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RESUMEN

El Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado que produce una infeccién por
lo general asintomética, que afecta de manera significativa a los pacientes
inmunosuprimidos y a los fetos produciendo en estos uUltimos problemas en su desarrollo
fetal. La deteccion oportuna del Toxoplasma gondii permite que la mujer embarazada
pueda ser ftratada oportunamente. Con el presente trabajo se cre6 una posible
metodologia para detectar anticuerpos anti-Toxoplasma gondii utilizando nanoparticulas
de oro como base y antigeno recombinante puro (SAG1l) como elemento de
reconocimiento biologico. Se utilizo la técnica de voltamperometria ciclica para estudiar
el comportamiento del inmunosensor, obteniéndose que el mismo ademas de su
especificidad es muy sensible ante muestras con anticuerpos anti-Toxoplasma gondii, lo
cual lo hace una opcién viable como método de diagndstico.

Palabras claves: Toxoplasma gondii, inmunosensor, voltamperometria, nanoparticulas
de oro, antigeno recombinante.



INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una enfermedad de distribucion mundial, causada
por el Toxoplasma gondii (T gondii). En pacientes inmunocompetentes en
la mayoria de casos la infeccion es asintomatica, una pequefa parte de la
poblacién infectada desarrolla sintomas similares a los de un resfriado
comun, mientras que si la infeccion es adquirida durante el embarazo
puede causar grandes dafios en el desarrollo del feto, e incluso provocar

la muerte del mismo.

La presencia del pardsito provoca una respuesta defensiva por parte
del huésped que promueve la formacion de anticuerpos (glicoproteinas),
los cuales se han estudiado a través de una gran variedad de

metodologias para detectar y cuantificar los mismos?.

Para el diagnostico de esta enfermedad se utiliza principalmente la
metodologia de ELISA (ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas)
gue detecta la aparicion de los anticuerpos anti-T gondii, lo cual indica en
forma indirecta la presencia actual o pasada del paréasito. EI ELISA
convencional utiliza antigenos nativos o crudos preparados a partir de
lisados del parasito completo y puede contener material proveniente del

procedimiento de produccién dando como resultados falsos positivos®.

En la actualidad los métodos electroquimicos estan siendo utilizados
cada vez mas por su alta sensibilidad, precision y exactitud, en el andlisis
guimico de una gran cantidad de sustancias en la busqueda de analitos

de interés clinico®.

Para el desarrollo de biosensores, se han utilizado las propiedades del
analito, su interaccion con otras sustancias y los productos de esta, y a
partir de la naturaleza del producto se determina la concentracion del

analito>’. Se han desarrollado sensores especificos a través de la



modificacion de superficies electrédicas con compuestos organicos e
inorganicos que sirven de anclaje a nanoparticulas metélicas que

interactian especificamente con sustancias quimicas y biolégicas®™*°.

En el presente trabajo se construy6 un inmunosensor como método de
diagnéstico alternativo debido a la gran sensibilidad que ofrecen las
técnicas electroquimicas. ElI inmunosensor se elaboré modificando
superficies de carbdn vitreo con tiourea (TIO) sobre las cuales se
intercalaron capas de azul de metileno (AM) y nanoparticulas de oro
(AuNPs) sintetizadas en el laboratorio, con la finalidad de adsorber un
antigeno recombinante de Toxoplasma gondii (SAG1) para la deteccion

de anticuerpos anti-T. gondii.

Capitulo I: El problema

Planteamiento del problema
La toxoplasmosis es una enfermedad parasitaria producida por el
Toxoplasma gondii, el cual causa una infeccion benigna en nifios y
adultos, pero que afecta al feto causandole alteraciones en el
funcionamiento psicomotor a largo plazo o incluso la muerte **!. Esta
enfermedad en recién nacidos puede producir diferentes alteraciones
como la coriorretinitis, hidrocefalia, calcificaciones y retardo psicomotor, e

incluso un cuadro visceral (hepatoesplenomegalia) *%*2.

Se estima que el 60% de la poblacion mundial tiene titulos para
anticuerpos anti-T. gondii en donde se han reportado casos de
toxoplasmosis congénita que afecta de 1 a 2 nifios de cada 1000
nacimientos al afio. La mayoria de las infecciones por Toxoplasma gondii
son asintomaticas, en mujeres embarazadas con una primoinfeccion sin
su debido tratamiento, puede terminar en secuelas perjudiciales para el

nifio™?,



Existen diferentes métodos para detectar directa e indirectamente la
presencia del T. gondii, los primeros se basan en la deteccion del parasito
y los segundos determinan la presencia de anticuerpos especificos para
el T. gondii en el suero del paciente. Los métodos seroldgicos utilizan
antigenos crudos (fragmentos del parasito) que se obtienen al lisar la
pared celular del parésito liberando sus organelas y multiples fragmentos

de dicha pared, siendo el ELISA el mas empleado.

En la actualidad, las técnicas electroquimicas a través de biosensores
electroquimicos se presentan como candidatas viables para mejorar la
sensibilidad en la determinacion de una variedad de sustancias de interés
medico, mediante el desarrollo de inmunosensores, que pueden mejorar
la sensibilidad hasta 1000 veces mas en comparacion a una técnica de
ELISA.®

Justificacion e importancia de la investigacion

Las técnicas actuales para la determinacion de anticuerpos anti-T.
gondii emplean como fundamento la unién antigeno, anticuerpo y anti-
anticuerpo, en donde los antigenos son proteinas derivadas de la lisis del
Toxoplasma gondii obtenido por medio de inoculacion de raton o cultivo
celular. Este tipo de procedimiento genera una cantidad de posibles
interferentes. Ademas, en la técnica de ELISA se utiliza como revelador
una formacién de color producto de la degradacion enzimatica de un
sustrato, los cuales a pesar de ser especificos tienden a ser sensibles

frente a contaminantes quimicos.

Empleando un antigeno recombinante de Toxoplasma gondii, en la
superficie de carbon vitreo modificada quimicamente con nanoparticulas
de oro se podria desarrollar una inmunosensor que fuera mas sensible y

especifico.



Alcances y limitaciones de la investigacion

Alcances:

Con esta investigacibn se quiere lograr el desarrollo de wun
inmunosensor que permita la deteccion de anticuerpos anti-Toxoplasma

gondii empleando para esto un antigeno recombinante (SAG1).

El inmunosensor desarrollado es de gran especificidad ya que este fue
probado en el suero de un paciente con titulos altos de anticuerpos anti-
Hepatitis C, este también demostré ser una posible alternativa para el

diagnostico clinico, debido al escaso procesamiento de la muestra.

Limitaciones:

El inmunosensor desarrollado no permite diferenciar si aumentan los

anticuerpos tipo 1gG o los IgM.

