedoso, siguiendo los pasos de su progenitor el Dr. Manuel Ortega y
de nuestro querido amigo el Prof. Dr. Benito del Castillo. A la sazén
también Decano de la Facultad de Farmacia de la U CM. Todos nosotros
siempre estuvimos imbuidos de la filosofia de la precisién y exactitud,
como lema bésico.
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Voy a reseflar un breve recorrido histérico, para marcar el hilo
conductor que nos llevan a las modernas técnicas que el Dr. Ortega, nos
acaba de presentar.

En este sentido comentaré, para justificar el introducirnos en esta
materia, que hace algunos afios, lefa mi discurso como Académico
Correspondiente, con el tema "Metrologia Técnica y Bioldgica” en el que
glosé la problematica filoséfico-cientifica de la Metrologia, porque en
aquellas fechas era miembro de la Comisién Permanente de Metrologia,
en donde sustitui al Excmo. Sr. Juan Manuel Loépez de Azcona,
Académico Numerario que fue de esta Corporacion.

Como ya es sabido, desde lejanos tiempos se plantearon problemas de
Metrologia en las medidas tanto ponderales como de capacidad,
originados por la dispersién de las aplicaciones en los diversos lugares
geograficos, los distintos idiomas, e incluso los criterios de aplicacion.
Todos éstos acontecimientos fueron la causa de encontradas diatribas
entre los diversos elaboradores de las formas galénicas al uso.

Hasta la presencia de Hipdcrates, no se nos presentan las prescripciones
médicas con una dosificacion cuantitativa aplicando sistemas de pesos
de un remoto origen y de cuya garantia de permanencia y conservacion
ya nos cita el Deuteronomio (Cap. 25, vers.13-16): “No tendrds distintos
pesos mayor ni menor, ni tendrds en tu casa celemin mayor; tendrds peso
justo y verdadero; y celemin igual y verdadero, para que vivas muchos
afios sobre la tierra que tu Dios y Seiior te hubiere sefialado, porque el
Seiior abomina y aborrece a quién hace cosas semejantes, por ser
contrario a todo lo que sea injusticia.”

Tan profundamente arraigd en Espaia este sistema instaurado durante
la dominacién romana, que subsistié a la invasion bérbara, y estas
mismas medidas continuaron usdndose en el comercio durante el periodo
de los reyes godos, hasta el desastre de Don Rodrigo. A partir de éste, y a
causa de las invasiones africanas, se perdi6 el control y buena
administracién de las mismas, aconteciendo en poco tiempo el estado
mads cadtico que se ha conocido, llegandose al extremo de no poderse
entender comercialmente unos pueblos con otros.

Mariana en sus obras “Juannis Marianae septem tractatus” publicadas
en Colonia en 1609, que junto con su tratado de la moneda de velldn,
desencadend tanto revuelo politico y social en Europa y especialmente en
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Espafia, asi como la “De monetae mutatione”, donde introduce el
concepto de la devaluacion fraudulenta de la moneda. En el Cap. 4° de su
aportacion “Ponderibus et mesuria”, cita que los hebreos tenian unas
pesas llamadas “del Santorum” que constituian los patrones a guardar en
el Templo con idéntica finalidad de hacer respetar sus condiciones de
invariabilidad, a resguardo de cualquier vicio o modificacion.

En las posteriores vicisitudes que la Historia nos depard, y aunque se
volvié a recuperar nuevamente el solar patrio, qued6 introducido el
desconcierto. Por tal motivo, al entorpecer las relaciones comerciales
entre las diversas ciudades y regiones, es por lo que en las Cortes
celebradas en Alcald de Henares (1349) por Don Alfonso XI, se acord6
instaurar nuevamente las pesas romanas. Para lo cual, a falta de patrones
que habian desaparecido en el largo periodo de guerras, se mandaron
traer dos "Marcos", uno de la ciudad de Colonia (Alemania) y otro de
Troyers (Francia), que atn conservaban las antiguas pesas romanas sin
ninguna alteracion. Ambos “Marcos” pesaron igual, pero tenian algunas
diferencias en cuanto a su fraccionamiento.

En cuanto a la Farmacia, el sistema utilizado fue el Romano, hasta la
apariciéon de Nicolds de Salerno, que abandoné el sistema de pesas
medicinales introducido y hecho universal por Galeno. Con éstas pesas
resultaban falseadas las recetas que llenaban los antidotarios de la época.

