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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer, tipo mas comin de demencia, es una enfermedad
neurodegenerativa multifactorial y biolégicamente heterogénea, causada por una
degeneracion cronica, progresiva e irreversible del sistema nervioso central. El
diagnostico de Alzheimer se realiza mediante una combinacion de evaluaciones
clinicas, pruebas neuropsicologicas y analisis de imagenes cerebrales y la exclusion
de otras posibles causas de los sintomas. Sin embargo, la forma mas efectiva de
su diagnostico se realiza post morten mediante analisis de biomarcadores en
tejido cerebral. Es una enfermedad sin cura, por lo que una deteccion temprana
es clave para intervenir de manera efectiva, ofrecer mejor prondstico y ralentizar
la progresion de los sintomas. En la actualidad una linea de investigacion
importante se centra en el estudio de biomarcadores bioldgicos capaces de ofrecer
informacion relevante de la enfermedad, ya que permiten detectar cambios
patologicos en etapas tempranas, incluso antes de que se manifiesten sintomas
clinicos. Entre los biomarcadores mas importantes destacan la proteina beta-
amiloide, sus oligdmeros y la proteina tau. Los oligomeros de la beta-amiloide han
cobrado especial importancia debido a que son formas solubles de la proteina
considerados altamente neurotdxicos y que estan implicados en los primeros
trastornos cognitivos asociados con la enfermedad. El empleo de biosensores
electroquimicos como dispositivos analiticos para la deteccion de oligobmeros beta-
amiloide es un area de creciente estudio, representando una estrategia
prometedora para el diagndstico temprano y no invasivo de la enfermedad de
Alzheimer gracias a sus excelentes propiedades analiticas tales como
especificidad, sensibilidad, rapidez, asi como posibilidad de miniaturizacion y
automatizacion.
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Alzheimer’s disease, the most common type of dementia, is a multifactorial and bio-
logically heterogeneous neurodegenerative disease caused by a chronic, progressive
and irreversible degeneration of the central nervous system. The diagnosis of
Alzheimer’s disease is performed by a combination of clinical evaluations, neuropsy-
chological testing and brain imaging analysis, and the exclusion of other possible causes
of symptoms. However, the most effective form of diagnosis is made post-mortem by
biomarker analysis of brain tissue. There is no cure for Alzheimer’s disease and early
detection of the disease is key to intervening effectively, offer a better prognosis and
slow the progression of symptoms. Currently, an important line of research is focused
on the study of biological biomarkers capable of providing valuable information about
the disease, enabling the detection of pathological changes at early stages, even be-
fore clinical symptoms appear. Some of the most significant biomarkers include beta-
amyloid protein, the amyloid-8 protein oligomers and tau protein. Soluble amyloid-8
protein oligomers have become particularly significant due to their soluble nature,
being highly neurotoxic and implicated to the early cognitive impairments associated
with the disease. The use of electrochemical biosensors as analytical devices for de-
tecting beta-amyloid oligomers is an emerging field of study, offering a promising
strategy for the early and non-invasive diagnosis of Alzheimer’s disease due to their
excellent analytical properties such as high specificity, sensitivity, rapid response, as
well as potential for miniaturization and automation.

1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1. Introduccién

La enfermedad de Alzheimer
encuentra dentro de

ovillos neurofibrilares (6) de manera
progresiva e irreversible. Este proceso
interfiere con la comunicacién entre las
células cerebrales, lo que resulta en la
degeneracion neuronal y los sintomas
caracteristicos de la enfermedad (7-9). Hoy en

(EA) se
las enfermedades
lenta,

neurodegenerativas de progresion
siendo considerada la forma mas comdn de
demencia en personas mayores de 65 anos (1).
En 2020, representd entre el 60 y el 70 % de
todos los casos de demencia en el mundo, lo
que equivale a entre 30 y 35 millones de
personas a nivel global, con 6-7 millones de
nuevos pacientes por ano (2-3). Se espera que
estos nUmeros aumenten con el tiempo,
superando los 66 millones para 2030 y
alcanzando casi 100 millones para el ano 2050
(4-5), debido al envejecimiento de la
poblacion, especialmente en los paises
desarrollados. La principal causa de EA es la
acumulacion anormal de proteinas en el
cerebro, principalmente la proteina beta
amiloide (AB) y la proteina tau
hiperfosforilada (p-tau) que da lugar a que se
formen placas neuriticas extracelulares y
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dia, el diagnéstico de Alzheimer se realiza
mediante una combinacion de evaluaciones
clinicas, pruebas neuropsicoldgicas y analisis
de imagenes cerebrales y la exclusion de otras
posibles causas de los sintomas. Ademas, su
diagnostico definitivo se realiza post mortem
a través de una biopsia cerebral (10). No
existe una cura para la enfermedad de
Alzheimer, pero hay tratamientos que pueden
ralentizar su progresion y mejorar la calidad
de vida del paciente. En general los sintomas
son visibles de forma tardia, cuando ya se
encuentra comprometido mas del 50 % del
sistema nervioso central. Por ello, conseguir
métodos de diagnostico que permitan una
deteccion temprana de la enfermedad es
clave para intervenir de manera efectiva,
ofrecer un mejor pronostico y ralentizar la
progresion de la misma.

