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RESUMEN

La enfermedad renal cronica (ERC) es una de las principales causas de mortalidad en
caninos, caracterizandose por generar un dafo progresivo e irreversible en los rifiones, lo
que compromete su capacidad para eliminar desechos y exceso de liquidos en la sangre. El
diagnostico de la ERC generalmente se realiza cuando el paciente ya presenta sintomas
propios de estadios avanzados de la enfermedad. En este punto, se evalian biomarcadores
como la creatinina para confirmar el diagnostico; sin embargo, al momento de su medicion,
la funcion renal ya ha disminuido hasta en un 50% lo cual sefiala la necesidad de métodos
rapidos, portatiles y especificos para un diagnostico temprano. Tradicionalmente, las
enzimas se han utilizado en biosensores para detectar biomarcadores de diferentes
afecciones, pero estas presentan algunas limitaciones importantes, como altos costos,
complejidad de preparacion y desnaturalizacion ante cambios de pH o temperatura. En los
ultimos afios, estas desventajas han motivado el desarrollo de nanomateriales cataliticos
que emulen la actividad enzimatica, dichos materiales se conocen como nanozimas, las
cuales destacan por su bajo costo, alta estabilidad y actividad catalitica especifica. En este
contexto, el presente proyecto tiene como objetivo el sintetizar y evaluar nanozimas de
oxido de vanadio V (V20s) para la deteccion de creatinina en fluido simulado de plasma
canino. De esta forma, se sintetizaron nanohilos (NWs) de V20s que presentaron actividad
catalitica equivalente a la peroxidasa, lo cual fue evidenciado mediante ensayos de
actividad enzimatica variando la concentracion de peroxido de hidrogeno y tiempos de
reaccion; a su vez, se analizaron posibles interferentes y se modularon condiciones de pH y
temperatura. La deteccion colorimétrica se llevd a cabo mediante la reaccion de las
nanozimas con peroxido de hidrogeno generado durante la catdlisis en presencia de o-
dianisidina, obteniéndose un cambio de color proporcional a la concentracion de
creatinina. Los resultados permiten concluir que las nanozimas de V20Os son capaces de
sustituir a las peroxidasas tradicionales en biosensores de creatinina, lo cual ofrece una

alternativa para el diagnostico temprano de ERC en aplicaciones veterinarias.

Palabras clave: Nanozima, ERC, 6xido de vanadio, biosensor colorimétrico, creatinina.
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ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is one of the leading causes of mortality in dogs,
characterized by progressive and irreversible kidney damage that compromises their ability
to eliminate waste and excess fluids from the blood. The diagnosis of CKD is generally
made when the patient already presents symptoms associated with advanced stages of the
disease. At this point, biomarkers such as creatinine are evaluated to confirm the diagnosis;
however, at the time of measurement, kidney function may have already declined by up to
50%, highlighting the need for rapid, portable, and specific methods for early detection.
Traditionally, enzymes have been used in biosensors to detect biomarkers of various
conditions, but they present important limitations, including high cost, complex
preparation, and denaturation under changes in pH or temperature. In recent years, these
disadvantages have motivated the development of catalytic nanomaterials that mimic
enzymatic activity, known as nanozymes, which are distinguished by their low cost, high
stability, and specific catalytic activity. In this context, the present study aimed to
synthesize and evaluate vanadium oxide (V20s) nanozymes for the detection of creatinine
in simulated canine plasma. V:0s nanowires (NWs) were synthesized, demonstrating
catalytic activity equivalent to peroxidase, as evidenced by enzymatic activity assays
varying hydrogen peroxide concentrations and reaction times; potential interferents were
also analyzed, and pH and temperature conditions were modulated. Colorimetric detection
was performed through the reaction of the nanozymes with hydrogen peroxide generated
during catalysis in the presence of o-dianisidine, resulting in a color change proportional to
creatinine concentration. The results indicate that V2Os nanozymes can effectively replace
traditional peroxidases in creatinine biosensors, providing a viable alternative for early

CKD diagnosis in veterinary applications.