La escuela de Salerno alcanz6 tal preponderancia que, al apartarse de la
verdadera doctrina de los antiguos en el empleo de sus pesas, su error se
extendid por los paises latinos y otros reinos, de tal modo que en Italia y
en Espafia no se usaron durante algin tiempo otras pesas que las
referidas.

El mismo Emperador Carlos I facult6 a don Juan de Ayala como
Mercader Mayor de Castilla, en 1553, para que hiciera oficial en Espafia
el empleo de las pesas de Salerno en las boticas.

Hasta que, reinando Felipe II, el Protomédico General de todos los
reinos y seforios de Castilla don Francisco de Vallés (EI Divino Vallés)
las combati6 en el: “Tratado de las aguas destiladas, pesos y medidas de
que los Boticarios deuen ufar, por nueva ordenanca, y mandato de su
Mageftad, y su Real Confejo”, publicado en Madrid en 1592, a la vez que
hizo certera apologia de las medidas antiguas (consignadas por Galeno),
rehabilitando para la Medicina y la Farmacia el verdadero peso romano
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que habia servido a través de los siglos en el arte de la dosificacion y
composicién de medicamentos.

No todos los boticarios parece ser que siguieran la Pragmadtica dada por
don Felipe II, ordenando la rehabilitaciéon de las pesas romanas a la
practica farmacéutica, como ya expusimos anteriormente, pues la
fraccién de boticarios que se regian por la “Pharmacopea Cathalana”
utilizaban un sistema totalmente semejante al  Salernitano,
diferencidndose del resto de los farmacéuticos del reino, que acataron las
ordenes dadas a este respecto y utilizaron en sus oficinas las pesas
romanas, como nos indica la “Pharmacopoeia Matritensis”, de 1739, y la
“Officina Medicamentorum”, Zaragoza, 1698. Ambas que regian como
codigos oficiales en Castilla y Aragén, respectivamente. Estas pesas
fueron conservadas a través de los afios sin ninguna modificacidn, tal
como exigia el “rigorismo cientifico de la profesiéon” sin duda alguna
estimulado por las normas ordenadas en las sucesivas Farmacopeas que
fueron apareciendo en el transcurso de los afios.

Con la aparicion de la quinta edicién de la Farmacopea Espafiola en
1865, dando paso en forma oficial al Sistema Métrico Decimal, termina
la utilisima colaboracién prestada a la Medicina y la Farmacia durante
algo mads de veinte siglos de las pesas romanas incorporadas por Galeno.

Con el transcurso del tiempo ha ido evolucionando el contenido de la
disciplina de la Técnica Fisica, (de cuya materia tantos elogios me hizo,
hace afios, el Prof. Juan Cabrera y Felipe, catedritico de Electricidad y
Magnetismo de la Facultad de Ciencias de Zaragoza), hasta la novedosa
presentacion de las actuales técnicas, que nos ha expuesto el
recipiendario.

Una armonica configuracion muy imaginativa de los componentes que
constituyen el nicleo basico del discurso que acabamos de escuchar,
constituye un alarde de estructuracién moderna de estas técnicas, que
tienen su cimiento en la delicada Metrologia de las diversas variables
fisicas, fisico-quimicas y bioldgicas.

Tal progreso ha ido paralelo a la introduccién de los avances de la
electronica y la automatica en la instrumentacion, comenzando por la
aplicacion de relés de contacto, vdlvulas, transistores, circuitos
integrados, chips, biochips, fibras Opticas, nanoelectrodos, transductores
y memorias diversas, tanto de la electronica analégica como de la digital.
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Todos estos adelantos han de permitir que se cumplan los conceptos
basicos de “Exactitud”, “Fidelidad” y “Precisién” que deben prevalecer
en toda técnica analitica.

Lo que nos hace reflexionar con Michel Faraday, “Que la gran belleza
de nuestra ciencia, es que su avance, lejos de agotar el campo de
investigacion, de alguna manera abre las puertas a un conocimiento mds
amplio y diverso, desbordante de hermosura y utilidad” .

Como nos ha mostrado el Profesor D. Fidel Ortega, en su discurso, nos
introduce en el concepto de una nueva practica la "teranostica" en la que
la utilizacién de biomarcadores jugard un importante papel en la calidad
de vida, con una monitorizacion de la aplicacion personalizada de los
medicamentos.