El inmunosensor utiliza un antigeno recombinante (SAG1) de T. gondii
lo cual le proporciona especificidad, pero con una mayor variedad de
antigenos recombinantes de T. gondii se podria mejorar la sensibilidad.

Marco tedrico

Marco conceptual

Definiciones referentes al Toxoplasma gondii
Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es un parasito protozoario intracelular obligado que
pertenece a phylum apicomplexa, de clase Sporozoea, orden Eucoccidida

y de familia Sarcocystidae. El huésped definitivo es el gato; en el intestino



ocurre la multiplicacibn sexual de dicho parasito, constituyendo

huéspedes potenciales los humanos, mamiferos y aves***®.

Toxoplasma gondii se presenta en 3 formas evolutivas: ooquistes,
taquizoitos y bradizoitos, el ooquiste es la forma de resistencia ante las
barreras naturales y donde se encuentran protegidos los taquizoitos que
son la forma virulenta para el ser humano, con un tamafio aproximado de
2X7 pm, estos pertenecen al estadio asexual del parasito por eso su
reproduccién es rapida. El bradizoito es la forma no virulenta (en
pacientes inmunocompetentes) y su reproduccion es sexual y lenta, esta
forma parasitaria permite que el microorganismo sea resistente a la
respuesta inmunitaria del huésped %'"'8. A pesar de que la forma de
taquizoito es la virulenta para el humano, las otras dos formas también

son infecciosas permitiendo asf trasmitir la enfermedad *°.
Ooquiste

Forma de resistencia en el medio ambiente, esta le permite al parasito
resistir las condiciones abruptas del ambiente para poder infectar a otro
ser vivo. Se caracteriza por su gruesa pared celular, posee en su interior
taquizoitos que son liberados por accién de los jugos gastricos del

estémago de los mamiferos y aves.'>*%1%%

Bradizoito

Segunda forma de resistencia, se caracteriza por formar una vacuola a
su alrededor lo que la hace invisible ante el sistema inmunitario del
huésped. Esta se forma en cualquier tejido y érgano, incluido el cerebro lo

cual conlleva a grandes repercusiones a la salud del huésped. 2%
Taquizoito

Forma invasiva del parasito, posee diferentes organelas que le

permiten una invasion efectiva en casi cualquier tipo de célula del



humano. Esta es la mas estudiada debido a que invade el tejido, lo que
genera una respuesta inmunitaria por parte del hospedador, lo cual
conlleva a que se generen anticuerpos especificos que permiten de

manera indirecta detectar una infeccién por dicho parasito. #2°%*

Estructura del Toxoplasma gondii

Tiene una forma alargada de media luna, posee varias organelas y
cuerpos de inclusion: anillos polares, roptrias, micronemas, microporos,
mitocondria, microtubulos subpeliculares, ribosomas, entre otros
21317.2021 "tjliza gran variedad de sus estructuras para invadir las células
del huésped, todas estas generan una respuesta inmunitaria por parte del

mismo. 2,13,17,20,21

Antigeno recombinante

Un antigeno es un fragmento de naturaleza proteica de un
microrganismo, el cual al entrar en contacto con un organismo
inmunocompetente es capaz de generar una respuesta inmunoldgica o

defensiva por parte del organismo %.

Para producir antigenos recombinantes se debe modificar
genéticamente una bacteria, introduciéndole a su genoma una cadena de

ADN que codifique la proteina de interés 232°

En primer lugar se
selecciona la cadena de ADN de interés, esta se amplifica por medio de la
PCR, se purifica el producto de dicha amplificacion para posteriormente
ser ligado a un plasmido (cadena de ADN corta), este se introduce a una
bacteria, generalmente Escherichia coli (E. coli), debido a que su genoma
ha sido ampliamente estudiado y que son de crecimiento rapido, luego se
induce a la bacteria a la sintesis proteica, para finalmente purificar el
producto de esta sintesis y separar la proteina de interés (antigeno o
proteina recombinante) 2%, Las proteinas recombinantes se han usado
ampliamente para el desarrollo de vacunas y en el desarrollo de métodos

de diagnoéstico lo cual aumenta la especificidad de dichos métodos 2°.



En los ultimos 20 afios se han utilizado sistemas de expresion
basados en E. coli para la produccion de antigenos recombinantes de T.
gondii evaluando su potencial para el diagnéstico de infeccion en seres
humanos. Dentro de los mismos se encuentran los de superficie: SAG. La
proteina SAGL1 esté presente en la superficie del T. gondii, interviene en la
adhesion y a su vez activa el sistema inmune del huésped, pertenece al
grupo de superfamilia SRS (secuencias relacionadas con SAG1) %.
SAG1 tiene un peso molecular de 30 kDa es la mas abundante y se
expresa sobre la superficie del taquizoito y es uno de los antigenos mas

inmunogénicos %.

Transmision

La forma mas comun de infeccién es por la deglucion de ooquistes,
que se encuentran en alimentos mal lavados, agua contaminada y por la

ingesta de carne que posean quistes tisulares ***.

Los taquizoitos tiene la habilidad de atravesar la barrera
transplacentaria, por lo tanto, una madre que adquiera una infeccién por
T. gondii, durante el periodo de gestacion puede transmitir la infeccién al

feto 1,3,12,14,16

Cuadro clinico causado por el Toxoplasma gondii

El cuadro clinico causado por el Toxoplasma gondii en un paciente
inmunocompetente se presenta en un 90% de los casos como
asintomatico, el otro 10% presentan sintomas similares a una

mononucleosis %’.

Los pacientes inmunosuprimidos son una poblaciéon muy sensible ante
cualquier infeccién oportunista, como la toxoplasmosis, entre estos

pacientes destacan los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia



adquirida. Estos pueden desarrollar una encefalitis causada por la

infeccion 2,

En el caso de la toxoplasmosis congénita la infeccion se transmite por
via transplacentaria de la madre que adquiere una primoinfeccién durante
la gestacion, afectando el desarrollo del feto dependiendo del periodo en
el cual se adquiere la infeccion. El riesgo de infeccion y la severidad de
las manifestaciones clinicas varia con el tiempo de gestacion. Durante el
primer trimestre hay menor riesgo de transmision al feto, pero sus
sintomas son muy graves; como abortos, alteraciones multisistémicas en
el feto y destruccion del tejido cerebral. Si es en el ultimo trimestre se
incrementa el riesgo de transmision, pero los sintomas son mas leves,

como coriorretinitis 1-3121416.29

Respuesta inmunitaria ante la presencia del Toxoplasma gondii

La respuesta por parte del humano empieza desde el momento que
ocurre la ingesta del ooquiste, al llegar al tracto intestinal este libera los
taquizoitos, los cuales invadiran las células del tracto, activando las
células del sistema inmune innato (macrofagos, células NK y dendriticas)

como respuesta ante la invasion celular 3%,

Los macrofagos y las células dendriticas liberan IL-12 que activa a las
células NK que poseen actividad citotoxica y producen IFNy, esta IL-12
ademas provoca una respuesta inmune por parte de los linfocitos T del
tipo TH1 que a su vez activa los macrofagos. Los macréfagos pueden
actuar como células presentadoras de antigenos produciendo citocinas
como TNF-a, IL-10 e IL-12. El TNF-a junto a la IL-12 optimizan la
capacidad microbicida, como el estallido respiratorio donde se generan
intermediarios reactivos del oxigeno (RIO) y la sintesis del 6xido nitrico

(NO) para generar una accién toxica sobre el parasito *°3.