Key words: Nanozyme, CKD, vanadium oxide, colorimetric biosensor, creatinine.
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I. INTRODUCCION

La deteccion rapida de biomarcadores es un eje central en el diagndstico; ya que, esta
permite dar tratamientos personalizados y seguimiento de la progresion de diversas
enfermedades. De esta forma, los biosensores, que se pueden definir como dispositivos
analiticos que miden senales bioldgicas, y a su vez, estin compuestos por un elemento de
reconocimiento, el cual tiende a ser bioldgico o biomimetico; y un transductor, el cual es el
encargado de transformar una interaccion bioquimica en una sefial medible y cuantificable,

la cual puede ser Optica, electroquimica o térmica (Yang et al., 2024).

Actualmente el principal elemento de reconocimiento que se utilizaba eran las enzimas
naturales, las cuales son macromoléculas biologicas que fungen como biocatalizadores que
facilitan una gran cantidad de reacciones biolodgicas que ocurren en el organismo; el uso de
estas macromoléculas representa diversas ventajas, como una alta selectividad, alta
especificidad, simplicidad y escalabilidad, con lo cual se logra un monitoreo rapido,
preciso y continuo de analitos. Para el desarrollo de biosensores basados en enzimas, es
necesario realizar una inmovilizacion enzimatica en la superficie del electrodo, para poder
asegurar que el sitio activo sea accesible para el analito y que la deteccion pueda ser
eficiente y precisa; ya que, si se tiene una mala inmovilizacion se ve comprometida la
estabilidad del biosensor a través del tiempo y la reproducibilidad de la deteccion

(Alvarado et al., 2021).

Aunque las enzimas presenten varias ventajas en el desarrollo de biosensores, también
presentan algunas desventajas importantes, como la desnaturalizacion, altos costos,
compleja preparacion, dificultad para reciclar, la rapida perdida de actividad enzimatica
debido a interacciones con la superficie del electrodo, entre otras (Alvarado et al., 2021);
dichas desventajas son grandes limitantes para su aplicacion practica. Con el objetivo de
sobreponerse a estos obstaculos, se ha optado por el desarrollo de enzimas artificiales
consideradas alternativas mas estables y baratas, entre las cuales se encuentran

nanomateriales con actividad catalitica tipo enzimatica (Liang, 2019).
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El término “nanozima” fue acufiado por primera vez por Pasquato, Scrimin y sus
colaboradores en 2004 para describir la reactividad de transfosforilacion de las
nanoparticulas (NPs) de oro funcionalizadas con triazaciclononano. Anteriormente, los
materiales inorganicos eran considerados bioldgicamente inertes; sin embargo, con el
avance de las investigaciones, se ha encontrado que los nanomateriales presentan actividad
que se asemeja al comportamiento de las enzimas naturales. Ademads, €éstos exponen
ventajas tales como bajo costo, compatibilidad con materiales bioldgicos, facilidad para su
produccion en masa, alta estabilidad y actividad cataliticas ajustable; ya que, dependiendo
del tamafio del nanomaterial se tendrd una capacidad catalitica especifica. Las nanozimas
también cuentan con propiedades unicas en lo que respecta a su respuesta fisica hacia
estimulos externos, actividades de imitaciéon de enzimas dependientes del tamafio (forma,
estructura, composicion) y gran area superficial (Liang 2019; Lin, 2018). Gracias a estas
ventajas son ampliamente utilizadas en el desarrollo de biosensores para el diagndstico

médico y monitoreo ambiental.

Dado a su potencial para poder catalizar reacciones bioquimicas especificas y su aplicacion
en biosensores, las nanozimas se han comenzado a utilizar como herramientas en la
deteccion temprana de diversas enfermedades como el cancer o la enfermedad renal
cronica (ERC). Entre los sistemas con mayor potencial de aplicacion se encuentran las
nanozimas basadas en vanadio, ya que al presentar valencias multiples se favorece las rutas
redox relevantes en la catdlisis tipo peroxidasa; actividad que se ha visto en
nanoestructuras tipo nanocables y nanoesferas de 6xido de vanadio V, arreglos que imitan
rutas enzimaticas acopladas y actividades en cascada; este comportamiento permite
utilizarlas en plataformas colorimétricas sensibles y tolerantes a condiciones externas como

pH y temperatura (Ding et al., 2020; Li et al., 2024).