An. R. Acad. Farm.
Vol. 91. n°4 (2025) - pp. 331-345



ANALES

I RANF I
www.analesranf.com

1.2. Biomarcadores relacionados con la
enfermedad de Alzheimer

Una de las principales lineas de
investigacion actuales se enfoca en la
deteccion de biomarcadores proteicos, los
cuales brindan informacion clave sobre la EA.
Estos biomarcadores permiten identificar
cambios patoldgicos en fases tempranas,
incluso antes de que los sintomas clinicos se
hagan evidentes. Entre los biomarcadores mas
relevantes se encuentran la proteina AB cuya
acumulacioén en cerebro es uno de los sellos
distintivos de la enfermedad y la proteina tau
que forma ovillos neurofibrilares que reflejan
la degeneracion neuronal. La proteina AB es
un pequeno residuo de 39 a 43 aminoacidos
derivados de la proteina precursora de
amiloide ubicada en el cerebro (11), entre
estas se destaca los monomeros constituidos
por AB,, (AB con 42 aminoacidos) y AB,, (AB
con 40 aminoacidos) (12). Ciertos estudios in
vitro revelan que la neurotoxicidad se asocia
con la produccion de fragmentos de proteina
AB capaces de agregarse en forma de
oligbmeros, fibrillas y finalmente
convirtiéndose en placas amiloides. Entre
estos, los fragmentos de oligomero beta
amiloide (ABO), formas solubles de la proteina
considerados altamente neurotoxicos (13)
cobran especial relevancia como
biomarcadores potenciales ya que pueden
circular en fluidos biologicos (6). Diversos
estudios relacionan niveles anormales de ABO
en liquido cefalorraquideo (LCR), sangre o
tejido cerebral con el avance de la
enfermedad (14). Ademas la acumulacion de
ABO puede detectarse hasta 20 anos antes de
la aparicion de los primeros sintomas (15).
Estos oligdmeros proteicos interfieren con la
funcion sinaptica e inducen estrés oxidativo
causante del dano celular y muerte neuronal.
También se cree que los ABO desencadenan la
fosforilacion de los microtUbulos, lo que
impide la transmision de sefnales entre las
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neuronas y, finalmente, induce dano neuronal.
Por lo tanto, ABO han sido reconocidos como
biomarcadores moleculares objetivos
terapéuticos para el diagnostico de la
enfermedad de Alzheimer.

1.3. Técnicas analiticas para el diagnéstico
de la enfermedad de Alzheimer

El diagnostico de EA se apoya en diversas
técnicas analiticas que permiten detectar
cambios patologicos en el cerebro y realizar
una evaluacion precisa de la condicion del
paciente. La resonancia magnética permite
observar la atrofia cerebral y la tomografia
por emisidon de positrones permite visualizar
la acumulacion de placas de beta-amiloide y
ovillos de tau en el cerebro, caracteristicas
fundamentales de la enfermedad.
Centrandonos en el analisis de biomarcadores
proteicos en fluidos biologicos, se han
aplicado diferentes técnicas analiticas tales
como microscopia de fluorescencia (16),
electroquimioluminiscencia (17), ensayos de
inmunoadsorcion ligado a enzimas (18-19) y
espectroscopia Raman (20), entre otras. Sin
embargo, estos métodos en general son
altamente complejos y costosos, consumen
mucho tiempo y requieren instrumentacion
sofisticada. Por estas razones, la busqueda de
técnicas mas avanzadas para mejorar la
sensibilidad, selectividad y simplicidad del
método han sido exploradas siendo los
biosensores métodos alternativos efectivos
gracias a sus propiedades analiticas tales como
técnica no invasiva, de bajo costo, altamente
sensible con posibilidad de automatizacion y
miniaturizacion (21). Estas técnicas analiticas,
utilizadas en conjunto, permiten un
diagnostico mas preciso y temprano de la
enfermedad usando muestras poco invasivas
como el plasma, lo que es fundamental para
implementar estrategias terapéuticas
oportunas y asi mejorar la calidad de vida de
los pacientes.

Deteccion temprana de Alzheimier: biosensores
Jessica Simbafia, Maria Moreno y Marta Sanchez 333



0

®

2. BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS: UN
ENFOQUE DIAGNOSTICO INNOVADOR DE LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

2.1. Introduccion

Los biosensores son dispositivos analiticos
formados por un elemento de reconocimiento
biolégico unido a un transductor fisicoquimico
que produce una senal biolégica como
consecuencia de la interaccion especifica de
la diana de interés (analito) al bioreceptor, y
convirtiéndola en una sehal analitica
proporcional a la concentracion de analito
(22). Los biosensores pueden clasificarse de
multiples formas en funcion del tipo de
elemento de reconocimiento biologico,
sistema de transduccion, mecanismo de
interaccion, entre otras. Segun el tipo de
transductor utilizado pueden clasificarse como
transductores  electroquimicos, opticos,
piezoeléctricos y térmicos, que convierten una
senal biologica en una sehfal medible de
acuerdo con el principio fisico que emplea.