El control de la infeccion se da por una accién sinérgica entre LTCD4 +
tipo TH1 y LTCDS8 + lo que constituye una respuesta inmune adaptativa
celular. Los LTCD4 + Thl se encargan de producir IL-2 e IFN-y,
necesarios para el desarrollo de la resistencia durante la fase temprana
de la infeccion, dicha resistencia esta relacionada con el IFN-y y la IL-12
gue son producidas después de la activacion de las células NK y los
macrofagos. Los LTCD8 + son activados por la IL-2 secretada por los
LTCD4 + y se encargan de ejercer una actividad citotoxica contra los
taquizoitos y/o células infectadas.

El papel de la respuesta adaptativa humoral en toxoplasmosis es
limitado. Los anticuerpos o inmunoglobulinas, son proteinas sintetizadas
por los linfocitos B, actian Unicamente sobre los taquizoitos extracelulares
liberados luego de la lisis de las células infectadas. Limitan la
multiplicacion del T. gondii extracelular por medio del sistema del
complemento, la opsonizacion o por un aumento en la fagocitosis por los
macrofagos. Existen 5 tipos de anticuerpos: la Inmunoglobulina A (IgA), la
inmunoglobulina E (IgE), la inmunoglobulina D (IgD), la inmunoglobulina G
(IgG) y la inmunoglobulina M (IgM). La IgM es la primera en aparecer para
luego disminuir y desaparecer en pocos meses 0 persistir durante un afio
0 mas. Se ha utilizado para diagnosticar infeccién aguda. La IgG aparece
a las 1-2 semanas de la infeccion y suelen persistir de por vida por lo cual

se relacionan a infeccion crénica 323,

Métodos para el diagndstico de la toxoplasmosis

Existen diferentes métodos para detectar de manera directa e indirecta
al Toxoplasma gondii. Los métodos directos se utilizan para el diagndstico
de infeccion aguda ya que determinan la presencia del parasito, estos son
la inoculacion del raton, cultivos celulares y reaccion en cadena de la
polimerasa. Son poco empleados por ser lentos, laboriosos y costosos.
Los més utilizados son los indirectos que detectan la presencia en suero

de los anticuerpos que forma el huésped como respuesta inmunitaria al



contacto con el Toxoplasma gondii, entre estos métodos tenemos: la
inmunofluorescencia indirecta, la hemoaglutinacion indirecta y el
ELISA%®,

Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

El ELISA se basa en determinar la formacion de complejos antigenos-
anticuerpos mediante el uso de anticuerpos o antigenos marcados con
una enzima. Son ensayos en fase sélida en los cuales se adsorbe un
antigeno o un anticuerpo sobre un soporte soélido, tienen pasos de
separacion (lavados) para eliminar el conjugado enzimatico libre antes de
proceder a determinar la cantidad de conjugado unido, para lo cual se
afade sustrato enzimatico y se mide la reaccion catalitica entre la enzima
y el sustrato, produciéndose un cambio de color que se detecta con

facilidad 3.

En el diagnostico de toxoplasmosis se utiliza mas comunmente el
ELISA indirecto, en donde se detectan los anticuerpos especificos y se
basa en la unién entre el antigeno (crudo) que sensibiliza la placa y el
anticuerpo presente en la muestra del paciente, al final se agrega un
anticuerpo anti-anticuerpo que esta conjugado a una enzima que al
reaccionar con el sustrato dara un cambio de color que puede ser medido

con un colorimetro para cuantificar el resultado %>°.

Definiciones referentes a electroguimica
Azul de metileno (AM)

El azul de metileno es un compuesto colorante, de carga positiva, que
se ha usado ampliamente en la elaboracion de biosensores debido a su
gran actividad rédox en soluciones acuosas, y de su gran afinidad con

nanoparticulas de metales nobles, como el oro y la plata .
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Figura 1 Estructura del azul de metileno (C1H15CIN3S)
Tiourea (TIO)

Es un compuesto que posee tres grupos funcionales, un grupo amino,
uno imino y uno tiol, debido a esta variedad de grupos funcionales, la
tiourea se ha utilizado para la modificacién de superficies metalicas como

oro y carbén vitreo 333,

La tiourea puede ser adsorbida en la superficie de carbon vitreo gracias
a que uno de sus grupos funcionales forma un enlace covalente con los
grupos reactivos presentes, al hacer esto la tiourea expone otros grupos
funcionales que tienen afinidad con nanoparticulas de oro (AuNPs), de tal
forma que permite modificar la superficie del electrodo con AuNPs para su

posterior modificacién con compuestos organicos “°.
Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Las AuNPs son particulas de un tamafio menor de los 100nM que
tienen una gran aplicabilidad en la actualidad en medicina, en cosméticos
y en técnicas electroquimicas, debido a sus diversas propiedades, como
su finidad por compuestos organicos como lo son los antigenos y los

anticuerpos 443,

Estas se pueden obtener de dos formas: de manera quimica
(reduccidbn de sales de oro) y de manera electroquimica (por

electrodeposicion).

En la sintesis quimica se utiliza un compuesto reductor como el citrato

de sodio, que reduce los iones de oro Au*® hasta convertirlos en Au°
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(nanoesferas de oro). Durante el proceso el citrato de sodio se oxida

formando dicarboxil acetona **.

Las propiedades O&pticas de las nanoparticulas metalicas estan
determinadas por la interaccion de la luz incidente con la conduccion de
electrones libres **, es decir; el mecanismo para la absorcion de luz en la
nanoparticula metalicas se asocia con un fendmeno de excitacion
coherente y colectivo de los electrones libres en la banda de conduccion,
produciéndose una oscilacion en fase que se conoce como resonancia del
plasmén superficial (RPS). La interaccion de las nanoparticulas con la
radiacion electromagnética dependera del tamafo, forma y compaosicion

de la misma, y del efecto plasmén de la superficie de la nanoparticula *.

