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PALABRAS CLAVE RESUMEN

Inmunosensor elec- Las metalt_)[')ro,te.inasas de n)ajcriz son enz,imas clave en una variedad .clie
troquimico procesos fisiologicos y patologicos, destacandose su papel en la progresion
Metaloproteinasa 9 tumoral. En particular, la metaloproteinasa-9 ha emergido como un
Grafting biomarcador relevante en el diagnostico y prondstico oncologico. El
electroquimico presente estudio se centra en el desarrollo de un inmunosensor
Diagnostico electroquimico libre de marcaje para la deteccion de metaloproteinasa-9.
Biomarcadores La construccion del inmunosensor implica la modificacion de la superficie

de un electrodo serigrafiado mediante electrografting seguido de una
activacion mediante EDC/NHSS, lo cual permite la inmovilizacion especifica
del anticuerpo de captura y el bloqueo de sitios no reactivos con
seroalbumina bovina. La correcta modificacion de la superficie electrodica
en las etapas de preparacion del biosensor se confirmé mediante
voltamperometria ciclica y espectroscopia de impedancia electroquimica.
El analisis cuantitativo se llevd a cabo mediante voltametria de onda
cuadrada obteniendo una plataforma biosensora precisa (1 ng/mL CV=10%;
50 ng/mL CV=5%), de alta sensibilidad (2,85 pA-mL/ng), bajo limite
deteccion (0,301 ng/ml), y excelentes resultados de recuperacion (1 ng/mL

I 95%; 10 ng/mL 109,2%, 100 ng/mL 96,5%).
Electrochemical im-
MuNosensor ABSTRACT

g/:etallop[:otejnalse9 Matrix metalloproteinases (MMPs) are enzymes involved in physiological
ectrochemica and pathological processes, including cancer progression. In particular,

gD::l\;tr]ngftic MMP9 is positioned as a relevant biomarker in cancer diagnosis and
e prognosis. This project presents the development of a label-free

electrochemical immunosensor for the detection of MMP9. For the
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construction of the immunosensor, an electrografting methodology is used
to modify the surface of the screen-printed electrode, followed by
activation by EDC/NHSS, which allows specific immobilization of the
capture antibody and blocking of non-reactive sites with bovine serum
albumin. The correct modification of the electrode surface in the biosensor
preparation steps was confirmed by cyclic voltammetry and
electrochemical impedance spectroscopy. The quantitative analysis was
carried out by square wave voltammetry, obtaining an accurate biosensor
platform (1 ng/mL CV=10%; 50 ng/mL CV=5%), high sensitivity (2,85
HA-mL/ng), low detection limit (0.301 ng/mL), and excellent recovery

results (1 ng/mL 95%; 10 ng/mL 109,2%, 100 ng/mL 96,5%).

1. INTRODUCCION

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son
una familia de metaloenzimas proteoliticas,
dependientes de zinc, presentes intracelular-
mente y unidas a membrana. Estas proteinas
estan implicadas en la degradacion de la ma-
triz extracelular (ECM), tanto en procesos fi-
siologicos, como en el desarrollo embrionario,
la reproduccion y la remodelacion tisular, ade-
mas de en procesos patologicos, como las en-
fermedades inflamatorias, el crecimiento
tumoral y la metastasis (1,2).

En particular, la MMP-9 es una de las
principales integrantes de esta familia de
proteinas. Mayoritariamente, se sintetiza en
forma de zimdgeno, de unos 92 kDa y, tras su
hidrolisis, la MMP-9 se activa adquiriendo la
capacidad de escindir proteinas de la
superficie celular y del ambiente extracelular,
degradar componentes de la ECM vy, por
consiguiente, alterar las interacciones célula-
célula y célula-ECM (3,4).

Todos estos procesos mencionados estan es-
trechamente relacionados con las diferentes
etapas de la progresion del cancer, incluyendo
la migracion e invasion de las células tumora-
les, la metastasis, la angiogénesis y la infla-
macion. Ademas, en diversos estudios se ha
observado un aumento de su sobreexpresion y
activacion en tumores malignos. (5) El rango
de concentracion fisioldgico de MMP-9 en suero
humano, varia segun la literatura revisada, en-
contrandose entre 10 y 150 ng/mL aproxima-
damente y, en situaciones patoldgicas, puede
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elevarse a 500 ng/mL (6-9). Todo esto lo con-
vierte en un biomarcador potencial en el con-
texto del cancer (10).

Considerando lo anteriormente mencio-
nado, explorar esta proteina como un prome-
tedor biomarcador y sus métodos de
deteccion, podria convertirse en una valiosa
herramienta para el diagnostico clinico.