En los biosensores electroquimicos el
elemento de reconocimiento bioldgico y el
elemento de transduccién deben estar en
contacto directo para producir una senal
eléctrica (23). En la actualidad se estan
disenando y desarrollando biosensores
electroquimicos como métodos analiticos para
la  detecciobn y  cuantificacion de
biomarcadores relevantes en EA, por las
ventajas exclusivas que ofrecen frente a otros
biosensores como son su alta sensibilidad,
especificidad, bajas interferencias,
simplicidad, bajo costo, facilidad de
integracion en sistemas portatiles o capacidad
de trabajar con liquidos opacos, como puede
ser la sangre. Por tanto, son dispositivos
analiticos con gran potencial en el campo
clinico, capaces de detectar biomarcadores
proteicos a bajas concentraciones y en
muestras complejas, permitiendo un
diagnostico de la enfermedad precoz antes de
la aparicion de los sintomas.

biosensors
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2.2. Generalidades en el desarrollo de
biosensores electroquimicos para |la
deteccion de oligébmeros de la proteina beta-
amiloide

Como se ha comentado anteriormente, los
biosensores electroquimicos irrumpen como
herramientas analiticas altamente
prometedoras para el diagnostico temprano de
la EA, gracias a su capacidad para detectar
biomarcadores proteicos propios de la
enfermedad. En particular, se han disenado y
desarrollado diversos biosensores
electroquimicos enfocados en la deteccion de
oligdmeros de la proteina beta-amiloide,
biomarcador neurotoxico y soluble, que
circula en fluidos bioldgicos y desempefa un
papel crucial en la progresion de la
enfermedad.

En la literatura se han descrito biosensores
electroquimicos mediante el uso de diferentes
elementos de bioreconocimiento del ABO,
siendo los mas utilizados los aptameros y la
proteina prionica celular (PrPc). El gen PRNP
se ha revelado como un gen asociado a una
mayor susceptibilidad a la enfermedad de
Alzheimer (24). La PrPc, codificada por el gen
PRNP, se encuentra de forma abundante en el
sistema nervioso central. Por un lado, hay
estudios que atribuyen a PrPc un papel
neuroprotector por modulacion indirecta de la
sintesis de AB pero por otro lado se conoce
como un receptor de los oligomeros beta
amiloide por lo que diversos estudios han
evidenciado que la interaccion PrPc- ABO
parece ser critica para la toxicidad neuronal
(25). En cuanto a los aptameros, son
secuencias sencillas de ADN o ARN capaces de
unirse a su diana con gran afinidad (26). A los
aptameros, se los conoce como anticuerpos
quimicos debido a que son similares a estos,
monoclonales y capaces de reconocer a
antigenos; ademas presentan diversas
ventajas, entre ellas destaca su menor tamano
que los anticuerpos, su sintesis quimica menos
costosa y con menos variabilidad y facilidad de
modificacion sin pérdida de actividad (27).
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Considerando estas ventajas, los aptameros se
han utilizado satisfactoriamente como
bioreceptores de ABO.

El sistema de inmovilizacion de la
biomolécula es fundamental en el desarrollo
de biosensores, ya que influye en la
estabilidad, la eficiencia y la sensibilidad del
dispositivo analitico. En este sentido, en el
diseno de estos biosensores se han utilizado
distintas estrategias, como pueden ser:
matrices poliméricas por su alta estabilidad y
facilidad de fabricacion; gran variedad de
nanomateriales, como nanoparticulas de oro,
plata, grafeno o nanotubos de carbono, que
presentan ventajas interesantes como su gran
area superficial permitiendo una alta densidad
de inmovilizacion de moléculas bioldgicas y la
mejora de la conductividad eléctrica
facilitando la transferencia de electrones.

En la etapa de deteccion electroquimica, se
pueden distinguir dispositivos analiticos con o
sin etapa de marcaje. La principal diferencia
entre estos radica en la forma en que se
realiza la medicion y el tipo de interaccion
que se utiliza para detectar el analito. En los
biosensores sin  marcaje, la senal
electroquimica se genera directamente a
partir de la interaccion analito-receptor
biolégico mientras que en los biosensores con
marcaje se detecta la presencia de analito a
través de una senal eléctrica que se genera
tras un proceso de marcaje, generalmente
enzimatico. Los biosensores sin etapa de
marcaje presentan claras ventajas como son
la reduccion de las etapas de ensayo, asi como
de reactivos utilizados, lo que simplifica el
proceso, disminuye tiempo de analisis y coste
del dispositivo analitico. Ademas, poseen
menor riesgo de interferencias mejorando la
precision y fiabilidad de los resultados, y
mayor estabilidad a largo plazo. Considerando
lo anteriormente relacionado, la revision
bibliografica se centrara en biosensores
electroquimicos libres de marcaje.

La técnica electroquimica mas utilizada en
los biosensores desarrollados ha sido la
Espectroscopia de Impedancia Electroquimica,
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ESI. La técnica ESI analiza las propiedades
eléctricas de diferentes materiales dentro de
una celda electroquimica, traduciendo
cambios en las propiedades interfaciales entre
el electrodo y el electrolito, tras la
modificacion de la superficie electrddica, en
una senal eléctrica. Por tanto, el uso de esta
técnica electroquimica permite el disefo de
biosensores libres de marcaje, estudiandose la
interaccion analito-elemento de
biorreconocimiento mediante cambios en el
parametro de resistencia a la transferencia de
carga (R_,) de una sonda redox (28).

La mayoria de los estudios se han centrado
en el analisis de muestras sintéticas, y solo
algunos han validado el método analitico con
muestras reales de pacientes con enfermedad
de Alzheimer o sospecha de la misma. Sin
embargo, el analisis en muestras reales es
crucial, ya que permite verificar la precision
y aplicabilidad del método analitico en
condiciones clinicas auténticas, lo que mejora
su potencial para un diagnostico temprano y
un manejo mas efectivo de la enfermedad.