Ahora bien, en medicina veterinaria, la ERC es una de las principales causas de morbilidad
y mortalidad en caninos, afectando principalmente a pacientes geriatricos. Se caracteriza
por un dafio cronico e irreversible en los rifiones, provocando que estos no cumplan
adecuadamente sus funciones vitales, presentando asi una disminucion de la tasa de

filtracion glomerular (TGF), proceso en el cual los rifiones eliminan el exceso de desechos
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y liquidos en la sangre. Conforme se van dafiando y eliminando las nefronas va surgiendo
una sintomatologia propia de la enfermedad, comenzando por la poliuria la cual es
resultado del aumento de la diuresis debido a la disminucion de la capacidad de
concentracion de la orina en el rifidn; al avanzar el estadio de la enfermedad se presentan
sintomas como la anorexia, vomito, diarrea, debilidad y edemas, propios del sindrome
urémico. Diversos factores contribuyen al desarrollo de la ERC, entre los cuales destacan
la presencia de diabetes, enfermedades cardiacas, obesidad, edad, raza, enfermedades
glomerulares, enfermedades autoinmunes, anomalias congénitas, infecciones, hipertension,

entre otros (Pérez et al., 2023; Melo & Barreto, 2024).

En este contexto, se busco desarrollar un biosensor colorimétrico para creatinina utilizando
nanozimas de V20s como alternativa a los métodos de deteccion tradicionales; ya que el
principio de medicién estd basado en la actividad tipo peroxidasa del material sobre
sustratos cromogénicos como la o-dianisidina en presencia de H>O», generado por vias
enzimaticas acopladas a la reaccion del sustrato, produciendo un cambio de color

proporcional a la concentracion del analito.

A. Planteamiento del Problema

El diagnostico de la ERC comienza con la identificacion de los factores de riesgo, los
cuales se clasifican en factores de susceptibilidad, como la edad y raza del paciente; y
factores de iniciacion, es decir, cuando hay presencia de dos o mas enfermedades o
trastornos en el paciente o la exposicion a sustancias nefrotoxicas. Una vez que son
identificados dichos factores es necesario evaluar biomarcadores de funcion renal para
poder conocer la gravedad de la afeccion y que, a su vez, se puedan identificar los factores
de progresion (hipertension, proteinuria, etc.) y de etapa final (anemia, caquexia) (Pérez et
al., 2023; Melo & Barreto, 2024). La creatinina, filtrada por los glomérulos y excretada a
través de la orina en su totalidad, es considerada un biomarcador indirecto de la TFG, ya
que, su concentracion sérica es utilizada para poder evaluar el estadio de los rifiones y

simultdneamente conocer su capacidad de filtracion y excrecion de desechos en el
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organismo. Sin embargo, este biomarcador presenta una limitacion importante: cuando el
médico veterinario decide evaluar este biomarcador en el diagndstico de la enfermedad,
debido a la presencia de los demas sintomas, la funcionalidad de los rifiones ya ha
disminuido en un 50%, razon por la cual se buscan métodos que determinen la
concentracion de creatinina de forma rapida, portatil y asequible para poder fungir como

referente en el diagnostico de la ERC (Melo & Barreto, 2024; Delgado et al.,2024).

Por otro lado, los biosensores basados en enzimas naturales como peroxidasas presentan
limitaciones de estabilidad, dependencia de condiciones de almacenamiento y vida ttil
reducida, lo que compromete su reproducibilidad y aumenta los costos de produccion de
los mismos (Gao et al., 2024). En este contexto y frente a estas limitaciones, las
nanozimas se presentan como una buena alternativa; ya que, permiten el disefio de
materiales que dependiendo de su tamafio o composicién presenten un amplio rango de
actividad catalitica y estabilidad, estas propiedades las posicionan como herramientas

viables en el disefio de dispositivos médicos para la deteccion de este analito (Alvarado et

al., 2021).

B. Justificacion

La salud y el bienestar de los animales de compafia han adquirido gran relevancia en la
actualidad, al grado en el que en distintos sectores sociales se ha observado una sustitucion
simbolica de un hijo por una mascota (Valderrama et al., 2022). Siendo asi que en
diciembre de 2021 el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) publico la
primera Encuesta Nacional de Bienestar Autorreportado (ENBIARE) en la cual se
establecid que en México se cuenta con un total de 80 millones de mascotas, de las cuales
43.8 millones son perros, presentes en el 69.8% de los hogares del pais. Con esto se puede
observar que la constante busqueda del bienestar de las mascotas, en especifico de perros,

es una prioridad para mas de la mitad de las familias mexicanas (Monroy, 2023).