Las nanoparticulas (NPs) metalicas que tiene un didmetro entre 3 y
100 nM pueden ser caracterizadas por microscopia UV-vis debido a que
absorben luz como consecuencia de las interacciones lineales que
experimentan estas NPs con el campo electromagnético lo cual conduce

a una oscilacion colectiva de los electrones en la banda de conduccion %2,

Las suspensiones coloidales de oro exhiben un color caracteristico

dependiendo del tamafio de las mismas “**.

!
I
' \ I . .

Som 18nm 24nm 60nm 90 nm

Figura 2. Colores de la suspension coloidal de AUNPs segun su

tamaiio *?
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Las AuNPs se caracterizan por poseer una alta relacion de superficie-
volumen, alta energia superficial, capacidad para disminuir la distancia
entre las proteinas y las particulas de metal, y el funcionamiento como
conductor electrénico entre grupos funcionales y la superficie del
electrodo, son razones que justifican la modificacion de los electrodos con
AuNPs para facilitar la transferencia de los electrones entre los analitos

rédox y superficies de los electrodos 3.

Las nanoparticulas de oro (AuNPs), exhiben excelentes propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas, intrinsecas a su tamafio nanométrico, como
su afinidad por el azufre y los tioles, su capacidad para unirse fuertemente
a moléculas de origen biolégico, sin afectar las propiedades de las
mismas. Ademas, las AuNPs pueden ser producidas en distintos
tamafios, formas y pueden ser facilmente funcionalizadas con un amplio
abanico de ligandos (anticuerpos, polimeros, sondas de diagndstico,

farmacos, material genético, etc.) **.

Espectroscopia UV-visible

La espectroscopia UV-Vis esta basada en el proceso de absorcion de
la radiacion ultravioleta-visible (radiacion con longitud de onda
comprendida entre los 160 y 780 nm) por una molécula. La absorcién de
esta radiacion causa la promocion de un electrén a un estado excitado.
Los electrones que se excitan al absorber radiacion de esta frecuencia
son los electrones de enlace de las moléculas, por lo que los picos de
absorcién se pueden correlacionar con los distintos tipos de enlace
presentes en el compuesto. Debido a ello, la espectroscopia UV-Vis se
utiliza para la identificacion de los grupos funcionales presentes en una
molécula. Las bandas que aparecen en un espectro UV-Vis son anchas

debido a la superposicion de transiciones vibracionales y electrénicas *°.
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El espectro visible va desde 380 nm hasta 750 nm y el rango
ultravioleta va desde 160 nm hasta 380nm, la espectroscopia permite la
determinacion cualitativa y la cuantificacion de diferentes moléculas, se
usa para la determinacion del tamafio de las AuNPs ya que dependiendo
de la longitud de onda a la que reaccionen las nanoparticulas dependera

el tamafio de las mismas “*°.

Las nanoparticulas absorben radiacion electromagnética a mas o
menos 520nm, esta se debe a que las nanoparticulas de oro al recibir
radiacion en su superficie, se produce el efecto plasmon, que se relacién

con el tamafio de la nanoparticula.
Microscopia electrénica de transmision

Consiste en colisionar un haz de electrones suficientemente
acelerados con la muestra delgada, estos se dispersan dependiendo del
grosor y del tipo de atomos forman la muestra, de manera que hay una
gradacion entre los electrones que atraviesan directamente y los que son
totalmente desviados *°.

Dependiendo de como se dispersen los electrones se obtendra al final
una imagen a partir de los electrones que atraviesan la muestra, la cual se
observara con distintas tonalidades de gris que corresponderd al grado de

dispersién de los electrones incidentes.
Debido a que los electrones tienen una longitud de onda menor que la

luz visible, estos permiten mostrar estructuras mas pequefias como lo son

las nanofibras y las nanoparticulas.

Técnicas electroquimicas

Voltamperometria ciclica (VC)
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La voltametria ciclica es una técnica electroquimica, a través de la cual
se aplica una sefial de excitacion, que consiste en un barrido ciclico en
funcién del tiempo a una velocidad constante, desde un potencial inicial
hasta un potencial final regresando el barrido hasta su estado inicial,
obteniéndose como respuesta una sefial de corriente en funcion del
potencial aplicado. A la representacion gréafica de esta respuesta se le
denomina voltamperograma, en el cual se pueden observar picos de
oxidacion 'y de reduccién, dependiendo del comportamiento
electroquimico de la especie electroactiva que se esté estudiando *'.

ipa

Eo

ipc

Figura 3 Respuesta del electrodo ante una sefial de excitaciéon

La forma de las curvas del voltamperograma dependera del proceso
gue se lleva a cabo en el electrodo de trabajo, en donde la primera parte
es el resultado de la oxidacion de las especies presentes, observandose
un pico anddico(ipa), y la segunda parte corresponderd a la reduccion de

las mismas, en el pico catédico (ipc).

La voltamperometria permite analizar el estado en el cual se encuentra
la superficie del electrodo de trabajo, permitiendo evidenciar los cambios
gue ocurren al ir modificando la superficie del electrodo, observandose
una variacion en el voltamperograma que, dependiendo de la naturaleza
de los compuestos utilizados y de la ventana de potencial, puede
disminuir o aumentar la corriente.

Componentes electroquimicos

Electrodo de trabajo
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Es en el que ocurre la reaccién del analito a investigar, este debe tener
la capacidad de permitir el paso de corriente a través de €l y servir como
fuente o depdsito de electrones provenientes de la solucion electrolitica
en la que se trabaje, sin generar cambio alguno mas que del proveniente

de las modificaciones hechas en su superficie *.
Electrodo de referencia

Es un electrodo el cual tiene un potencial conocido y constante, este
no debe ser polarizable. Generalmente se utilizan el electrodo de calomel
o0 el electrodo de plata-cloruro de plata (Ag/AgCl) el cual utiliza una

solucién de KCI (cloruro de potasio) como solucién de contactd iénico *°.
Electrodo auxiliar o contraelectrodo

El electrodo auxiliar o contraelectrodo se utiliza para que la corriente
gue se origina en la celda electroquimica, pase a través de este y el
electrodo de trabajo, y no por el electrodo de referencia, para asi evitar su

polarizacion®®.
Biosensor electroquimico

Un biosensor es un dispositivo compuesto por un elemento de
reconocimiento biolégico y un sistema transductor, que codifica la sefal
de la interaccion entre el analito y el elemento de reconocimiento biol6gico

a una sefial eléctrica cuantificable.*®

El analito (virus, bacteria, a&tomo, molécula, entre otros) al entrar en
contacto con el agente de reconocimiento bioldgico, produce un cambio
fisicoquimico que sera detectado y cuantificado por el sistema
transductor, este dependera de la naturaleza del analito, generando en el

medio el cambio que sera analizado y cuantificado *°.
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De esta forma se puede clasificar los biosensores en dos categorias:
segun su elemento de reconocimiento biolégico y segun su sistema

transductor °L.