Actualmente, existen numerosos métodos
bioanaliticos para la deteccion de proteasas
como MMP9, incluyendo el ensayo por inmu-
noadsorcion ligado a enzimas (ELISA), el Wes-
tern Blot y la zimografia. Estos métodos se
caracterizan por requerir un tiempo de anali-
sis elevado, ser costosos y dificiles de operar,
requiriendo personal capacitado (11,12). Con-
siderando estas desventajas, se plantea el uso
de nuevos métodos de analisis, siendo los bio-
sensores métodos analiticos prometedores
para este fin como consecuencia de sus exce-
lentes propiedades analiticas.

Los biosensores son dispositivos analiticos
compactos que se componen de un elemento
de reconocimiento biologico asociado a un
transductor fisico-quimico. Este Ultimo se
encarga de procesar la senal biologica
generada al interaccionar el elemento de
reconocimiento y el analito, transformarla en
una senal eléctrica facil de cuantificar y
relacionarla con la concentracion de analito
(13,14).

En la literatura se han propuesto diferentes
biosensores  electroquimicos para la
determinacion de MMP9, mediante el uso de
etapa de marcaje (15, 16) y en ausencia de
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marcaje (17, 9). El uso de esta ultima
metodologia presenta claras ventajas, como
son, la reduccion de las etapas del bioensayo,
asi como de reactivos utilizados, lo que
disminuye el tiempo de analisis y coste del
dispositivo analitico (18,19).

Por todo ello, en el presente trabajo se
propone el diseno y desarrollo de wun
inmunosensor electroquimico libre de marcaje
para la determinacién de MMP-9, aportando
una metodologia mas sencilla y un tiempo de
fabricacion del biosensor mas corto. Se
utilizara la técnica de espectroscopia de
impedancia electroquimica para confirmar la
modificacion de la superficie electrodica en
las sucesivas etapas de preparacion del
biosensor. La cuantificacion del analito se
realizara mediante voltamperometria de onda
cuadrada. El desarrollo de este dispositivo
presenta multiples ventajas frente a los
métodos analiticos tradicionales,
destacandose, su alta sensibilidad y
especificidad, posibilidad de automatizacion y
miniaturizacion, pequeno volumen de muestra
requerido, medidas en tiempo real, facilidad
de uso, bajo coste y corto tiempo de ensayo.
Al abordar las limitaciones de las técnicas
analiticas tradicionales, este estudio se alinea
con la vanguardia de la investigacion
biomédica y abre nuevas perspectivas en el
diagnostico clinico.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Equipos instrumentales

Las medidas electroquimicas se llevaron a
cabo en un potenciostato PGSTAT 12 con
modulo FRA para medidas de impedancia,
controlado por el software NOVA 2.1 (Metrohm
Autolab). El transductor esta formado por una
celda electroquimica plana sobre un soporte
de alumina. Los electrodos de carbono
serigrafiados (SPCE) empleados constan de un
electrodo de trabajo de carbono de 4 mm de
diametro, un electrodo auxiliar de carbono y
un electrodo de referencia de Ag (DRP-110
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DropSens). El potenciostato y el electrodo
serigrafiado se unen mediante un cable
conector especifico (DRP-CAC, DropSens). Los
electrodos se someten a multiples lavados y
secados con un sistema de nitrogeno
comprimido ALPHAGAZ 1, para asegurar la
retirada de todo el liquido de la superficie sin
producir ningin tipo de deterioro en el
electrodo.

Las pesadas se realizaron con la balanza
Sartorius Handy H110. Para las medidas de pH
se utilizo con un pH-metro Crison micropH
2001 (Espana). El agua ultrapura utilizada en
las disoluciones se obtuvo a través del
dispositivo Milli Q, Millipore asegurando un
agua ultrapura libre de ADN y ARNasas.
Ademas, para homogeneizar las disoluciones
se utilizd un vortex Heidolph REAX 2000. Todas
las medidas se realizaron a temperatura
ambiente.