2.3. Nuevas fronteras en el diagnéstico de
la enfermedad de Alzheimer: avances en
el disefio de biosensores electroquimicos

Los avances en biosensores electroquimicos
han permitido el desarrollo de plataformas
biosensoricas altamente sensibles y precisas
para la deteccion de oligdbmeros de beta-
amiloide. En este contexto, esta revision se
centrara en investigaciones que abordan el
disefo de biosensores electroquimicos libres
de marcaje, debido a las ventajas
anteriormente mencionadas. Estos
biosensores, que utilizan aptameros o PrPc
como elementos de bioreconocimiento, han
mostrado propiedades analiticas notables para
la deteccion de ABO tanto en muestras
sintéticas como en muestras de pacientes de
EA. En la Tabla 1, se presentan los biosensores
electroquimicos desarrollados en los Ultimos
10 afos para la deteccion de ABO, todos libres
de marcajes, detallando el tipo de técnica
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Tabla 1.- Biosensores electroquimicos libres de marcaje para la deteccion de ABO en la enfermedad
de Alzheimer

Técnica | Elementode Tiemnpo de
Transductor |electroqui-| bioreconoci- IL (LD) Muestra Il) . Ref.
mica miento anafists
Medio de células
ePl(e)S?r;)Aduo EIS PrPc 103103 nM (0.5 pM) de ovario de 20 min | (29)
hamster
Adamantina-
PrP/Nanocom- 2 LCR y sueros
puestos de LSV PrPc 10 ( 620/\(,)\)nM enriquecidos <30 min | (30)
ANP- Au P (20 pl)
electrodo
PTAA-PEDOT- Tejido de ratones
AuNPs-Au EIS PrPc 1078-104 nM (107> pM) ) (2 mL) 15 min | (31)
electrodo
AuD-PPy-3- 10°-10 nM LCR artificial
COOH//PrPC-Au EIS PrPc (1aM) y sangre - (32)
electrodo (5 mL)
AuNPs-E-Ppy-3- 10--10° nM LCR y sangre
COOH-Au EIS PrPc (10 pM) de ratones 1h (33)
electrodo P (10 mL)
5103-0.2 nM
Electrodo AuS EIS PrPc (2 103 nM) (34)
MCH Au-rod A
electrodo EIS Aptamero 10 (3'05[33)'1"/\ LCR artificial 40 min (35)

APTS (3- amino propil trietoxisilano), AuD (dendritas de oro), AuNPs (nanoparticulas de oro), AusS (
nano estrellas de oro), COOH (grupo funcional carboxilo), EIS (espectroscopia de impedancia
electroquimica), IDC (electrénico interdigitado capacitativo), IL (intervalo lineal), LD (limite de
deteccion), LSV (voltamperometria de barrido lineal), MCH (6,Mercaptohexanol), MMgo-aunrs
(micromotores tubulares cataliticos de grafeno con nanoparticulas de oro), NP (nanoparticulas),
PEDOT (Poli(3,4-etilendioxitiofeno)-poli (estireno sulfonato)), POPA (polytyramine/poly 3-(4-
hydroxyphenyl propionic acid), PrPC (proteina prionica celular),Pt (platino), PTAA (polimero de poli
(triarilamina)), rod (nano hilos), SiO, (di6xido silico), SPCE (electrodo serigrafiado de carbono), Ti
(titanio).

6 biosensors Vol. 91. n°4 (2025) - pp. 331-345

33 Early Alzheimer s detection: the potential of An. R. Acad. Farm.
Jessica Simbana, Maria Moreno y Marta Sanchez



ANALES

I RANF I
www.analesranf.com

electroquimica utilizada, las propiedades
analiticas mas relevantes y el tipo de muestra
analizada en cada caso.

Diversos autores han disenado vy
desarrollado biosensores electroquimicos
libres de marcaje utilizando el péptido
sintético compuesto por los residuos 95-110 de
PrPc como bioreceptor, para el analisis de
oligomeros de beta amiloide en muestras
sintéticas. Rushworth y colaboradores en 2014
(29) desarrollaron un biosensor impedimétrico
utilizando como transductor electrodos de oro
funcionalizados con un copolimero derivado
de una mezcla de tiramina y su analogo acido
carboxilico, el acido 3-(4-hidroxifenil)
propionico (POPA). La union de PrPc se llevé a
cabo mediante la interaccion de alta afinidad
biotina/neutravidina. Para ello, después de
una electropolimerizacion sobre la superficie
electrodica, se produjo una incubacion con
electrodos recubiertos con éster de N-
hidroxisuccinimida-biotina, seguida de una
incubacion con neutravidina y finalmente con
PrPc biotinilado durante 30 minutos. El
biosensor desarrollado mostro buena precision
en la deteccion de ABO y alta especificidad sin
respuesta significativa a monoémeros ni
fibrillas de proteina AB. Ademas, se obtuvo un
bajo limite de deteccion (0,5 pM). El biosensor
se aplico satisfactoriamente a la deteccion de
oligdbmero beta amiloide en un modelo celular
de ovario de hamster.

Posteriormente, Xing y colaboradores en
2017 desarrollaron un biosensor
voltamperométrico mediante la union del
péptido PrPc a un electrodo de oro a través de
monocapas autoensambladas (30). El
mecanismo de deteccion de ABO se baso en un
proceso de inhibicion de ensamblaje de
nanoparticulas de oro utilizadas como
indicadores redox. En concreto, en presencia
del péptido PrP inmovilizado en la superficie
electrddica pero en ausencia de oligomero, se
desencadenaba la formacion in situ de
agregados de nanoparticulas de plata (AgNP)
en la superficie electrodica, produciéndose
una senal electroquimica bien definida. Sin
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embargo, la union especifica ABO-PrP impidio
el ensamblaje in situ de las AgNP al electrodo
dando como resultado una disminucion
significativa de la sefal electroquimica. Con
esta metodologia se lograron limites de
deteccion de 6 pM y un tiempo de analisis
inferior a 30 minutos. En los estudios de
especificidad realizados con monomeros,
fibrillas, y proteinas interferentes como
albumina sérica bobina, IgG y trombina, se
demostro la alta especificidad del dispositivo
desarrollado frente a ABO. Al igual que en el
primer estudio, el biosensor se validé con
muestras artificiales, en este caso de liquido
cefalorraquideo y sueros enriquecidos,
obteniéndose un porcentaje de recuperacion
entre 86% y 109%.