Segun su elemento de reconocimiento bioldgico, si es una enzima se
clasificara como un sensor enzimatico, si es un anticuerpo como

inmunosensor y si se utiliza fragmentos de ADN como un genosensor.

Por ejemplo, en un biosensor de glucosa, que es un biosensor
enzimatico, la enzima (glucosa oxidasa) que es el elemento de
reconocimiento bioldgico, reaccionara exclusivamente con la glucosa, y
en presencia de oxigeno se forma peroxido de hidrogeno vy
gluconolactato, tanto el oxigeno como el perdxido de hidrégeno son
detectados y medidos por el sistema transductor, de modo que mientras
se va consumiendo el oxigeno se va formando el peroxido lo cual genera

una variacion eléctrica que puede ser medida y cuantificada °2.

En un inmunosensor, el componente bioldgico es un antigeno o
anticuerpo que participara en una reaccion de afinidad con el antigeno o
anticuerpo determinado (analito), estos formaran un complejo antigeno-
anticuerpo, el cual producira un cambio en la matriz del biosensor creando

una variacion en la sefial electrénica >>°*,

El sistema transductor es el que transformara la respuesta que se
obtiene de la unidn entre el analito y el biosensor a un tipo de sefal
cuantificable, permitiendo asi medir de manera precisa la concentracion

del analito en la muestra analizada *°.

Antecedentes del problema
A continuacién, se menciona un estudio que compara dos métodos
indirectos de diagndstico de toxoplasmosis con resultados muy similares.

En el trabajo desarrollado por Cortes y colaboradores en 2009 se describe
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la concordancia entre el método ELISA y la inmunofluorescencia indirecta
(IF1), para la determinacion de anticuerpos tipo IgG anti T. gondii,
obteniendo un resultado positivo de 54 % para la IFl y de 56,3 % para el
ELISA. Demostrando que tienen una especificidad y sensibilidad similar.
El indice kappa (correlacion entre 2 métodos comparando los resultados

positivos de ambos) dio 0,916 (casi absoluto) °°.

En la actualidad se han construido muchos tipos de biosensores para
detectar anticuerpos, bacterias, virus, y mas analitos de interés clinico
para el humano, de estos trabajos se destacan tres en los cuales
utilizaron técnicas electroquimicas para detectar de manera indirecta la

presencia del Toxoplasma gondii.

Wang y colaboradores en el 2004 desarrollaron un inmunosensor
piezoeléctrico para la deteccion de anticuerpos anti-T. gondii utilizando
nanoparticulas de oro y cristal de cuarzo. Se reveld la formacion del
complejo antigeno-anticuerpo al cambiar la frecuencia de resonancia del
cuarzo. Se comparo con el método de ELISA obteniendo una correlaciéon
de 0,957. Se demostré que las nanoparticulas de oro sirven como base
para desarrollar un inmunosensor en el que se involucran antigenos de T.

gondii °’.

Gokce y colaboradores en el 2016 desarrollaron una metodologia
utilizando técnicas electroquimicas para la deteccién voltametria de la
hibridacién de secuencias selectivas de ADN del Toxoplasma gondii, por
medio de la oxidacion de la guanina como revelador de la presencia de la

hibridacion .

Asi mismo Alves y colaboradores en el 2017 también utilizan
voltametria de pulso diferencial para generar un genosensor
amperométrico que detecta la hibridacién de sondas especificas de ADN
de Toxoplasma gondii, demostrando una buena respuesta a la oxidacion
de residuos de guanina como marcador de la presencia y concentracion

del parasito *°.
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Hipotesis

Si se logra inmovilizar un antigeno recombinante de Toxoplasma

gondii, en una superficie de carbdn vitreo modificada quimicamente con

nanoparticulas de oro, entonces, se podria desarrollar un inmunosensor

electroquimico para la deteccién de anticuerpos anti-T. gondii.

Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un inmunosensor electroquimico para la deteccion de

anticuerpos anti-Toxoplasma gondii.

Objetivos especificos

Caracterizar electroquimicamente la superficie de carbon vitreo a

ser utilizada como electrodo de trabajo.

Madificar la superficie del electrodo de trabajo con compuestos
organicos que permitan la adhesion de las nanoparticulas de oro

que serviran como plataforma en el desarrollo del inmunosensor.

Evaluar la respuesta electroquimica del electrodo de carbon vitreo

modificado con compuestos organicos y hanoparticulas de oro.
Fijar antigenos recombinantes (SAG1) de Toxoplasma gondii al
electrodo modificado con compuestos organicos y nanoparticulas

de oro y evaluar la respuesta electroquimica del mismo.

Evaluar la respuesta del inmunosensor desarrollado en presencia

de anticuerpos anti- T. gondii.

Evaluar la especificidad del inmunosensor, utilizando para esto

anticuerpos contra otro microorganismo.
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Marco metodoldgico

Tipo de investigacion

El tipo de investigacion es definido por el objetivo de la investigacion,
mas que por el método utilizado, la fuente de informacién y otros aspectos
de la misma. Cada tipo de investigacion tiene sus caracteristicas propias y
anicas, que sefialan el grado de profundidad y el tipo de resultado que se
obtendra. Por lo tanto, al analizar el objetivo de la investigacién actual, se
puede concluir que el tipo de investigacion es de tipo proyectiva, ya que
con esta se busca desarrollar y probar una técnica para determinar

anticuerpos anti-Toxoplasma gondii. *°

Disefio de la investigacion
El disefio de la investigacion tiene que ver con los procedimientos
especificos que se utilizaron para recoger los datos, de esta forma el
disefio para esta investigacion sera de tipo experimental, ya que se esta
evaluando la respuesta del electrodo modificado ante muestras con y sin

anticuerpos anti-Toxoplasma gondii. *°

Materiales y métodos
Materiales

Reactivos

Los acidos HCIO, al 70 %, H,SO, al 95 — 97 % y el acido
tetracloroadrico tri-hidratado (HAuCI;.3H,0), asi como las sales de
K4sFe(CN)g.3H,0, KsFe(CN)s, KNOs, NaH,PO,, NayHPO,, fueron
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suministrados por la Merck. El Azul de Metileno (C16H15CIN3S) vy el Citrato
de sodio fueron suministrado por Riedel-de Haén®. Todos los reactivos
fueron utilizados sin ningan tratamiento adicional de purificacion. Las
AuNPs fueron preparadas por reduccion del HAuCl,.3H,0

(concentraciones variables) en presencia de citrato de sodio.