2.2 Reactivos y disoluciones

El grafting electroquimico se llevo a cabo a
partir de acido p-aminobenzoico (p-ABA), ni-
trato de sodio (NaNO3) y acido clorhidrico
(HCl) (Acros). Los anticuerpos de captura em-
pleados junto con el analito MMP9 pertenecen
al kit comercial DuoSet®ELISA de R&D Systems
(DY911). Para la inmovilizacion covalente del
anticuerpo de captura se utilizo 1-etil-3-(3-di-
metilaminopropil) carbodiimida (EDC) y N- hi-
droxisulfosuccinimida sodica (NHSS) (Acros).
Como agentes bloqueantes se emplearon albu-
mina de suero bovino (BSA) (Gerbu), caseina
(CAS) (Sigma), blocking buffer (BB) (Thermo
Scientific), blocking buffer libre de proteinas
(Thermo Scientific), etanolamida (ETA)
(Sigma) y alcohol polivinilico (PVA) (Panreac).
Los compuestos empleados para realizar el es-
tudio de interferencias fueron IgG (Merck), se-
roalbmina  humana  (HSA) (Sigma),
Hemoglobina (Hb) (Sigma) y MMP13 (R&D).
Para el estudio de recuperacion se utilizd
suero sintético (Sigma). Las distintas disolu-
ciones tampon empleadas durante la experi-
mentacion fueron una disolucion tampodn
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fosfato (PBS) a pH 7,4 preparada a partir de
137 mM NaCl (Labkem), KCl 2,7 mM (Probus),
Na2HPO4 8,1 mM (Scharlau) y KH,PO, 1,5 mM
(Merck), y una disolucion tampon 2-(N-morfo-
lino)etanosulfonico) (MES) 25 mM a pH 5,0
(Merck). Todas las medidas electroquimicas se
llevaron a cabo empleando como sonda redox
5 mM Fe(CN) 4-/3-, KCL 0,1 M en una disolucion
tampon fosfato 0,1 M, pH 7,4. Para su prepa-
racion se utilizé potasio ferricianuro de pota-
sio (K,Fe(CN),), potasio hexacianoferrato (ll)
3-hidrato K,Fe(CN),-3H,0 (Panreac), y cloruro
de potasio (KCl) (Merck).

2.3 Medidas electroquimicas

La caracterizacion de las diferentes etapas
involucradas en la preparacion del
inmunosensor se realizo mediante
espectroscopia de impedancia electroquimica
y voltamperometria ciclica. Para la
determinacion de la concentracion de MMP9
se empled voltamperometria de onda
cuadrada.

La  espectroscopia de  impedancia
electroquimica (EIS) es un método que no
requiere marcaje, basado en la generacion de
una senal eléctrica dependiente de las
propiedades interfaciales entre el electrodo y
el electrolito. La velocidad de la transferencia
de carga entre el electrodo modificado y un
indicador redox se mide como la resistencia a
la transferencia de carga (R,), que se ve
modificada en funcion de los cambios que se
producen en la superficie electrodica (20). Los
datos obtenidos se evallan, frecuentemente,
mediante el grafico de Nyquist, donde se
representa la impedancia imaginaria frente a
la impedancia real. La forma de la curva y el
valor de Rct aportan importante informacion
sobre los cambios producidos en la interfaz
debido a la adsorcion de especies.

La voltamperometria ciclica (CV) es una
técnica versatil basada en la aplicacion de un
potencial de variacion lineal, de forma
triangular y la monitorizacion simultanea de
la corriente resultante. El voltaje aplicado
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varia de manera continua y se invierte para
dar lugar a un ciclo repetitivo que se ve
reflejado en un voltamperograma, donde se
representa la intensidad de corriente en
funcion del voltaje aplicado.

La voltamperometria de onda cuadrada
(SWV) es una técnica altamente sensible que
consiste en la aplicacion de dos impulsos
cuadrados de la misma amplitud y duracion,
de signos opuestos, sobre una variacion
continua de potencial en forma de rampa. La
corriente diferencial resultante se calcula
restando las dos corrientes sucesivas medidas
al final de cada impulso. Por lo tanto, las
corrientes capacitivas y residual se eliminan,
aumentando la sensibilidad de la técnica.

2.4 Disefo del inmunosensor electroquimico

2.4.1 Grafting electroquimico y activacion
de grupos carboxilicos

El método de inmovilizacién empleado para la
modificacion de la superficie del electrodo se-
rigrafiado se basa en la generacion de una sal
de aril diazonio a partir del acido 4-aminoben-
zoico en presencia de nitrito de sodio en
medio HCl, que se ancla electroquimicamente
a la superficie electrédica mediante un pro-
ceso de “electrografting” en una sola etapa,
realizando barridos sucesivos mediante vol-
tamperometria ciclicade 0 a -1 V.

Para que se produzca la diazotacion del
acido p-aminobenzoico (pABA) con NaNO, en
medio HCl, se disuelven 20 mg de pABA en 2
mL de HCl 1 M, enfriando en un bano de hielo.
Seguidamente, se prepara la sal de diazonio
adicionando gota a gota 380 pL de NaNO,, 2
mM por cada 2 mL de la disolucion de pABA,
con agitacion constante en un bano de hielo.
A continuacion, se depositan 40 pL de esta
disolucion sobre la superficie de un electrodo
de carbono serigrafiado y se realizan 10 ciclos
mediante CV entre 0 y -1V, a una velocidad
de barrido de 200 mV/s. Finalmente se lava el
electrodo abundantemente con agua y se seca
con nitrogeno (Figura 1.Ay 1.B).
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Posteriormente, se lleva a cabo la
activacion de los grupos carboxilicos de la
superficie del electrodo de trabajo. Para ello,
se depositan 10 pL de una disolucien mezcla
de EDC y NHSS, 100 mM de cada uno de ellos
en medio regulador MES 25 mM de pH 5,0 y se
incuba durante 30 minutos. Transcurrido ese
tiempo, se lava el electrodo con disolucion
reguladora MES 25 mM de pH 5,0 (Figura 1.Cy
1.D).