Ahora bien, entre las principales enfermedades que afectan a los caninos se encuentran la

hipoglucemia, la insuficiencia renal cronica, hipocalcemia e hipercalcemia entre otras;
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razén por la cual se busca una deteccion temprana y eficiente de las mismas, con el fin de
mejorar la salud de los pacientes y de igual formar preservar su calidad de vida mediante
diagnosticos rapidos y eficientes. El principal desafio radica en el desarrollo de
tecnologias de deteccion que sean rapidas, selectivas, accesibles, portables y eficientes, sin
necesidad de llevar muestras para andlisis de laboratorio. De esta forma, los biosensores se
presentan como una alternativa prometedora, debido a que son dispositivos que permiten
detectar y cuantificar analitos de interés biologico, traduciendo dicha sefal en una
respuesta que se puede interpretar con mayor facilidad, como un cambio de color o una
diferencia de potencial. Entre sus principales ventajas se pueden observar su alta
sensibilidad, selectividad y reproducibilidad, facilidad de manejo, bajo costo y corto
tiempo de analisis, lo cual los hace versatiles en el control de procesos eficientes ya que
disminuyen los tratamientos clinicos, son faciles de operar y transportar, en ocasiones
pueden ser de multianalisis y permiten obtener resultados en tiempo real (Europe PMC,
2016). Especificamente, los biosensores colorimétricos ofrecen una deteccion portatil
simple para la medicion cuantitativa, siendo esta su mayor ventaja, ya que son sistemas que
ofrecen una deteccion que no requiere de instrumental analitico, entregando resultados en
pocos minutos los cuales pueden ser interpretados por personal no especializado;
adicionalmente, esta clase de sensores representa un bajo costo operacional (Diaz & Cerda,

2015).

Asimismo, la aplicacion de nanozimas de 6xido de vanadio representa una propuesta para
el desarrollo de biosensores mas sensibles y especificos en el diagnostico de la ERC,
debido a que, el vanadio presenta multiples estados de oxidacion y diversas geometrias
moleculares asociadas a la valencia del mismo, asi dando lugar a distintas morfologias con
potencial catalitico; se busca hacer uso de estas propiedades para la creacion de un
biosensor basado en nanozimas de o6xido de vanadio para la deteccion selectiva de
creatinina, y que esto a su vez sirva como un indicador confiable y accesible para el

diagnostico temprano de ERC (Ruiz, 2017).
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II. HIPOTESIS

Las nanozimas de 6xido de vanadio V (V20s) presentan una alta sensibilidad y estabilidad
en la deteccion de perdxido de hidrogeno en comparacion con la enzima peroxidasa de
rabano picante; con lo cual es posible su aplicacion en la deteccion de creatinina, al
acoplarlas con otras enzimas, como la creatininasa, creatinasa y sarcosina oxidasa, en el

desarrollo de biosensores con potenciales aplicaciones en el ambito veterinario.
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III. OBJETIVOS

A. General

Sintetizar y evaluar nanozimas de oxido de vanadio V (V20s) para aplicacion en

biosensores para la deteccion de creatinina en fluido simulado de plasma canino.

B. Especificos

» Sintetizar y caracterizar nanozimas de 6xido de vanadio (V20s) por técnicas
fisicoquimicas (microscopia de transmision de electrones, microscopia
electronica de barrido y espectroscopia Raman).

» Evaluar las nanozimas de 6xido de vanadio para la deteccion de peroxido de
hidrogeno.

= Evaluar los posibles interferentes presentes en la deteccion de creatinina con
nanozimas V;0s.

» Inmovilizar enzimas creatininasa, creatinasa y sarcosina oxidasa sobre papel
Whatman y la evaluacion de la deteccion de peroxido de hidrogeno utilizando

soluciones amortiguadoras y fluido simulado de plasma canino.
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IV. FUNDAMENTACION TEORICA

A. Nanozimas

El término “nanozima” puede definirse como cualquier material de escala nanométrica que
logre catalizar diversas reacciones quimicas que involucren sustratos enzimaticos bajo
condiciones fisiologicas y que estos a su vez sigan la cinética enzimatica (Zhang, Chen, &
Zhao, 2022); el término fue introducido a la literatura por primera vez en 2004 por
Pasquato y Scrimin para describir el caracter catalitico que presentaron nanoparticulas de
oro funcionalizadas con triazaciclonano (Zhang et al., 2025). Luego, en 2007, Yan y
colaboradores observaron la actividad similar a la peroxidasa que presentaban
nanoparticulas de Fe3Os; asi dando pie a su aplicacion en diversos sectores que van desde el

desarrollo de biosensores hasta su uso en terapia para diferentes afecciones, como el cancer

(Zhang et al., 2025).

