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Nanoparticulas de oro en la medicina:
Biosensor basado en agregacion para la
deteccion de la hormona hCG
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Resumen— Un biosensor es un dispositivo que permite la
deteccién de un analito mediante la conversién de una respuesta
bioldgica en una sefial medible. Los biosensores 6pticos cuentan
con transductores que capturan sefiales y las transforman en datos
en otros formatos. Entre los transductores mas utilizados se
encuentran las nanoparticulas de oro funcionalizadas con
anticuerpos. Los biosensores que las emplean se valen de las
propiedades 6pticas Unicas que poseen las mismas, como lo es la
resonancia del plasmon de superficie (SPR). El SPR induce la
absorcién de la luz que incide sobre las mismas, fenémeno que
puede ser detectado con un espectrofotometro. En caso de
agregacion producto de la presencia del analito, la banda del SPR
presenta un corrimiento que puede correlacionarse con la
concentracion del analito presente en la muestra. En este principio
se basa un biosensor colorimétrico basado en la agregacion de
nanoparticulas de oro. Este tipo de biosensores puede ser
empleado para la deteccion de variadas moléculas en muestras
complejas. En particular, este trabajo utiliza como analito modelo
para la descripcion del sistema a la hormona gonadotropina
corionica humana (hCG), importante biomarcador involucrado
tanto en la deteccion temprana del embarazo como en la deteccion
de varios tumores.

Palabras clave—AuNPs, biosensor, espectrofotometro, hCG,
nanoparticulas.

I. INTRODUCCION

N biosensor es un dispositivo que permite la deteccion de

un analito mediante la conversién de una respuesta
biologica en una sefial medible [1]. Estos biosensores se
componen de un elemento de reconocimiento (bioreceptor), que
se encarga de reconocer al analito; y un transductor, que traduce
el evento de reconocimiento en la sefial medible [1].
Generalmente, los biosensores destinados a la cuantificacion
necesitan de un procesador que convierta la sefial del
transductor en datos para su posterior analisis, mientras que los
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biosensores destinados a la determinacion cualitativa no
siempre necesitan del mismo [1], [2]. Los biosensores se
utilizan en la actualidad con distintos fines, desde la deteccion
de alérgenos en comida o tdxicos en el agua, hasta la
determinacion de un embarazo o el diagnéstico y control de
enfermedades [3].

Existen diferentes tecnologias en lo que se refiere a
biosensores. En particular, aquellos que se basan en
nanoparticulas metalicas son ampliamente utilizados tanto en la
industria como en la medicina [4]. A su vez, el desarrollo de los
mismos despierta en la actualidad el interés de la comunidad
cientifica, existiendo numerosas publicaciones sobre el tema
[3], [5]-[9]. Estos biosensores se valen de las propiedades
Unicas que poseen las nanoparticulas producidas a partir de
metales nobles, como lo son el oro, la plata y el platino [10].
Estas nanoparticulas son facilmente funcionalizables, cuentan
con una alta relacién superficie/volumen y tienen la capacidad
de responder Optica y electroquimicamente a estimulos externos
[6]. Las nanoparticulas metalicas mas ampliamente utilizadas
como transductores en biosensores son las de oro (AuNPs) [5].

Los formatos de deteccion de este tipo de biosensores se
pueden clasificar principalmente en sistemas o&pticos y
electroquimicos. En particular, los sensores épticos cuentan con
transductores que capturan sefiales en forma de radiaciones
ultravioletas, visibles o infrarrojas a partir de una reaccion
quimica, fisica o bioldgica y las transforman en datos en otros
formatos [6]. Estos sensores se valen de las propiedades Opticas
dependientes de tamafio de las nanoparticulas, especialmente
las de oro, que cuando se encuentran en forma coloidal pueden
cambiar su color dependiendo del didmetro de las mismas o de
su estado de agregacion [6]. Los electrones en la superficie de
las nanoparticulas oscilan en respuesta a estimulos
electromagnéticos externos. La amplitud de la oscilacion es
maxima a una determinada longitud de onda, a esta banda se la
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conoce como plasmon de resonancia superficial (SPR, por sus
siglas eninglés). EI SPR induce la absorcion de la luz que incide
con una longitud de onda determinada y este fendmeno puede
detectarse utilizando un espectrofotémetro [6]. Si la distancia
entre las nanoparticulas disminuye producto de la agregacion
de las mismas, la longitud de onda de absorcion cambia, en este
principio se basan los biosensores colorimétricos basados en
agregacion de nanoparticulas de oro [6].