Los sueros donde se encuentran los anticuerpos anti- T. gondii y el
antigeno recombinante puro (SAG1) fueron suministrados por el Instituto
de Inmunologia Clinica (IDIC ULA).

El antigeno recombinante puro (SAG1) fue clonado, expresado en
Escherichia coli y purificado previamente en el Instituto de Inmunologia
Clinica de la Universidad de los Andes (IDIC ULA) segun protocolo

previamente estandarizado.?®

Celda electroquimica y electrodos

Los experimentos se realizaron en una celda electroquimica de vidrio
de un compartimiento y con un sistema de tres electrodos: un electrodo
de Ag/AgCI (sat) utilizado como electrodo de referencia, un alambre de
platino como contraelectrodo y como electrodo de trabajo, carbon vitreo
(Basi MF-2012 de 3mm de diametro) modificado, con un area geométrica

de 0,071 cm?y un area efectiva de 0,10 cm?.

Instrumentos

Se utilizé un potenciostato/galvanostato Autolab® PGSTAT12 para los

estudios realizados por Voltametria Ciclica.

Se utilizé6 un espectrofotbmetro UV-vis JENWAY en el intervalo de
longitudes de onda de 400 a 650 nm, empleando una celda plastica de
lcm de espesor, para la caracterizacion en cuanto a tamafo, forma y

estabilidad de las AuNPs sintetizadas.
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Métodos de limpiezay preparacion de electrodos
Limpieza del material de vidrio

Todo el material de vidrio utilizado y la celda electroquimica fueron
lavados inicialmente con detergente, posteriormente con una mezcla de
H,SO,4:H,0, (1:1) durante 10 minutos y finalmente con abundante agua
desionizada. Este proceso se realiz6 siempre que se sospechaba de una

posible contaminacion de material.
Preparacion de las mezclas de AuNPs y AM

e Solucién de AM: La mezcla homogénea (solucién) de AM 10 M
fue preparada disolviendo 9 mg de AM en agua desionizada y
enrasando hasta el volumen de 25ml. Esta solucion fue
almacenada a una temperatura de 4°C.

e Mezcla de AuNPs: La mezcla heterogénea de AuNPs fue
preparada, realizando la sintesis de las mismas por el método de
Turkevich modificado por Frens®’, a través del cual, a una solucién
de acido tetracloroaurico (HAuCl4) 0.01% en caliente y con
agitacion se le adiciona lentamente una determinada cantidad de
una solucion de citrato de sodio, hasta que aparezca un cambio de
color en la solucion, dejando luego enfriar la mezcla resultante. La
mezcla fue almacenada en viales &mbar a una temperatura de 4°C.
El tamafio y forma de las AuNPs fueron determinados empleando
espectrofotometria  UV-Vis y microscopia electronica de

transmision.

Limpieza mecanicay electroquimica del electrodo de trabajo
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Un electrodo de disco de carbon vitreo (d = 3mm), fue utilizado como
electrodo de trabajo. Para su limpieza se siguié un tratamiento quimico a
través del cual, el electrodo fue inmerso en una mezcla de
H.SO4:H,0,(3:1) durante 10 segundos y posteriormente lavado en
abundante agua desionizada. Luego se pulié con alumina 0,3 pm y 0,05
Mm. usando agua desionizada como lubricante. Finalizada la limpieza
mecanica, se sometié a limpieza electroquimica en medio acido (HCIO4
0,1M), utilizando la técnica electroquimica de Voltametria ciclica, desde
0,2 a 1,4 V vs Ag/AgCI (sat) durante 10 ciclos a una velocidad de barrido
de 100 mV/s. En esta etapa el electrodo limpio (EQ/CV) fue utilizado para
su modificacion con tiourea (T1O) azul de metileno (AM) y nanoparticulas
de oro (AuNPSs).

Preparacion del inmunosensor electroquimico

Para construir el inmunosensor electroquimico se modificé el electrodo
de carbdn vitreo previamente limpio con Tiourea (TI1O), azul de metileno
(AM/AUNPS/TIO/CV), y AuNPs (AuNPs/TIO/CV) *, siguiendo los

siguientes procedimientos:

. Modificacion con Tiourea (TIO):

El electrodo EQ/CV fue modificado, colocdndolo en una solucion de
TIO 0,25M en HNO3 2M (0,95 gr de tiourea + 6,93ml de HNO3 + agua
desionizada hasta 250 mL) y aplicando VC en una ventana de potencial
de -1,1 a 1,0 V, a una velocidad de barrido de 100mV/s. Durante este
proceso se electrodeposita TIO sobre el EQ/CV, dando origen a un
electrodo modificado (TIO/EQ/CV).

. Modificacion con azul de metileno (AM) y nanoparticulas de
oro (AuNPs):

El electrodo TIO/EQ/CV fue modificado por adsorcién de capas de
AuNPs y AM de forma alternada. Se comienza colocando una cantidad

determinada de la mezcla coloidal de AuNPs sobre la superficie del
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electrodo y evaporando luego el solvente aplicando vapor caliente.
Posteriormente se coloca una cantidad determinada de la solucion de AM
y se procede con el mismo procedimiento de evaporacion del solvente.
Este procedimiento se repite entre cada capa de AuNPs y AM hasta que
el numero de capas de AuNPs sea igual a cinco. Esta modificacion es
estable debido a las fuerzas de atraccion electrostaticas entre las capas
de AuNPs y AM que se originan entre ellas. La cantidad de cada una de
las mezclas que se colocaron sobre el electrodo modificado fue de 5uL
por capa, llegandose a preparar 5 capas de AuNPs y 4 de AM. Entre capa
y capa se ciclo el electrodo a una ventana de potencial de -0,6 a 0,2 a una
velocidad de 100 mV/s empleando la técnica VC en una solucion de buffer
fosfato pH=7,4 (PBS). Con este procedimiento se construy6 el electrodo
modificado [AuUNPs]5-AM4/TIO/EQ/CV.

. Adsorcion del antigeno recombinante sobre el electrodo
[AUNPs]5-AM4/TIO/EQ/CV:

El electrodo [AUNPs]5-AM4/TIO/EQ/CV, fue sumergido en una solucion
del antigeno recombinante SAG1 1:10(diluido con Buffer fosfato pH=7,4),
durante 24 hrs. a 4°C, con la finalidad de que dicho antigeno se adsorba
sobre la superficie del electrodo modificado. Una vez realizada la
modificacion, el electrodo Ag/[AuUNPs]5-AM4/TIO/EQ/CV fue ciclado por
VC en una ventana de potencial de -0,6 a 0,2 a una velocidad de barrido

100 mV/s en una solucién de PBS.