Nuestro recipiendario posee una innata facultad para la docencia,
viniéndome a la memoria una frase de D. Gregorio Marafion en
consonancia con esta actividad, que dice “Ninguna actividad
sistematizada y repetida, influye en la sicologia y luego en la vida entera
tan profundamente como la enseianza”. Asi, en este discurso nos
alecciona coherentemente de los novedosos conceptos de los
Biosensores, de su clasificacion y capacidades operativas, anadiendo
también las técnicas para su construccion. Hace especial mencién de la
utilizacién las fibras Opticas, como canales que recogen y transmiten la
informaciéon luminosa emitida por un marcador fluorescente, o
poseyendo en la propia matriz de la fibra el elemento singular de
reconocimiento. También hace hincapié en los electrodos especificos, su
clasificacion y construccion.

Dedica una atencion al andlisis estructural de los “Nanotubos” y
“Nanocables”, originados por la hibridacion alotrépica de los atomos de
carbono entre los orbitales sp2 y sp3 formando una estructura
denominada fullereno, de tal forma que los dtomos de carbono pueden
combinarse originando hexdgonos y pentdgonos de estructuras
tridimensionales cerradas. El fullereno mas comun es de 60 dtomos de
carbono, con una estructura estérica parecida a una esfera.

Los nanotubos presentan también estas hibridaciones y se les puede
considerar como ldminas de grafito enrolladas en forma de tubos,
abiertos o cerrados. En estos dltimos la terminacion es la mitad de un
fullereno, éstas estructuras pueden ser de una o varias capas.
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También, con esta forma alotrépica del carbono, estin “las
nanoespumas de carbono” con una curvatura inversa a los fullerenos.

De todos ellos se analizan las sorprendentes propiedades tanto
mecdnicas como eléctricas. Se comportan como verdaderos conductores
de senales eléctricas, lo que facilita construir sensores capaces de detectar
la unién entre un soporte especifico, con una molécula o una particula de
virus, de ahi que se empleen en la fabricacion de biochips.

En su afdn docente tan marcado como ya he comentado, nos explica los
diversos métodos de fabricacion, que yo estimo deben estar reservados a
laboratorios altamente especializados y protegidos por patentes de
fabricacion.

En cuanto a los transductores para aplicacién a los biosensores, analiza
los muy variados tipos, como los electroquimicos. Sus efectos son
determinados por medidas potenciométricas, ya que producen potenciales
de contacto, y se concluyen en medidas microvoltamétricas. Por
variaciones de la intensidad de corriente. También en las alteraciones de
resistencia eléctrica, parejo a la conductividad, o por la densidad de carga
detectada en un transistor tipo ISFET.

Los transductores 6pticos, analizan las variaciones que sufre el rayo
luminoso al contactar con el analito, que puede interferir en la absorcion,
dicroismo, polarizacién, refraccion, etc.

Estudia las propiedades de los transductores piezoeléctricos,
termométricos, magnéticos y nanomecanicos, con sus peculiaridades y
singularidades especificas.

No obstante, para detectar cualquier alteracion bioldgica, siempre hace
falta ponerla en evidencia a través de un marcador, que puede ser una
molécula que cambia de color, o que emite fluorescencia, o una
estructura que induce una sefial eléctrica. Esta ultima forma de deteccion
de cualquier estimulo nos tiene habituados en conocimiento la Fisiologia,
pues los fotorreceptores de la retina son verdaderos microtransductores
optico-eléctricos. La manifestacion de cualquier estimulo que perciben
los sentidos desde el medio externo, también se transducen en impulsos
bioeléctricos y asi toda la conduccién nerviosa, tanto aferente como la de
retorno.

114



La aplicacion de los biosensores es muy importante en dreas como la
medioambiental, alimentaria y clinica, abarcando la detecciéon de
pesticidas, herbicidas, derivados halogenados, metales pesados, demanda
de oxigeno, deteccion de la lluvia 4cida, toxinas muy diversas, asi como
los més variados parametros bioclinicos.