Qin y colaboradores, en 2019 (31)
desarrollaron un biosensor libre de marcaje
mediante el uso de polimeros como sistema de
inmovilizacion de PrPC. La fabricacion del
biosensor consistio en la electrodeposicion de
una capa delgada de poli (3,4-etileno dioxi-
tiofeno) (PEDOT) incrustada con
nanoparticulas de oro (AuNPs-PEDOT) para
obtener alta conductividad y una gran area
superficial del sustrato, seguida del deposito
electroquimico de poli (acido tiofeno-3-
acético) (PTAA) para la inmovilizacion del
bioreceptor PrPC a traves de los grupos NH,
(Figura 1). El biosensor fabricado mostré una
alta estabilidad y un limite de deteccion
extremadamente bajo a nivel fentomolar, con
un amplio rango de deteccion de 108 a 104 nM
en la deteccion de ABO. Su utilidad se
demostro midiendo ABO en LCR de ratones
contaminados  con EA  obteniéndose
porcentajes de recuperacion proximos a 100 %
(99,1-102 %) con una adecuada precision (CV
< 5%).

Un ano mas tarde, los mismos autores
disenaron otro biosensor también basado en el
empleo de matrices poliméricas (32). Se
preparo electroquimicamente una dendrita
jerarquica de oro (AuD) sobre un sustrato de
oro y se electrodepositoé acido polipirrol-3-
carboxilico [PPy-3-COOH], dando lugar a un

Deteccion temprana de Alzheimier: biosensores
Jessica Simbana, Maria Moreno y Marta Sanchez 337



T

ANALES
Ja o0
A4 RANF
E3
\\‘” 1"( SUTX
; - -
CSF
Alzheimer diseased (AD) mice el e ol =
9% e T B B
oy 2 222
“e €
3555
A0, 8 88K
Electrochemlcal A A L .o
test
Prepared electroae
Figura 1. Etapas en la preparacion de un biosensor basado en AuNPs-PEDOT-PTAA-PrPc para la

deteccion de ABO en LCR de ratones. Reproducido con autorizacién de (31). Copyright (2019)

American Chemical Society.

sistema de alta conductividad y gran area
superficial. Se utilizd PrPc como bioreceptor
como en los articulos previos, pero en este
caso se llevo a cabo la inmovilizacion de PrPc
mediante la formacion de enlaces amida para
conseguir una mayor estabilidad. La respuesta
de impedancia del biosensor dendritico PPy-3-
COOH/PrPC mostro una relacion proporcional
al aumento de la concentracion de ABO desde
107% hasta 10 nM con un limite de deteccion
de 1 aM. El biosensor fue estable durante un
mes y se demostro la selectividad del
biosensor frente a otras biomoléculas. Se llevo
a cabo el analisis de muestras cerebrales y LCR
en ratones portadores de Alzheimer y en
muestras de sangre artificiales, obteniéndose
recuperaciones entre 99,5 %y 101 %.

Un estudio mas reciente, desarrollado por
Zhao y colaboradores en 2022 (33) se basé en
un método impedimétrico para la
determinacion del ABO en muestras de
ratones. Utilizaron como sistema de
inmovilizacion una capa conductora 3D con
nanoparticulas de oro (AuNPs) incrustadas en
diferentes polimeros conductores (Figura 2).
Estos polimeros por un lado actuaban como
estabilizadores para la correcta dispersion de
nanoparticulas de oro y ademas servian de
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enlace para la inmovilizacion de PrPc
mediante la formacion de enlaces amida.
Compararon las propiedades analiticas de
biosensores con diversos polimeros Ppy-3-
COOH (polietileno (acido tiofeno-3-acético),
poli (acido pirrol-2-carboxilico) y poli (acido
pirrol-3-carboxilico), obteniéndose un amplio
intervalo de estudio (10° a 103 nM) con el
biosensor PrPC/AuNPs-E-Ppy-3-COOH (Figura
2). Se obtuvo alta selectividad en la deteccion
de ABO frente a monomeros vy fibrillas, asi
como una buena estabilidad (30 dias
conservado a 4°C). Ademas, se utilizo
satisfactoriamente en el analisis de muestras
de liquido cefalorraquideo y sangre de
ratones.

Wang y colaboradores (34) desarrollaron un
biosensor electroquimico basado en nano
estrellas de oro (AuS) funcionalizadas con una
sonda peptidica PrPc, para la deteccion de
ABO mediante EIS. Se obtuvieron cambios
significativos en la impedancia al unirse ABO
a la superficie PrPc-AuS, proporcionando
informacion cuantitativa sobre el
biomarcador, llegando a un limite de
deteccion de 2 pM. En las pruebas de
especificidad no hubo interferencias
significativas de mondmeros o fibrillas de AB.
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Figura 2. Etapas en el disefio de un biosensor electroquimico basado en AuNPs incrustadas en
diferentes matrices poliméricas conductoras para la deteccion de ABO en LCR y sangre de ratones.
Reproducido con autorizacion de (33). CC BY-NC-ND license.