2.4.2 Union Ac Captura-MMP9

Para la inmovilizacion del anticuerpo de
captura (anti-MMP9), se depositan 5 pL de una
disolucion de 10 pg/mL en disolucion
reguladora MES de pH 5,0 y se incuba durante
30 minutos (Figura 1.E). Transcurrido ese
tiempo, se bloquean las posiciones libres del
electrodo de trabajo, depositando 10 pL de
una disolucion de BSA al 1% (p/v) en disolucién
reguladora PBS de pH 7,4, durante 30 minutos

(Figura 1.F). Tras la etapa de bloqueo, se lava
nuevamente el electrodo con disolucion
reguladora PBS de pH 7,4 y se anaden 5 pL de
la disolucion de analito (MMP9), incubando 60
minutos (Figura 1.G).

2.4.3 Deteccion electroquimica

Todas las medidas electroquimicas se llevaron
a cabo utilizando como sonda redox una
mezcla de Fe(CN),4/3-> mM de cada uno de
ellos en KCl 0,1 M en disolucion tampon
fosfato 0,1 M pH 7,4. Para las medidas por
voltametria ciclica (CV) se realiz6 un barrido
de potencial de -0,4 a 0,7 V a una velocidad
de 100 mV/s. Las medidas de impedancia (EIS)
se realizaron a potencial de circuito abierto
(OCP) utilizando una amplitud de 5 mV en un
intervalo de frecuencia de 109 Hz a 0,1 Hz. Las
medidas por voltametria de onda cuadrada
(SWV) se realizaron a una velocidad de barrido
de 25 mV/s con una amplitud de modulacion
de 50 mV y una frecuencia de 25 Hz.
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3. RESULTADOS

En este apartado se detallan los estudios
realizados en este trabajo, realizandose la
discusidn de los mismos en el apartado 4.

3.1 Caracterizacion electroquimica de las
diferentes etapas de preparacion del
inmunosensor

Con la finalidad de estudiar la modificacion de
la superficie electrdodica tras las sucesivas
etapas de preparacion del biosensor se realizd
un estudio electroquimico mediante EIS y CV.
Los datos obtenidos se representan en la
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Para confirmar que la union del anticuerpo
de captura antiMMP9 se  produce
satisfactoriamente, se realiza una etapa
posterior a la inmovilizacion del analito,
mediante la adicion de un anticuerpo de
deteccion biotinilado (Ac-MMP9-biotin) que
denominamos Ac secundario (Figura 3.A). Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura
3.B.

3.2 Estudio adsorciones
inespecificas

previo de

Con el fin de estudiar la posible union
inespecifica del analito a la superficie
electrédica en lugar de al anticuerpo de

Figura 2.Ay Figura 2.B respectivamente.

1000 2000 ) 4000

0,00025

0,00015

0,00005

-0,00015

-0,00025

-0,6

MMP9 1ng/mL MMP9 10 ng/mL

O Grafting-EDC/NHS-Ac captura-BSA

O Grafting-EDC/NHS-Ac captura-BSA-MMP9

0O Grafting-EDC/NHS-Ac captura-BSA-MMP9- Anti-MMP9-biotina
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captura, se prepararon electrodos en
presencia y en ausencia del anticuerpo de
captura antiMMP9 y en presencia de una
misma concentracion de MMP9 (1 0 10 ng/mL)
y se compararon las senales obtenidas. En
ausencia de Ac de captura inmovilizado, las
senales de impedancia en presencia y en
ausencia de MMP9 son muy similares
obteniéndose una S/B cercana a 1 (51/B=0,96;
S10/B=0,90). Sin embargo, en presencia del
anticuerpo de captura antiMMP9 el diametro
del semicirculo disminuye en presencia del
analito en concentracion de 1 ng/mL, siendo
mayor esta  disminucion para una
concentracion de analito de 10 ng/mL
(51/B=0,57; S10/B=0,35). Si el estudio se
realiza mediante SWV se obtienen resultados
concordantes, es decir, sin Ac de captura la
relacion S/B es proxima a la unidad en
ausencia de anticuerpo de captura para ambas
concentraciones de MMP9 (S1/B=1,0;

S10/B=1,23) y en presencia del Ac de captura
inmovilizado esta relacion es muy superior,
siendo de S1/B=4,34; S510/B=8,21 para
concentraciones de MMP9 de 1y 10 ng/mL,
respectivamente.