Clasificacion de nanozimas

La clasificacion de este tipo de material puede depender de diversos factores, por ejemplo:

Por su mecanismo: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas,
ligasas y translocasas (Zhang et al., 2025; Huang, Ren & Qu, 2019)

Por su material: nanozimas basadas en metal (platino, oro, paladio, etc.), nanozimas
basadas en 6xidos o sulfuros de metales (pentéxido de vanadio, oxido de rutenio,
etc.) y nanozimas basadas en carbono (nanotubos de carbono, oxido de grafeno,

etc.) (Wang et al., 2020).

Nanozimas tipo oxidasa

Las enzimas tipo oxidasas estan involucradas en reacciones de tipo oxidacion/reduccion; en
2004 Comott y colaboradores reportaron que las nanoparticulas de oro catalizaban la
reaccion en donde la glucosa se transformaba en gluconato; reportando que estas se
comportaban como la glucosa oxidasa. Este descubrimiento dio pie al estudio de
nanomateriales que tuvieran la capacidad de actuar como oxidasas, destacando los

nanomateriales basados en metales nobles como el cobre, oro, platino, plata e iridio. Cui et

18



1 UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD
ERlr| .
Bt FACULTAD DE INGEMNIERIA

al. Sintetizaron IrNPs de 2.5 nm que catalizaban la oxidacion de 3,3,5,5-tetrametilbencidina
(TMB) para poder generar el producto azul propio del colorante, lo cual abria la posibilidad
de utilizar estas NPs para la deteccion de oxigeno disuelto. En 2014, Tremel y
colaboradores demostraron que MoOs3NPs presentaban una actividad similar al sulfito
oxidasa, ya que los pardmetros cinéticos de las NPs estuvieron dentro del mismo orden de

magnitud que los de la enzima natural (Zhang et al., 2025; Huang et al., 2019).

Nanozimas tipo peroxidasa

Las peroxidasas catalizan la reaccion de oxidacion de los sustratos mediante el consumo de
H>0: o peroxidos orgénicos, la mayoria de estas enzimas son hemoproteinas férricas que
generan el H>O; y especies intermedias de alta valencia, que pueden extraer electrones de
los sustratos estudiados (Zhang et al., 2025). Por estas razones se ha optado por utilizar
nanomateriales a base de hierro para emular la actividad de peroxidasas; ejemplo de esto es
el desarrollo de FesO4NPs que fungian como catalizadores de sustratos como TMB,
diazoaminobenceno (DAB) y o-fenilendiamina (OPD) (Zhang et al., 2025). Sin embargo,
también se ha optado por el uso de materiales basados en carbono, como en el estudio
desarrollado por Qu y colaboradores en donde describen que los grupos —C=0 y —O=CO—
presentes en puntos cudnticos de grafeno, le otorgaban una actividad catalitica parecida a la
de la peroxidasa al material (Huang et al., 2019). Otros materiales que han presentado este
tipo de actividad catalitica son los nanomateriales basados en metales de transicion, como
el vanadio, zinc, molibdeno, entre otros; André y colaboradores demostraron que Vo,OsNWs
catalizaban la oxidacion de los sustratos acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfonico) (ABTS) y TMB, propios de las peroxidasas (Zhang et al., 2025).

Nanozimas tipo catalasa

La catalasa cataliza la descomposicion del H>O> en H,O y O, este tipo de enzima cuenta
con cuatro grupos hemo con hierro los cuales permiten una interaccion fuerte con el
sustrato. Para lograr imitar esta actividad Dan y colegas disefiaron nanoagrupaciones de oro
cargadas con indocaina, presentando una alta afinidad por el H2O: y una actividad similar y
mas alta que la catalasa (Zhang et al., 2025). Otro ejemplo son las CeO>NPs disefnadas por

Pirmohamed, ya que estas podian emular a la catalasa; sin embargo, estas eran
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dependientes del estado redox y que niveles mas altos de Ce** contribuirian a esta actividad

(Huang et al., 2019).