Recientemente, ha aparecido una pléyade de nuevas herramientas para
apoyar los retos de los andlisis clinicos, estos son los “Biochips.”
Verdaderas matrices bidimensionales de material bioldgico,
generalmente genético, que permite la automatizaciéon simultanea de
miles de ensayos, encaminados a conocer con detenimiento la estructura
y funcionamiento de nuestra dotacidén genética, tanto en estados normales
como patolégicos del paciente.

Su origen estd en la miniaturizacién de las técnicas de afinidad, sobre
antigenos y anticuerpos o con moléculas de ADN. Los dltimos modelos,
permiten el genotipado de més de 500.000 marcadores de polimorfismo
de secuencia. En el presente se estin mapeando enfermedades genéticas
muy variadas y diagnosticando tumores precoces de procesos
cancerigenos. Como les llama Javier Sampedro en una nota periodistica,
“chips de Barbacid”.

Los microarrays descritos a fines de los afios ochenta, se basan en la
disposicién de material génico sobre un sustrato de pldstico, cristal,
membranas, etc. en posiciones conocidas para la identificacion de
marcadores predictivos de enfermedades. Estas técnicas estdn en las
primeras paginas de las mds prestigiosas revistas de medicina y
biotecnologia. Pues, como bien dice el recipiendario, estamos ante una
plétora de investigacién y lo que en este momento es novedad mafiana
serd obsoleto. El progreso cientifico siempre avanza, lento pero en
escalones, en el que uno se apoya en el anterior.

El compromiso de la relaciéon entre la Ciencia y la Universidad,
constituye una de las bases decisivas de la humana convivencia y del
desarrollo, por mds que se desdefie. Lo cierto es que sin ello no es posible
un funcionamiento de la sociedad en general y de la ciencia en particular.

En este momento comentaremos las caracteristicas profesionales y
humanas del Dr. Fidel Ortega, que estudi6é bachillerato en el colegio
Miguel de Cervantes, en Madrid. Obtuvo el titulo de Licenciado en
Farmacia en junio del afio 1980 por la Universidad Complutense y el
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titulo de Licenciado con grado con la calificacién de Sobresaliente, en el
ano 1983,

Doctor en Farmacia por la Universidad Complutense en julio de 1985
con calificacion de APTO ‘“cum laude” y premio Extraordinario. Se
encuentra en posesion del Titulo Oficial de “Farmacéutico Especialista
en Andlisis y Control de Medicamentos y Drogas.”

Inicia su andadura investigadora como becario del Plan de Formacion
del Personal Investigador en enero de 1981 hasta finales del afio 1983,
cuando se incorpora al Departamento de Técnicas Instrumentales de la
Universidad de Alcald como Profesor Ayudante de clases practicas
accediendo, por oposicion, a una plaza de Profesor Titular de
Universidad el 7 de junio de 1987, en la Universidad de Alcald. Acogido
siempre a la situacién administrativa de dedicacién exclusiva en su
ejercicio docente, que siempre ha coordinado con la Investigacién. En el
afio 1991 disfruté de una beca del Ministerio de Asuntos Exteriores, que
le permitié integrarse en el grupo del Profesor Lo Gorton, en el
Departamento de “Analytical Chemistry” en el “Chemical Center” de la
Universidad de Lund (Suecia), grupo puntero en la investigacién con
biosensores electroquimicos.

Ha impartido docencia en las Licenciaturas de Farmacia, Biologia y
Ciencias Ambientales, en materias de naturaleza analitica, si bien su
mayor actividad se ha centrado en el campo del Andlisis y Control de
Medicamentos, materia que lleva desarrollando desde el afio 1986, en la
Licenciatura de Farmacia.

La madurez exige preparacién para aceptar la realidad de cada dia,
como indica Amelot de la Houssaye, “El mejor consejo es la
experiencia”. De ahi que en sus lineas de trabajo exista la curiosidad
noble y sana, no la que Martin Heidegger denunciara en 1942 como
peligrosa por predominar sobre la prudencia.

En todo momento ha sido consciente de la mesura y el rigor. Su
trayectoria investigadora se ha desarrollado en el dmbito del andlisis
farmacéutico y medio ambiental, muy especialmente en el campo de la
Biotecnologia y los Biosensores, asistiendo a mds de una treintena de
congresos y seminarios de distinta naturaleza.

Su contribucidn cientifica se plasma en numerosos trabajos publicados
en revistas tanto de indole nacional como internacional. Ha participado
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en 12 proyectos subvencionados, dos de ellos Europeos, siendo el
Investigador principal en 7 de ellos.