Aunque se destaca la sencillez de fabricacion
de la plataforma biosensorica el dispositivo
analitico no se validdé en muestras sintéticas.

Otros autores, han utilizado las ventajas que
ofrecen los aptameros como elementos de
bioreconocimiento. En este sentido, Zhang y
colaboradores, en 2019 desarrollaron un
biosensor electroquimico basado en medidas
de EIS para la deteccion del ABO en LCR
artificial (35). Como biorreceptor se utilizé un
aptamero tiolado especifico de ABO que se
autoensamblo sobre electrodos modificados
con nanohilos de oro (Au-rod) a través de
interacciones Au-S consiguiendo una union
estable del aptamero. Posteriormente, se
produjo la union especifica del ABO y se midid
la concentracion de oligomero tras un tiempo
de incubacion de 40 minutos. Se obtuvo un
limite de detecciéon de 0,03 pM con alta
precision. Para demostrar la aplicabilidad del
dispositivo desarrollado, se realizé un estudio
de recuperacion mediante la contaminacion
de muestras de LCR artificial enriquecido con
cantidades conocidas de ABO (1 nM, 20 nM y
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100 nM) obteniéndose valores de recuperacion
proximos a 100 %. Se realizaron pruebas de
interferencia con diferentes especies de AB,
observandose una alta selectividad del sensor
hacia los ABO, sin cambios significativos hacia
los mondmeros o fibrillas.

Un aspecto clave en el desarrollo de un
método analitico es la validacion del mismo
mediante muestras reales lo cual constituye
un reto complicado. Esto se debe a que este
tipo de muestras, como sangre o LCR de
pacientes, pueden contener una variedad de
interferentes bioldgicos y matrices complejas
que dificultan la obtencion de una medida
precisa y la interpretacion de los resultados.
Ademas, las condiciones in vivo son mucho
mas dinamicas y variables en comparacion con
los entornos controlados de laboratorio. Por lo
tanto, la validacion en muestras reales es
esencial para demostrar la eficacia y la
aplicabilidad del biosensor en situaciones
clinicas o de diagnostico, y es un desafio
significativo en el desarrollo de estos
dispositivos. Aunque no hay un valor de corte
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entre los niveles de ABO entre personas sanas
y pacientes con Alzhemier, y los estudios
directos sobre los niveles de ABO en muestras
reales en las distintas etapas de la EA son
limitados, la baja concentracion de AB en el
LCR y sangre sugiere que los niveles de ABO
también seran bajos, especialmente en las
primeras etapas de la EA. Segun la literatura,
se indica que el intervalo de concentracion de
ABO en sangre y LCR de pacientes con EA se
encuentra en el intervalo de 5.5y 200 pM (34,
36-37). En otros estudios se observaron
ordenes de magnitud similares en tejido
cerebral (38). Considerando estos niveles, la
deteccion de ABO es particularmente dificil,
ya que se encuentra muy por debajo de los
limites de deteccion de muchas técnicas
convencionales. En este sentido, un reto es
lograr metodologias altamente sensibles que
permitan la deteccion precisa de ABO por lo
que diversos autores han desarrollado
biosensores electroquimicos no solo logrando
limites de deteccion adecuados para este fin
sino aplicando las bioplataformas al analisis de
muestras complejas humanas.

En 2023, Sharma y colaboradores, (39)
desarrollaron un biosensor electronico
interdigitado capacitativo (IDC) basado en un
chip de platino disperso sobre un soporte de
titanio y silicio (Pt/Ti-Si0,), modificado con
APTS (3- amino propil trietoxisilano) para
mejorar las propiedades de adhesion (Pt/Ti-
Si02-APTS). La correcta funcionalizacion de la
superficie electrédica del chip con el
elemento de biorreconocimiento (aptamero o
anticuerpo especifico de ABO) se realizo
mediante microscopia de fuerza atomica
(AFM) y microscopia electronica de barrido
(SEM). Los chips ensamblados con aptamero
poseian una morfologia mas homogénea que
aquellos ensamblados con anticuerpos cuya
morfologia era mas rugosa e irregular. Para
probar la sensibilidad de las dos
bioplataformas, IDC-anticuerpo o IDC-
aptamero, se midi6 la capacitancia con
concentraciones sucesivas de ABO (0,1 x 1073-
1,0 pg ml"). Con la inmunoplataforma
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IDC-anticuerpo se lograron resultados
cuantitativos en tan solo 3 segundos después
de un Unico paso de incubacion. Para IDC-
aptamero, se requirieron dos etapas de
incubacién (APTS-ABO), observandose el
cambio a los pocos segundos, y con mayor
sensibilidad. Por ello, utilizaron como
biomolécula aptamero conjugado con ATPS
consiguiendo de esta manera una estructura
secundaria del aptamero con alta afinidad al
oligomero beta amiloide (ABO). El biosensor
IDC-aptamero presentd como caracteristicas
analiticas mas relevantes un amplio intervalo
lineal de 10-% -1,0 pg mL™" con un bajo limite
de deteccion (0.1 fg mL ). Con el fin de
evaluar la posibilidad de analisis de muestras
reales con el dispositivo desarrollado, se
analizaron muestras de plasma de 20
pacientes los cuales previamente habian
confirmado ser enfermos de Alzheimer a
través de métodos convencionales. Con la
bioplataforma IDC-aptamero se observaron
diferencias en los valores de capacitancia para
personas sanas y pacientes con Alzheimer,
pudiendo llevar a cabo un analisis cuantitativo
a partir de 5 gL de muestra en un tiempo de
deteccion de 5 a 6 segundos. Los autores
lograron desarrollar un chip con una alta
selectividad, alta sensibilidad, un
procesamiento rapido, bajo costo y buena
reutilizacion para la deteccion de ABO en
muestras de plasma de pacientes con EA. La
principal desventaja de este estudio es que la
muestra a analizar debe estar altamente
diluida lo que podria ser un problema para
realizar pruebas in situ.