3.3 Selecciéon de la técnica de medida de
cuantificacion

Para llevar a cabo la cuantificacion de MMP9
se comparan los resultados obtenidos
mediante EIS y SWV seleccionando como
técnica optima aquella que ofrezca un mayor
valor de senal relativa (aumento de senal
entre dos concentraciones de analito). Para
ello, se realizaron medidas de
concentraciones de 0; 0,1; 1y 10 ng/mL de
MMP9, obteniendo senales relativas entre las
concentraciones 0,1 y 1 ng/mL de MMP9 de
48% y 74% para EIS y SWV, respectivamente.

0 ng/mLMMPS
1 ng/mLMMPS

o

10 15
[Ac captura], pg/mL

(C)

Tiempo de incubacion Ac captura, min

[ R L B U R S L R RV )
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3.4 Optimizacion de las variables

experimentales

Con el fin de obtener la maxima sensibilidad y
especificidad del inmunosensor desarrollado
se llevo a cabo la optimizacion de las variables
experimentales que implicadas en su prepara-
cion. Para ello, se estudiaron mediante SWV
diferentes parametros experimentales, como
las concentraciones de los biorreactivos, tiem-
pos de incubacion y tipos de disoluciones blo-
queantes empleados, siendo el valor 6ptimo
aquel que ofreciese una mayor relacion
senal/blanco (5/B).

3.4.1 Influencia de la concentraciéon y
tiempo de incubacion del Ac de captura
Tanto la concentraciéon como el tiempo de
incubacion del Ac de captura son parametros
que juegan un papel esencial en la sensibilidad
y el intervalo lineal del método analitico. Por
ello, se estudid la influencia de la
concentracion de Ac de captura para valores
de 5, 10y 15 pg/mLy el tiempo de incubacion
de 15, 30 y 45 min. Los resultados obtenidos
con SWV se representan en las Figuras 4.Ay
4.B, respectivamente.

3.4.2 Influencia de la etapa de bloqueo: tipo
y concentracion de bloqueante

Con el objetivo de prevenir y disminuir en lo
posible las adsorciones inespecificas en la
superficie del electrodo tras fijar el Ac de
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captura, se probaron distintos bloqueantes se
evaluaron seis posibles agentes bloqueantes:
etanolamina (ETA) al 10% en PB de pH 8,
alcohol polivinilico (PVA) al 1% en PBS de pH
7,4, caseina al 2% en PBS de pH 7,4, blocking
buffer (BB), BB libre de proteinas (PFBB) y
albumina de suero bovino (BSA) al 1% en PBS
de pH 7,4. Para ello, se valoraron estos
bloqueantes en ausencia y presencia de
diferentes concentraciones de  MMP9
depositando 5 pL de bloqueante sobre el
electrodo previamente modificado con el Ac
de captura vy realizando la medida
electroquimica. La mayor S/B se obtuvo al
utilizar como agente bloqueante BSA
obteniéndose valores de S/B semejantes y
muy inferiores con el resto de los bloqueantes
estudiados.

Por otro lado, para conocer el valor 6ptimo
de la concentracion de BSA se estudiaron
diferentes concentraciones de BSAentre 0,5y
2,5 %. obteniéndose mediante SWYV, los valores
representados en la Figura 4.C.

3.4.3 Influencia del tiempo de incubacion de
MMP9

El tiempo de incubacion de la MMP9 es
determinante para la respuesta del
inmunosensor, por lo que se evaluaron tiempos
entre 30 y 75 minutos de la union MMP9 -Ac
captura. Se obtuvo una relacion sefal/blanco
aproximadamente 3 veces superior con un
tiempo de 60 min.

-1 -0,5 0

0,5 1 1,5 2
log[MMP9]

Figura 5. (A) Recta de calibrado para la determinaciéon de MMP9. Condiciones experimentales:
EDC/NHSS, 100 mM, 10ul, 30 min; Ac captura, 10 pg/ml, 5 ul; BSA 1%, 5 pl, 30 min; MMP9, 5 pl, 60
min. (B) En el inset se muestran los voltamperogramas de onda cuadrada (SWV) para distintas

concentraciones de MMP9.
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3.5 Calibrado y caracteristicas analiticas

Una vez optimizadas las condiciones
experimentales, se obtuvo la recta de
calibrado representada en la Figura 5.