Estos biosensores pueden ser utilizados para determinar la
concentracién de una gran variedad de moléculas presentes en
una muestra. En particular, este trabajo se enfoca en la
deteccion de la hormona gonadotropina coriénica humana
(hCG). La hCG es un importante biomarcador presente en la
orina y sangre de mujeres embarazadas. A su vez, niveles
elevados de esta hormona fueron encontrados en numerosos
tumores, como coriocarcinomas, tumores de células
germinales, embarazos molares, tumores de préstata y tumores
de células de los islotes pancreaticos [11]. Por estas razones es
que resulta de interés la cuantificacion de esta hormona en el
suero o en la orina.

El objetivo de esta monografia es enfocarse en los distintos
componentes que incluye un biosensor basado en la agregacion
de nanoparticulas de oro para cuantificar hCG y su funcién
dentro del sistema. Se busca ademas destacar el rol del
espectrofotdmetro y las bases de su funcionamiento para la
determinacion de la concentracidn exacta del analito.

Il. DETECCION DE LA HORMONA HCG

La gonadotropina coriénica humana (hCG) es una hormona
glicoproteica compuesta por dos subunidades distintas -o y 8-
unidas de forma no covalente, con un peso total de 36,7 kDa
[12], [13]. Esta hormona es normalmente sintetizada por las
células de la placenta de las mujeres embarazadas, siendo un
importante biomarcador para la deteccién del embarazo [11],
[13]. No obstante, se ha comprobado la produccién de hCG por
una variedad de tumores malignos, por lo que la deteccion de
esta hormona en el suero o en la orina es un indicador tanto de
embarazo como de neoplasia [13]. Dada la importancia de este
antigeno y su cuantificacion es que se plantea como analito
modelo en la descripcién de un biosensor basado en la
agregacion de nanoparticulas de oro.

Hormona hCG

Fig. 1. Estructura de la hormona hCG. Adaptado de McGill Physiology Virtual
Lab [14].

Como se menciond con anterioridad, la deteccion de esta
hormona no solo permite determinar embarazos de forma
temprana sino que también posibilita el diagnostico y el
seguimiento en el tratamiento de varios canceres. La posibilidad
de determinar una baja en la concentracion de hCG en una
muestra de un paciente oncoldgico indica un tratamiento
exitoso [13]. La deteccion de esta hormona utilizando
anticuerpos resulta compleja ya que la estructura de la
subunidad o de la hCG es muy similar a las subunidades o de
otras hormonas como la tirotropina o la hormona luteinizante.
Por esta razén, con el fin de minimizar la posibilidad de uniones
inespecificas que lleven a falsos positivos, la deteccion de esta
hormona se da generalmente a través de la interaccion del
anticuerpo con su subunidad B (Fig.1) [13].

I1l. COMPONENTES DE UN NANOBIOSENSOR DE AGREGACION

Los biosensores en general se componen por tres elementos
fundamentales (Fig. 2)[1]:

e Bioreceptor: Elemento de reconocimiento de
naturaleza bioldgica que interactta con el analito.

e Transductor: Encargado de convertir el evento de
reconocimiento en una sefial medible.

e Detector: Dispositivo que capta la sefial emitida por el
transductor y permite el procesamiento de datos.