Uno de los estudios mas recientes descrito
por Gallo-Orive y colaboradores en 2024 (40),
desarrollado por la Universidad Complutense
de Madrid y la Universidad de Alcala propone
el diseno de una plataforma biosensorica
mediante el uso de micromotores tubulares
cataliticos (MM). Los MM son objetos a
microescala que convierten la energia quimica
o un estimulo externo en propulsion
autonoma. El movimiento auténomo de los MM
facilita la mezcla eficiente de fluidos

An. R. Acad. Farm.
Vol. 91. n°4 (2025) - pp. 331-345



ANALES

I RANF I
www.analesranf.com

obteniéndose reacciones quimicas mas rapidas
y por lo tanto una deteccion ultrasensible en
poco tiempo. Se sintetizaron MM de grafeno-
niquel-platino funcionalizados con
nanoparticulas de oro (MMgy ,,ps)- Como
elemento de biorreconocimiento se utilizé un
aptamero tiolado especifico de ABO,, que se
inmovilizo en MMy ,,ps POr medio de
interacciones Au-S. Posteriormente se llevo a
cabo una etapa de bloqueo con BSA para
asegurar que el ABO,, solo se uniese al
aptamero inmovilizado en la superficie
electrédica. Para llevar a cabo la medida
cuantitativa del analito so6lo se requiridé un
volumen de 5 pL que contenia ABO,, (patron o
muestra real sin dilucion) y peroxido de
hidrogeno (2%) como combustible para la
propulsion de los MM (Figura 3). Tras 5 min de
busqueda de los MM a la proteina diana, se
paraba el movimiento y se realizaba la medida
electroquimica sin  marcaje mediante
voltamperometria de onda cuadrada.

Esta bioplataforma electroquimica presento
excelentes propiedades analiticas como son
alta selectividad y precision (CV < 8 %), amplio
intervalo lineal (0,5 y 500 pg mL") y alta
sensibilidad (LD 0,1 pg mL") para la deteccion
de ABO,,, con un tiempo de analisis de 5
minutos y bajo volumen de muestra. Ademas,
el intervalo lineal obtenido con el aptasensor
cubre los niveles clinicos, permitiendo la
determinacion directa de ABO,, sin dilucion,

8
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simplificando el analisis. El biosensor
desarrollado se valido satisfactoriamente para
la deteccion de ABO,, en pacientes sanos y en
muestras clinicas complejas de pacientes con
EA, tales como LCR, tejido cerebral y plasma,
obteniéndose porcentajes de recuperacion
entre 95y 102 %. Ademas, se determinaron los
niveles de ABO,,, presentes en muestras reales
de pacientes diagnosticados de EA, y los
resultados obtenidos usando el aptaensayo
electroquimico se compararon con el método
estandar utilizado en la fundacion CIEN
(Centro de Investigacion de Enfermedades
Neuroldgicas) en términos cualitativos,
obteniéndose resultados similares. La
bioplataforma desarrollada muestra alta
competitividad frente a la metodologia
utilizada en la fundacién para la
determinacion de ABO,,, ya que esta ultima
requiere de 5 a 15 pg de proteina y mayor
tiempo de analisis (>12h) para proporcionar
resultados Unicamente cualitativos.

3. PERSPECTIVAS FUTURAS Y RETOS EN EL
DESARROLLO DE BIOSENSORES ELECTROQUI-
MICOS PARA LA DETECCION DE LA ENFERME-
DAD DE ALZHEIMER

Los biosensores electroquimicos muestran
un gran potencial como dispositivos analiticos
para la deteccion de oligdbmeros de beta-
amiloide como consecuencia de sus

Figura 3.- Etapas del desarrollo de una plataforma biosensérica basada en micromotores cataliticos
de grafeno con AuNPs para la deteccion de ABO en LCR, tejido cerebral y plasma de pacientes con
EA. Reproducido con autorizacion de (40). Copyright (2024) American Chemical Society. CC-BY 4.0

license.
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propiedades analiticas tales como alta
sensibilidad, especificidad, bajo coste,

posibilidad de medidas in situ, entre otras. Sin
embargo, superar los desafios relacionados
con la validacion en muestras reales y su
integracion en plataformas clinicas sigue
siendo crucial para su éxito en el diagnostico
temprano y el seguimiento de la EA. La
implementacion de esta tecnologia en el
ambito del diagndstico clinico aln esta en sus
primeras etapas, y deben superarse diversos
desafios. Por un lado, se debe promover una
colaboracion efectiva con hospitales y
entidades interesadas en transferir la
tecnologia biosensorica y por otro, sera
necesario que el personal sanitario amplie su
conocimiento sobre esta tecnologia y como
implementarla en su practica clinica,
especialmente en diagnosticos con baja
disponibilidad de muestras clinicas donde la
posible miniaturizacion de los biosensores
cobra especial relevancia.