Para la determinacion del limite de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) se
realizaron 10 medidas por SWV del blanco y
utilizando el criterio xB+3-c y xB+10-0
respectivamente. Los resultados obtenidos
fueron un LOD de 0,301 ng/ml, y un LOQ de
0,662 ng/mL.

La precision se evalué midiendo la respuesta
de diferentes inmunosensores preparados con
1y 50 ng/mL de MMP9 en el mismo dia
(precision intra-ensayo) y en dias distintos
(precision Intermedia). Para la precision intra-
ensayo se obtuvieron valores de CV de 10% y
1% para las concentraciones de 1y 50 ng/mL,
respectivamente. Para la precision
Intermedia, se obtuvieron valores de CV de
10% y 5% para las concentraciones de 1y 50
ng/mL, respectivamente.

En cuanto a la estabilidad del immunosensor
desarrollado fue evaluada mediante la
preparacion de diferentes electrodos gSCPE-
AntiMMP9-BSA, y se almacenaron a 4°C en
condiciones de humedad. Cada dia de estudio
se utilizaron 4 electrodos para la medida

voltamétrica en ausencia (blanco, B) y
presencia de 1 ng/mL de MMP9 (senal, S)
obteniéndose los resultados que se muestran
en la Figura 6.A.

3.6 Estudio de selectividad

La selectividad del inmunosensor desarrollado
se evalud por comparacion de las senales
voltamétricas para 0 y 10 ng/mL de MMP9, y
en ausencia y presencia de MMP13, asi como
otros compuestos comunmente encontrados
en el suero tales como IgG, hemoglobina (Hb)
y seroalbumina humana (HSA), ver Figura 6.B.

3.7 Estudio de recuperacion

Para estudiar la aplicabilidad del inmunosen-
sor desarrollado al analisis de muestras reales,
se realizd un estudio de recuperacién utili-
zando suero sintético. Para ello se midio la co-
rriente generada por el biosensor tras su
incubacion en la disolucion de suero sintético,
y luego se realizé una nueva medida en la
misma muestra a la que previamente se adi-
ciono una cantidad fija de MMP9. La diferencia
entre las concentraciones de ambas medicio-
nes se puede relacionar con la concentracion
de MMP9 anadida. De esta forma, para una

OO0ng/mLMMPS O 1ng/mLMMPS

gG S Hb MMP13

Interferente

(B)
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concentracion de MMP9 anadida de 1 ng/mL,
se obtuvo una concentracion de 0,95+ 0,11
ng/mL, correspondiente a una recuperacion
del 95%, siendo de 10,92 + 1,25 ng/mL cuando
la concentracion de MMP9 fue de 10 ng/mL, lo
que se corresponde con una recuperacion del
109,2%. Finalmente, si la concentracion es de
100 ng/mL, el valor obtenido fue de 96,50 +
7,56 ng/mL, con una recuperacion del 96,5%.

4. DISCUSION

Como era de esperar, tal y como muestra la
Figura 2.A, el electrodo desnudo presento un
bajo valor de Rct, igual a 315 Q. Tras el
grafting electroquimico, adicionando pABA
(PKa 4,65) y NaNO,, se produce un incremento
muy acusado de la resistencia a la
transferencia de carga (Rct = 24227 Q). Este
aumento se debe fundamentalmente a la
repulsion electrostatica entre la superficie
electrodica cargada negativamente debido a
la presencia de los grupos carboxilicos del
pABA, y la sonda redox Fe(CN)64‘/3‘, también
con carga negativa. La activacion de los
grupos carboxilicos con EDC/NHS provoca un
descenso brusco de Rct igual a 2143 Q debido
a la neutralizacion parcial de la carga negativa
por activacion de los grupos carboxilicos. La
union del Ac de captura produce un aumento
de Rct a 2581 Q debido al bloqueo de la
superficie electrodica por la capa de proteina
inmovilizada. Como era de esperar, la adiccion
de BSA produce un aumento de Rct hasta 3880
Q). como consecuencia del mayor bloqueo de
su’ perficie electrodica y de la repulsion entre
la sonda Fe(CN)*/3- y el BSA (punto
isoeléctrico 4,7), ambos cargados
negativamente al pH de trabajo (pH 7,4).
Sorprendentemente, tras la union de MMP9 al
Ac de captura la resistencia a la transferencia
de carga disminuye (Rct = 1650 QQ para MMP9
de 1 ng/mL) y esta disminucion es tanto mayor
conforme aumenta la concentracion de la
metaloproteinasa. Estos resultados
concuerdan con los observados mediante SWV,
es decir, la corriente aumenta a medida que
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lo hace la concentracion de MMP9. Aunque
hasta el momento no se ha encontrado una
explicacion satisfactoria a este hecho, ya que
segun la bibliografia consultada el punto
isoeléctrico de la MMP9 es de 5.7 y cabria
esperar una repulsion electrostatica de la
sonda redox en disolucion por parte de la
superficie electrodica cargada negativamente
al pH de trabajo, actualmente se estan
realizando estudios encaminados a esclarecer
este punto. Se piensa que puede haber una
reorganizacion de la capa tras la union del
antigeno-anticuerpo favoreciéndose de esta
manera el acceso de la sonda redox Fe(CN)
473,