* Tejido « Optico ¢ Espectrofotometro
* Microorganismo e Electroquimico  Fluorimetro

* Organelo * Termométrico * pHmetro

e Célula e Piezoeléctrico * Termémetro
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Fig. 2. Componentes basicos de un biosensor. Adaptado de Velusamy et al [1].
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« Acido nucleico

Cuando se trata de un nanobiosensor colorimétrico basado en
la agregacion de nanoparticulas de oro, el bioreceptor es
usualmente un anticuerpo, las nanoparticulas ofician como
transductores Opticos y la sefial medible es detectada por un
espectrofotometro.

Los anticuerpos empleados para el reconocimiento en
biosensores son preferiblemente monoclonales, generalmente
producidos por hibridomas de ratén [2]. En particular, para el
reconocimiento de la hormona hCG existen anticuerpos
monoclonales comerciales, tanto para la subunidad o como la 3
[12]. Utilizando anticuerpos monoclonales se logra disminuir el
riesgo de reacciones cruzadas, ya que como se menciond con
anterioridad, la hormona hCG presenta alta homologia con otras
hormonas presentes en el suero o la orina. Estos anticuerpos
reconocen epitopes especificos de la hormona por lo que
aumentan significativamente la especificidad del ensayo. De
todas formas, a modo alternativo, se pueden emplear
anticuerpos policlonales obtenidos a través de la inoculacién de
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animales con la subunidad  de la hormona hCG [13].

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) utilizadas como
transductores en biosensores pueden adquirirse de fuentes
comerciales o bien ser sintetizadas de manera simple en un
laboratorio [15]. EI método de sintesis de AuNPs esféricas mas
comUnmente utilizado es el de Turkevich, desarrollado en 1951.
Este método utiliza citrato como agente reductor vy
estabilizador, que al ser agregado a una solucién en ebullicion
de é&cido clorodurico participa en la formacion de
nanoparticulas de 20 nm de didametro [10]. Una de las ventajas
del empleo de AuNPs es la posibilidad de modificar su
superficie con estrategias de funcionalizacion [10].
Generalmente los anticuerpos, como todas las proteinas, pueden
adsorberse a la superficie de las AuNPs por interacciones entre
los residuos de la proteina y los ligandos presentes en la
superficie. De todas formas, para crear una interaccién mas
robusta se busca generar uniones covalentes entre el anticuerpo
y la superficie de la AuNP [10].

La deteccidn se lleva a cabo por un espectrofotometro, un
dispositivo capaz de medir la absorbancia de una muestra, en
este caso, de una suspension de AuNPs [16]. La absorbancia se
define como:

Abs = log,e2 (1)
t

Siendo o la intensidad de luz inicial e I; la intensidad de luz
resultante luego de atravesar la muestra.
Un espectrofotdmetro basico se compone de (Fig. 3):

e Fuente de luz: Generalmente poseen lamparas de
deuterio y tungsteno para cubrir todo el espectro
UV-Visible.

e Colimador: Lente encargado de homogenizar la
trayectoria de los rayos de luz que viajan desde la
fuente de luz al monocromador.

e Monocromador: Generalmente un prisma cuya
funcion es separar espacialmente los haces de luz de
diferente longitud de onda.

e Selector de longitud de onda: Ranura movil que
permite seleccionar la longitud de onda de la luz que
atravesara la muestra.

e Compartimento de la muestra: Espacio destinado
para la colocacién de la cubeta conteniendo la
muestra liquida a analizar.

e Detector: Célula fotoeléctrica que capta los fotones
de la luz no absorbida por la muestra y los convierte
en una sefial eléctrica.

e Pantalla: Visualizador que muestra el valor de
absorbancia calculado por el equipo a partir de los
valores de lpe lyobtenidos por el detector.
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Fig. 3. Esquema general de un espectrofotometro. Adaptado de Filip et al [17]

IV. PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO DEL NANOBIOSENSOR

Los biosensores colorimétricos basados en la agregacion de
AUNPs se valen de las propiedades Unicas que poseen estas
Gltimas. Ademas de poseer una alta relacion
superficie/volumen, alta conductividad eléctrica y ser
facilmente funcionalizables, las AuNPs tienen propiedades
Opticas y espectrales Unicas que les permiten responder éptica
y electroquimicamente a estimulos externos [6].