. Bloqueo de los sitios libres del electrodo:

El electrodo modificado Ag/[AUNPs]5-AM4/TIO/EQ/CV fue incubado en
una solucién de albumina al 1% a 37°C, con la finalidad de bloquear los
sitios activos del electrodo modificado donde no se adsorbié el antigeno,
después fue ciclado en una ventana de potencial de -0,6 a 0,2 a una
velocidad de barrido de 100 mV/s en PBS.
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Al finalizar todo este procedimiento, se logra obtener el inmunosensor

electroquimico deseado.

El electrodo se ciclé en solucién de trabajo (buffer fosfato PBS)
después de cada modificacion, esto se realiz6 ciclando el electrodo hasta
gue se obtuvo una respuesta constante, la que se registré y se presento

en los resultados finales.

Resultados y discusion

Caracterizacion de las AuNPs

La mezcla de AuNPs sintetizada presentd un color rojo rubi. Este color
de la mezcla se asocié con las propiedades Opticas que presentan las
AuNPs, debido a la interaccién de la luz incidente con las nanoparticulas.
El mecanismo de absorcion de luz en la nanoparticula metalicas se
relaciona con un fendbmeno de excitacion coherente y colectivo de los
electrones libres en la banda de conduccion, produciéndose una
oscilacion en fase que se conoce como resonancia del plasmon
superficial (RPS). La figura 4, muestra el espectro obtenido de la mezcla
de AuNPs sintetizada. Se observa una sola banda de absorcion del
plasmén centrada a 525 nm, la cual es caracteristica de nanoparticulas

que presentan un didmetro promedio de 20 nm.®
|
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Figura 4: Espectro de absorcion UV-Vis de la suspensién coloidal de
AuNPs
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Caracterizacion electroquimica del electrodo de carb6n vitreo

Determinacion del factor de rugosidad (FR) y el éarea real del
electrodo de carb6n vitreo utilizado como base para el
inmunosensor:

La figura 5 muestra el comportamiento electroquimico del electrodo de
carbén vitreo (EQ/CV) en una solucién de KNO3 0,1M + 5x10° de [Fe

(CN)6]-4 (voltamograma registrado en el segundo barrido ciclico).

Blanco |
[Fe(CN)6-3Fe(CN )64

6,40x10° 4
4,80x10° 4
3,20x10° 3
1,60x10° 4

0,004 —

iIA

-1,60x10° 4
-3,20x10° J

-4,80x10° 4

-6,40x10° 4

E/V vs. Ag/AgCl sat.

Figura 5 Voltamperograma del electrodo de carbdn vitreo en KNO3 0,1
M(blanco) y [Fe (CN)6]-3/ [Fe (CN)6]-4 5x10-3 M a v = 50mV/s.

A partir del voltamperograma obtenido en la figura 5 se calculo el factor

rugosidad (FR) y el &rea real (AR) utilizando las siguientes ecuaciones:

Arear = FRXAgeometrica (1)

FR — IPa(exp) (2)

IPa(teorico)
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Donde lpaexp) €S la corriente del pico de oxidacion correspondiente al
ion [Fe(CN)e]'4 que se obtuvo de la figura 5 e lpageorico) €S la corriente que

se calcula a partir de la ecuacion de Randles—Sevcik.

Asumiendo temperatura de 25°C la ecuacion de Randles-Sevcik

guedaria asi:

En donde n son los electrodos transferidos, D es el coeficiente de
difusion del [Fe(CN)g]™” que es 7,6 x10° cm?/s, v es la velocidad de barrido
que es 50 mV/s, A es el &rea geométrica del electrodo de carbon vitreo
que se obtiene a partir de: Ag=mixr’ dando 0,0707 cm? y C la

concentracién de [Fe(CN)g]™* que es 5x10° M.

A partir de los datos anteriores y después de realizar varias veces el
experimento anterior, se pudo constatar que el area real del electrodo de

carbon vitreo utilizado presento un area real de 0,08 cm2 £ 0,05.

Comportamiento electroquimico del sensor en cada una de las
etapas de su modificacion hasta el desarrollo del inmunosensor

electroquimico:

e Comportamiento electroquimico del electrodo de carbdn vitreo
después de la limpieza mecanica y electroquimica (electrodo

CV):
El comportamiento electroquimico del CV se muestra en la figura 6. Se
observa una respuesta caracteristica de un electrodo con una superficie
completamente limpia, esto se realizd6 previo a cada experimento

observandose una buena reproducibilidad.
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Figura 6 Voltamperograma del electrodo de carbdn vitreo limpio (CV) en

HCIO4 0,1 Mav =100mV/s.

Después de la limpieza mecénica y electroquimica se procedio a ciclar

el electrodo CV en la soluciéon PBS en donde se evalud la respuesta del

mismo después de cada modificacién, obteniéndose como resultado el

voltamperograma que se observa en la figura 7.

2,0x10° 4
1,5x10° 4
1,0x10° 4
5,0x107 4

0,03

iIA

-5,0x107 4
-1,0x10° 4

-1,5x10°

-2,0x10°

Electrodo Desnudo

-06

T T 1

0,0 0,1 02

T T

T T T
-05 0,4 -0,3 -0,2 -0,1

E/V vs. Ag/AgCl sat.

Figura 7 Voltamperograma del electrodo CV en Buffer Fosfato pH=7,4av =

100mV/s.

Electrodeposicidon de tiourea (TIO)

La electrodeposicion de TIO en CV se lleva a cabo debido a la

interaccion de los grupos aminos del TIO con la superficie del CV,

formando un enlace covalente con los grupos reactivos como hidroxilos y

otros Oxidos presentes en la superficie del CV.
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Al ciclar el electrodo CV, en la solucién de tiourea, uno de los grupos
amino de la tiourea se inmoviliza en la superficie del electrodo, esto
ocurre durante el proceso de oxidacion, obteniéndose lo que se observa

en la figura 8.

A medida que el electrodo CV se cicla en la solucion de Tiourea se va
modificando la superficie, la tiourea en soluciones &acidas forma un radical

lo cual se evidencia en el pico que se observa entre 0,4y 0,7 V.

TIO/ICV
7,00x10™ 4
5,60x10* 3
4,20x10% 5
2,80x10™ 4

1,40x10* 4

A

0,00 3 jp— _
-1,40x10* 4
-2,80x10"
-4,20x10% 4
-5,60x10* 4

/

-7,00x10" 4

T T T T T 1

1 -0,8 0,5 -01‘2 0,1 0,4 0,7 1,0
E/V vs. Ag/AgCI sat.