Con la finalidad de verificar la union del
analito MMP9 al anticuerpo de captura
inmovilizado sobre la superficie electrddica se
realizaron medidas tras incubar la superficie
anterior en un anticuerpo de deteccion anti-
MMP9 biotinilado. Como puede observarse en
la figura 3.B, la incorporacion de este
anticuerpo biotinilado produjo un aumento de
la Rct, lo que se atribuye a la mayor dificultad
del acceso de la sonda Fe(CN)4/3- a la
superficie electrodica, verificandose de esta
forma que la union de la MMP9 al anticuerpo
de captura primero y al anticuerpo de
deteccion biotinilado después ha tenido lugar.

Los resultados obtenidos por voltametria
ciclica (Figura 2.B) concuerdan con los
obtenidos mediante EIS Asi, la intensidad de
corriente sobre el electrodo desnudo (SPCE),
mostré un pico anddico y uno catodico, siendo
Ipa de 0,19 mA, y la separacion entre ellos AEp
de 230 mV. Tras el grafting electroquimico se
produjo un drastico descenso de la intensidad
del pico anddico (lpa = 0,02 mA) y un aumento
de la separacion entre los potenciales de pico
(AEp = 800 mV), mostrando un proceso
irreversible, debido, probablemente, a la gran
dificultad de acceso de la sonda Fe(CN), / al
electrodo ya explicado. Como era de esperar,
la adicion de EDC/NHS da lugar a un
incremento de Ipa (0,07 mA) y a una
disminucion de la separacion de picos
(AEp= 420 mV), que concuerda con el descenso
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observado en Rct. Tras la adicion del
anticuerpo de captura anti- MMP9 se produce
un descenso de la corriente Ipa (0,057 mA) y
un incremento de AEp (490 mV) ya que la capa
sensora formada dificulta en mayor medida el
acceso de Fe(CN) 43 a la superficie
electrodica. La adicion del bloqueante
produce un descenso de la intensidad de
corriente (lpa = 0,04 mA) y una mayor
separacion entre los potenciales de pico (540
mV). Finalmente, la union de la proteinasa
MMP9 al anticuerpo de captura produce un
descenso de AEp a 350 mV y un aumento de
Ipa a 0,077 mA, lo que concuerda con los
resultados obtenidos mediante EIS.

Los resultados de las medidas obtenidas en
presencia y en ausencia de anticuerpo de
captura inmovilizado para concentraciones de
MMP9 de 1y 10 ng/mL por CV y EIS (apartado
3.2), sugieren que la adsorcion inespecifica de
MMP9 al electrodo es despreciable, uniéndose
al electrodo solo en presencia de anticuerpo
de captura.

En base a los resultados mostrados en el
apartado 3.3, se selecciono la técnica de SWV
para la optimizacion de las variables
experimentales relacionadas con la
preparacion del inmunosensor y la
cuantificacion de MMP9 ya que, ademas de
tratarse de una técnica muy rapida, la
relacion de senales para 1 y 0,1 ng/mL de
MMP9 es superior.

En cuanto a la eleccion de las variables
experimentales, se observé una S/B maxima
para 10 pyg/mL de Ac de captura y para un
tiempo de incubacion de 30 min, valores que,
por tanto, fueron los seleccionados para
estudios posteriores (Figuras 4.A 'y 4.B). En
cuanto al agente bloqueante, el BSA es el
Unico que disminuye la senal inespecifica. En
la Figura 4.C se estudia la concentracion de
BSA, obteniéndose la mayor relacion S/B se
para BSA al 1 %. El tiempo de incubacién de
MMP9 6ptimo fue de 60 min.

Como puede apreciarse en la Figura 5, se
observé una relacion lineal entre el logaritmo
de la intensidad de corriente registrada
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mediante SWV y el logaritmo de la
concentracion de MMP9 en el rango de 0,3 a
150 ng/mL (R?= 0,983), obteniéndose la
siguiente ecuacion de calibrado log i = (0,454
+0,112) log[MMP9]+(0,459 + 0,080). Se obtuvo
un valor de LOD de 0,301 ng/mL, y un valor de
LOQ de 0,662 ng/mL. El intervalo lineal
obtenido es adecuado para la cuantificacion
de MMP9 en muestras de suero humano en
condiciones fisioldgicas. Para situaciones
patologicas, donde las concentraciones de
MMP9 superan los 150 ng/mL, solo seria
necesario un paso previo de dilucion de
muestras.