Al incidir un rayo de luz sobre una nanoparticula de un metal
noble como el oro, los electrones cercanos a la superficie
oscilan [6]. La amplitud de esta oscilacién es maxima a una
determinada longitud de onda, a esta banda se le denomina
plasmén de resonancia superficial (SPR) (Fig. 4B)[6]. Las
caracteristicas de la banda del SPR dependen tanto del diametro
de la nanoparticula como de su forma, el solvente en el que se
encuentre, el ligando que posean en su superficie e incluso de
la proximidad entre las mismas [18].
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Fig. 4. A) Estado de agregacion de AuNPs funcionalizadas con anticuerpos
anti-hCG en ausencia o presencia de la hormona hCG. B) Corrimiento de la
banda del SPR producto de la agregacion de las AuNPs. Adaptado de

Cytodiagnostics [19].
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Una solucion de AuNPs monodispersa emite en el color rojo.
Cuando se da una interaccion entre AuNPs funcionalizadas con
anticuerpos especificos y el analito, en este caso la hormona
hCG, resulta en el agregado y consecuente aumento en la
proximidad de las AuNPs (Fig. 4A)[20]. El agregado de las
AUNPs provoca un corrimiento de la banda correspondiente al
SPR hacia longitudes de onda mayores, pasando a emitir en el
color azul (Fig. 4B) [21]. Este fendmeno puede ser medido por
absorcion de la luz (absorbancia), con la ayuda de un
espectrofotometro [20].

Al desarrollar este tipo de biosensores, es importante
encontrar una relacion éptima de nanoparticula/analito, ya que
el mismo se basa en la interaccidn entre ambos. En caso de tener
un exceso de analito frente a la concentracién de
nanoparticulas, la concentracion de analito podra ser
subestimada, ya que sera menos probable que una misma
molécula de analito sea reconocida por méas de una
nanoparticula. Si en caso contrario se colocan nanoparticulas en
exceso, el reconocimiento del analito por parte de las mismas
se verd enmascarado por la cantidad de nanoparticulas libres
que se encontrardn en el medio. En ambos casos es probable
que no se produzca un corrimiento significativo de la banda del
SPR.

La determinacion de la concentracidn exacta de una muestra
necesita ademas de la construccion de una curva de calibracion.
Para ello se debe probar el biosensor con concentraciones
conocidas de un estandar de hCG y asociar el corrimiento de la
banda del SPR con la concentracidn presente en la muestra.

V. CONCLUSIONES

En los dltimos afos, el uso de biosensores basados en
nanoparticulas de oro ha incrementado, siendo ademas topico
central de numerosas publicaciones cientificas. La gran
versatilidad de estas nanoparticulas y sus propiedades Unicas las
hacen transductores ideales para su empleo en biosensores
colorimétricos basados en agregacion. Estos biosensores se
basan en el corrimiento de la banda correspondiente al plasmon
de resonancia superficial producto del aumento en la
proximidad de las mismas en presencia del analito.

Este tipo de biosensores puede ser utilizado para detectar una
gran variedad de moléculas en muestras biolégicas complejas.
En particular, en este trabajo se utiliza como analito modelo la
hormona hCG. La deteccion de esta hormona en muestras de
orina o suero es fundamental, ya que no solamente se emplea
para deteccion temprana del embarazo, sino que también puede
indicar la presencia de varios tipos de tumores. La hormona
hCG es un importante marcador tumoral que se encuentra
presente en la sangre y orina de pacientes que padecen de
coriocarcinomas, tumores de células germinales, tumores de
préstata o tumores de células de los islotes pancreaticos entre
otros. Un biosensor de este tipo resulta una herramienta de gran
utilidad para el seguimiento del tratamiento de estos pacientes,
pudiendo detectar cambios en la concentracion de la hormona

que permitan determinar el éxito del mismo.
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