Figura 8 Respuesta de CV en Tiourea 0,25M y HNO3 2M a v = 100mV/s

Comportamiento electroquimico durante el ensamblaje capa por
capade AuNPs y AM

El AM es un colorante catiénico que experimenta un proceso rédox
reversible en soluciones acuosas acidas, en un intervalo de potencial de -
0,4 a -0,1 V Esta respuesta electroguimica puede utilizarse como
revelador del compuesto que esta siendo adsorbido durante el proceso de

modificacion del electrodo de trabajo.

En la figura 9, se observa la repuesta electroquimica del electrodo
modificado con AM y AuNPs. Cada voltamperograma registrado

corresponde a la respuesta electroquimica observada en el quinto barrido
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ciclico, a partir del cual la respuesta permanece constante. Al
incrementarse las capas de AM se observa un incremento en la corriente
del pico de oxidacion, lo cual es atribuido a la presencia cada vez mayor
de AM que se esta siendo adsorbido en la superficie del electrodo.
Mientras que a medida que se va adsorbiendo AuNPs, la sefal del pico
de oxidacién disminuye ligeramente debido a que en ese intervalo de
potencial las AuNPs no experimentan un proceso de oxidacion. Sin
embargo, dicho comportamiento es indicativo de que las AuNPs estan
siendo adsorbidas entre capa y capa de AM.

i7A
|

T
06 05 -04 -03 -02 -01 00 01 02
E/V vs. Ag/AQCI sat.

Figura 9 Voltamperogramas del electrodo de CV sin modificar y modificado
con TIO con diferentes capas de AuNPs 5y AM 4, en buffer fosfato pH=7,4
av =100mVI/s.

Comparacion del comportamiento electroquimico de los electrodos
[AUNPSs]s-AM4/TIO/CV y Ag/[AuNPS]s-AM./TIO/CV

En la figura 10 se muestran las respuestas electroquimicas de los
electrodos [AUNPSs]5-AM4/TIO/CV y Ag/[AUNPS]s-AM4/TIO/CV.
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Figura 10 Voltamperograma multicapas [AuUNPs(5)/AM(4)TIO/CV], electrodo
con multicapas con antigeno[Ag/AuNPs(5)/AM(4)TIO/CV] y sin

modificaciones. En Buffer fosfato pH=7,4 a v = 100mV/s.

En la figura 10 se puede observar como el pico de oxidacion del AM
disminuy0, esto se debe a la unidn entre el antigeno recombinante y las
AuNPs debido a que estos bloquean pasivamente la sefal, ya que las
sustancias de origen proteico como los antigenos y anticuerpos no son

electroactivas.

El electrodo Ag/[AUNPs]s-AM4/TIO/CV fue incubado en una solucién de
albimina al 1% por 2 horas a 37°C, y posteriormente se barrio el
electrodo en buffer fosfato a una ventana de potencial de -0,6 a 0,2 a una
velocidad de barrido de 100 mV/s.
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Figura 11 Voltamperogramas del electrodo [AuNPs(5)/AM(4)TIO/CV],
electrodo modificado con antigeno [Ag/AuNPs(5)/AM(4)TIO/CV] y con
albumina [Alb/Ag/AuNPs(5)/AM(4)TIO/CV] en buffer fosfato pH=7,4av =
100mV/s

En la figura 11 se muestra la respuesta electroquimica del sensor
modificado con albumina, nuevamente se observa que la sefial disminuye
y esto es atribuido a la pasivacion del mismo, debido al bloqueo de los
sitios activos del electrodo que habian quedado sin modificacion, y de las
AuNPs, sobre las cuales no se adsorbié el antigeno recombinante. Es
decir, la albimina se adsorbe sobre todos estos sitios en la superficie del
electrodo donde no se habian adsorbido las AuNPs sobre el AM y donde

no se habia adsorbido el antigeno recombinante sobre las AuNPs.
Respuesta del inmunosensor ante la presencia de anticuerpos

Se evalud la respuesta del inmunosensor ante la presencia de
anticuerpos anti-T. gondii, para ello, se utiliz6 un suero paciente (1662)
positivo para anticuerpos tipo IgG anti-T. gondii con una concentracion de
10911U/ml  (ELISA indirecto), el cual fue diluido en diferentes

concentraciones para hacer soluciones patron.

El inmunosensor desarrollado se incub6 en cada dilucién (de menor a

mayor concentracién) por 30 min a temperatura ambiente y se evalu6 su
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respuesta electroquimica después de cada incubacién, en buffer fosfato
pH 7,4 desde -0,6 a 0,2 a una velocidad de barrido de 100 mV/s y se

registro su respuesta, obteniéndose lo observado en la figura 12.

2,49x10° —
1,66x10° o
8,30x107

0,00

iIA

-8,30x107 prd Dil 1:20
Dil 1:35
Dil 1:50
-1,66x10° ey i Dil 1: 63
Dil 1:100
Blanco
-2,49x10° +— S — y ’ ; —r—y
0,6 04 02 0,0 02

E/V vs. Ag/AgClI sat.

Figura 2 Familia de Voltamperogramas del inmunosensor incubado en
soluciones con diferentes concentraciones de anticuerpos en buffer
fosfato pH=7,4 av = 100mV/s.

En la figura 12 se observa que después de incubar al inmunosensor en
las soluciones de diferentes concentraciones de anticuerpos la corriente
disminuye al incrementarse la concentracion de anticuerpos, debido a que
la union del anticuerpo (presente en las soluciones) con el antigeno (en la
superficie del electrodo modificado) bloquea pasivamente la sefal del

electrodo.

La respuesta del inmunosensor ante interferentes fue evaluada, al
colocar el inmunosensor en suero paciente (sin modificacién alguna) con
titulos altos para hepatitis C, no hubo variaciones en la corriente. Este
comportamiento mostré que el inmunosensor desarrollado es especifico y
sensible a la presencia Unicamente de anticuerpos anti-Toxoplasma

gondii.
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Figura 3 Voltamperograma del inmunosensor en solucion con interferentes
(muestra sin diluir con titulos altos de anticuerpos anti-Hepatitis C) en
buffer fosfato pH=7,4 av = 100mV/s.

Conclusiones
Las modificaciones hechas al electrodo de carbén vitreo demostraron

ser de gran utilidad para el armado de un inmunosensor.

El uso de antigeno recombinante hace que la especificidad de
cualquier técnica inmunolégica aumente, como lo es el caso de los

inmunosensores.
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El inmunosensor demostrd ser altamente especifico ya que al realizar
la prueba de interferentes no hubo respuesta ante la presencia de

anticuerpos anti-Hepatitis C.

El uso de técnicas electroquimicas para la deteccién de anticuerpos
anti-Toxoplasma gondii ha demostrado ser una metodologia mas sencilla,
de un menor tiempo relativo, de mayor especificidad y sensibilidad que

otras metodologias actuales.
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