Un reto importante es la integracion de
biosensores electroquimicos con plataformas
de diagnostico clinico en tiempo real y en el
punto de atencion (POC, por sus siglas en
inglés). Esto implica no solo mejorar la
sensibilidad y selectividad, sino también
garantizar la facilidad de uso, la portabilidad
y la capacidad de realizar analisis rapidos y
precisos en entornos clinicos o en el hogar.

La validacion de los biosensores en muestras
reales, como la sangre o el liquido
cefalorraquideo de pacientes con EA, sigue
siendo un desafio critico. Las muestras
biologicas humanas son altamente complejas,
con diversas matrices que pueden interferir en
las medidas. Ademas, las concentraciones de
ABO pueden variar entre individuos y en
diferentes estadios de la enfermedad, lo que
requiere de metodologias altamente sensibles.
Para el diagnoéstico temprano y el seguimiento
de la progresion de la EA, seria ideal que los
biosensores pudieran proporcionar mediciones
en tiempo real y en estudios longitudinales.
Esto permitiria un monitoreo mas efectivo de
la progresion de la enfermedad y la respuesta

biosensors
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al tratamiento, lo que representa una
necesidad en el campo de la neurociencia
clinica.

Otro desafio importante es hacerlos
economicamente viables para su produccion a
gran escala y su implementacion en ensayos
clinicos masivos. Esto incluye optimizar la
fabricacion de dispositivos de bajo costo que
puedan ser utilizados ampliamente en
hospitales y centros de salud.

Si bien el ABO esta estrechamente asociado
con la enfermedad de Alzheimer, otros
trastornos neurodegenerativos, como el
Parkinson o las enfermedades prionicas,
también pueden implicar la formacion de
agregados  proteicos. Los biosensores
electroquimicos que detectan ABO pueden
ampliarse para detectar agregados proteicos
de otras enfermedades, lo que abriria nuevas
aplicaciones para estos dispositivos.

4. CONCLUSIONES

La enfermedad de Alzheimer es una
enfermedad neurodegenerativa incurable,
cuyo diagnostico se basa en el uso de técnicas
convencionales, costosas y complejas, como
pruebas cognitivas detalladas, analisis de
imagenes cerebrales mediante resonancia
magnética o tomografia por emision de
positrones, que identifican cambios en el
cerebro relacionados con la enfermedad. Sin
embargo, el diagnéstico temprano sigue
siendo un desafio importante, ya que los
sintomas iniciales pueden ser sutiles y
confundirse con el envejecimiento normal o
trastornos cognitivos leves. Por tanto, el
desarrollo de nuevas metodologias analiticas
que permitan el diagnostico de la enfermedad
en etapas tempranas es necesario, pudiendo
de esta manera intervenir de manera efectiva,
ofreciendo un mejor pronostico y calidad de
vida de los pacientes. En este sentido, un
campo de estudio es la deteccion de
biomarcadores biolégicos que evidencien la
enfermedad de Alzheimer en etapas
tempranas, antes de que se manifiesten
sintomas clinicos.

An. R. Acad. Farm.
Vol. 91. n°4 (2025) - pp. 331-345



ANALES

I RANF I
www.analesranf.com

Los biosensores electroquimicos se presen-
tan como una metodologia prometedora gra-
cias a sus excelentes propiedades analiticas
tales como especificidad, sensibilidad, rapi-
dez, asi como posibilidad de miniaturizacion y
automatizacion. Hasta el dia de hoy, se han
desarrollado diversos biosensores electroqui-
micos libres de marcaje mediante el estudio
de diferentes sistemas de inmovilizacion como
nanomateriales y polimeros con la finalidad de
mejorar la sensibilidad y especificidad en la
deteccion de ABO, permitiendo la deteccion
de concentraciones bajas de este biomarcador
en muestras bioldgicas. Gracias a su capacidad
para proporcionar resultados rapidos y no in-
vasivos, los biosensores estan abriendo nuevas
posibilidades para el diagnostico temprano y
el estudio de la progresion de la enfermedad,
facilitando intervenciones mas eficaces.

Se han disenado y desarrollado diferentes
bioensayos electroquimicos para la determi-
nacion de oligomeros beta-amiloides, con re-
sultados favorables para el diagnostico de la
enfermedad de Alzheimer permitiendo deter-
minaciones con un bajo limite de deteccion
adecuado para el analisis de muestras clinicas
reales, utilizando en algunos casos bajos volu-
menes de muestra. Las bioplataformas des-
arrolladas se utilizaron para el analisis de gran
variedad de muestras como tejido cerebral,
LCR humano, plasma humano, LCR de ratones,
LCR artificial o sueros enriquecidos. Como ele-
mentos de bioreconocimiento del oligdbmero
beta-amiloide se han utilizado mayoritaria-
mente aptameros y proteina pirdnica celular.
Los diferentes biosensores desarrollados po-
seen distintos tiempos de ensayo siendo el
tiempo minimo de 5-6 segundos para la deter-
minacion de la molécula diana (39) y tiempo
maximo de 1 hora (33). Todas las bioplatafor-
mas electroquimicas desarrolladas se caracte-
rizaron por ser técnicas no invasivas y con gran
posibilidad de realizar analisis in vivo e in situ,
permitiendo el diagnostico en etapas tempra-
nas y de manera precisa, convirtiéndolas en
herramientas futuras para escenarios de rutina
clinica, pero solo en pocos casos los dispositi-
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vos han sido validadas con muestras reales de
pacientes con Alzheimer (39-40).
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