También en redes de docencia internacionales bajo el auspicio de la
Agencia Espafiola de Cooperacion Iberoamericana (AECI), impartiendo
cursos y conferencias en diferentes paises, Argentina, Universidad de
Cérdoba (1999). Bolivia, Universidad Mayor de San Andrés (1998) y
Cuba, Universidades de Santa Clara y Camagiiey (1996).

Ha coordinado numerosas tareas de gestion académica como el del
programa SOCRATES/ERASMUS en la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Alcald, donde ha formalizado mas de un centenar
intercambios de estudiantes.

Es actualmente miembro de la Comision Nacional de la especialidad de
Andlisis y Control de Medicamentos y Drogas y Evaluador especializado
de actividades docentes de formacion continuada de la Comunidad de
Madrid.

Lleva vinculado al Decanato de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Alcala desde el afio 1990, como Secretario de la misma,
cuando quién les habla tenia la responsabilidad del Decanato, en donde le
reconoci sus excelentes cualidades de organizacion. Le aconsejé una
advertencia evangélica (San Mateo, 10-16) “Sed prudente como las
serpientes y sencillos como las palomas, pues hay que actuar en
conciencia, firmeza y coherencia.”

Posteriormente fue Vicedecano, tiempo en que acrisolé facultades para
la gobernabilidad, que luego tendria que aplicar a lo que ahora le
corresponde como Decano de la Facultad. Como citaba el presbitero L.
Dominique Lacordeire “Para gobernar se necesita sin duda, la firmeza,
pero también mucha flexibilidad, paciencia y comprension” asi como “el
cardcter que es la energia sorda y constante de la voluntad”, virtudes
que le adornan, sobremanera.

Siguiendo en esta misma linea, se pregunta el mismo Lacordaire “Qué
es una familia, sino él mads admirable de los gobiernos”. Por eso también
cogobierna una modélica familia con su inclita esposa, la Excma. Sra.
Diia. Celia Baraibar, también Farmacéutica e importante funcionaria de
la administracion sanitaria, junto con sus dos encantadoras hijas Celia y
Sara. A las que saludo con todo respeto y que yo afablemente llamaba
“las secretarias”, por las muchas veces que me cogian el teléfono al
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irrumpirles la paz e intimidad de su hogar, en horas verdaderamente
intempestivas, solicitando una ayuda de mi amigo Fidel, cuando yo
empezaba a naufragar en mi ordenador.

Estas admirables sefioritas son ahora unas brillantes y prometedoras
estudiantes, a las que invito que sigan el ejemplo de sus padres y abuelos
y no desfallezcan en el proyecto. A ellas les dedico una frase muy
aleccionadora de Albert Einstein “Hay una fuerza motriz mds poderosa
que el vapor, la electricidad y la energia atomica, esta es la voluntad” .

Todo el hacer de nuestro protagonista de hoy ha supuesto esfuerzos
grandes y continuos. Quiero antes de terminar rendir una reflexion justa y
necesaria, dirigiéndome a su familia aqui presente, que gracias a su
sacrificio personal y afectivo por el mucho tiempo que les ha sustraido, al
dedicarse a cultivar su vocacién universitaria e investigadora, y que su
familia en un acto de grandeza y generosidad le ha ofrecido este
sacrificio en el altar de la Ciencia, para que €I, hoy pueda ya estar entre
nosotros, y ello se enmarca en el pensamiento que manifesté Juan Ruiz
de Alarcon “NUNCA MUCHO COSTO POCO”

Excmo. Sr. Presidente. Excmas. Sefioras y Sefiores Académicos.
Distinguidos amigos. Sefioras y Sefiores

Con estas palabras he intentado despojarme a conciencia de toda
vanagloria futil y afectada, cefiirme a lo sustancial y escueto de la
personalidad del recipiendario. Cumpliendo un gozoso encargo
emotivamente no delegable de recibirle como Académico e invitarle a
entrar bajo las bévedas de este templo de la Ciencia, ungido por el
sagrado carisma de la aquiescencia de los que componemos ésta
Corporacién, que lo recibimos con los brazos abiertos, recordando con
Francis Bacon que “LA SOBERANIA DEL HOMBRE ESTA OCULTA
EN SUS CONOCIMIENTOS”.
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