En el estudio de precision, para una
concentracion de 50 ng/mL de MMP-9, que es
representativa de niveles fisiologicos, se
obtuvieron coeficientes de variacion (CV)
inferiores al 5%, lo que se considera dentro de
los valores aceptables para esta metodologia.
Al reducir la concentracion de MMP-9 a 1
ng/mL, como era de esperarse, el valor de CV
aumento, pero sin superar el limite del 10%.
Estos resultados indican que el proceso de
medicion con el inmunosensor presenta una
alta precision.

En cuanto a la estabilidad, la relacion S/B
del inmunosensor se mantuvo dentro de los
limites control establecidos en +3c, durante 5
dias, demostrando la estabilidad del
dispositivo desarrollado en ese periodo (Figura
6.A).

En la Figura 6.B se muestra la influencia de
la presencia de diversos compuestos que
pueden considerarse como potenciales
interferentes sobre la sefal del inmunosensor.
En ningldn caso la corriente obtenida en
presencia y ausencia de MMP9 presentaban
diferencias significativas, manteniéndose en
todos los casos dentro de los limites
establecidos de +3s, por lo que puede
considerarse que el inmunosensor es
altamente selectivo.

Finalmente, se llevo a cabo la
determinacion de MMP9 en muestras de suero
sintéticas. Los estudios de recuperacion
proporcionaron valores proximos al 100%
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(entre 95y 109,2%), lo que pone de manifiesto
la validez del método analitico propuesto para
la determinacion de MMP9.

Realizando una comparacion con otros
biosensores electroquimicos para la deteccion
de MMP9 encontrados en la bibliografia, el
biosensor propuesto en este trabajo presenta
propiedades analiticas similares en cuanto a
intervalo lineal y limite de deteccion (9, 15y
16). Ademas, la metodologia propuesta
presenta ventajas adicionales como un menor
tiempo de preparacion del bioensayo en
comparacion con otros dispositivos, dada la
sencilla metodologia de una configuracion
label-free que no requiere el empleo de un
anticuerpo de deteccion marcado, lo que
redunda en un menor gasto de reactivos
disminuyendo el coste del analisis (9,21).

5. CONCLUSIONES

El presente trabajo describe el desarrollo de
un inmunosensor electroquimico para la
determinacion de MMP9 y su aplicacion en
muestras clinicas. Esta metodologia presenta
una alta aplicabilidad en el entorno de la
atencion farmacéutica, contribuyendo a la
optimizacion de procesos de cribado y
monitoreo de biomarcadores de interés
clinico.

El método propuesto ofrece un amplio
intervalo lineal, limites de deteccion y
cuantificacion bajos y un porcentaje de
recuperacion en muestras de suero sintéticas
cercano al 100%. Todo ello evidencia la
viabilidad y efectividad de la bioplataforma
electroquimica en el analisis de muestras
reales.

La metodologia propuesta no requiere un
pretratamiento de la muestra, solo en el caso
de pacientes con patologias donde la
concentracion de MMP9 puede verse
aumentada, sera necesaria una dilucion previa
del suero para su analisis.

Ademas, la naturaleza libre de marcaje del
dispositivo permite eliminar la necesidad de
anticuerpos de deteccion y marcaje
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enzimatico, lo que no solo reduce el coste de
los reactivos, sino que también simplifica el
proceso, eliminando pasos adicionales,
mejorando la eficiencia y tiempo del analisis.

Por sus caracteristicas de automatizacion y
miniaturizacion, el inmunosensor se presenta
como una herramienta  prometedora
altamente prometedora para su integracion en
dispositivos de punto de atencion (point-of-
care) en el ambito clinico. Esta accesibilidad
podria facilitar la implementacion del
dispositivo en programas de seguimiento
farmacoterapéutico, permitiendo al personal
de farmacia monitorizar de manera rapida y
eficiente biomarcadores como MMP9. Esto a su
vez contribuiria a mejorar la adherencia al
tratamiento y optimizar el control de
enfermedades relacionadas.

En conclusion, este inmunosensor tiene un
gran potencial para integrarse en la practica
de atencion farmacéutica, ofreciendo una
solucion innovadora que puede mejorar tanto
la seguridad como la efectividad del proceso
asistencial. A largo plazo, esta herramienta
podria tener un impacto positivo en la calidad
de vida de los pacientes, promoviendo un
enfoque mas personalizado y eficiente en el
manejo de su salud.
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