Nanozimas tipo superoxido dismutasa

La enzima superdxido dismutasa cataliza la reaccion de dismutacion del superoxido en Oz y
H>0», sirviendo asi como una defensa antioxidante en el organismo. Estas tienden a ser
metaloproteinasa y se pueden clasificar de acuerdo con el plegamiento proteico que
presenten. Ejemplo de estas son las Cu (OH)2NPs funcionalizadas con glicina sintetizadas
por Korschelt, las cuales al evaluarlas con cloruro de yodonitrotetrazolio se logro
evidenciar su capacidad de descomposicion del Oy”. También se reportd por Mu y colegas
que las nanoflores jerarquicas de NiO presentaban una alta eficiencia en la recoleccion de
02" y en la generacion de Oz, lo cual evidencio una buena actividad enzimatica tipo

superoxido dismutasa (Zhang et al., 2025).

Actividad catalitica en nanozimas

Las nanozimas presentan una actividad catalitica similar a la de las enzimas naturales, es
decir, estas son capaces de incrementar la velocidad de reaccion sin modificar la energia
libre de Gibbs estandar del proceso (Leonardo, 2018). Sin embargo, al igual que las
enzimas naturales, dicha actividad puede verse afectada por factores externos y propiedades

fisicoquimicas del mismo nanomaterial (Huang et al., 2019).

Tamarnio

Muchas propiedades de los nanomateriales son dependientes de su dimension, lo cual es
considerado como un efecto de tamafio (Huang et al., 2019). En general, los nanomateriales
con menor tamafio presentan una mayor relacion superficie/volumen, lo cual le otorga una
mayor cantidad de sitios activos a la nanozima, asi facilitando las interacciones con sus
correspondientes sustratos (Wang et al.,, 2020). Por ejemplo, Yang, et al. evaluaron
nanoparticulas de Fe3O4 de 30, 150 y 300 nm, reportando que las de 30 nm presentaban la
mayor actividad de tipo peroxidasa, mientras que las de 300 nm presentaban la menor
actividad catalitica. De igual forma, Fan et al. evaluaron diferentes tamafios (13, 20, 30 y 50

nm) de AuNPs, en donde observaron que la actividad catalitica del material disminuia
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conforme aumentaba el tamafio de este (Huang et al., 2019). Comportamientos similares se
han reportado en nanozimas basadas en metal y en 6xidos de metales; sin embargo, en
algunos casos nanomateriales de mayor tamafio también han presentado una mejor
actividad catalitica, esto se debe a la presencia de un mayor nimero de iones metalicos y
valencias mas adecuadas para el comportamiento enzimatico necesario en la catalisis

(Wang et al., 2020).

Morfologia y planos cristalograficos

Las diferentes morfologias y planos cristalograficos de los nanomateriales presentan
variaciones en las cantidades de enlaces incompletos y en la disposicion atomica, lo cual
influye en la selectividad y reactividad de las nanozimas (Wang et al.,, 2020). Se ha
reportado que varios nanomateriales basados en metales, 6xidos metalicos y aleaciones
presentan actividades cataliticas inherentes asociadas a su morfologia y a la exposicion de
planos cristalinos especificos; ejemplo de esto son las nanozimas de Fe3Os con forma
octaédrica truncada y esférica estudiadas por Pathak y colaboradores, quienes observaron
que las nanoparticulas octaédricas truncadas presentaban una mayor capacidad catalitica en
comparacion con las esféricas, esto se lo atribuyeron a la diferencia en las facetas de

energia superficial de las mismas (Huang et al., 2019).

Modificacion superficial

La mayoria de las reacciones tienen lugar en la superficie de la nanozima, razon por la cual
recubrimientos adicionales de la superficie o modificaciones de esta generaran un ajuste en
la actividad catalitica, dependiendo de los cambios en la carga superficial, la exposicion de
los sitios activos y el microambiente. La modificacion superficial actia de dos formas,
como agente estabilizador en la sintesis del nanomaterial y proporcionando un sitio de
reaccion para un mayor acoplamiento de grupos funcionales, asi siendo posible controlar la
interaccion del nanomaterial con el sustrato, lo cual regula la actividad catalitica de la
nanozima (Wang et al., 2020). Por ejemplo, AuNPs modificadas con citrato presentan un
comportamiento parecido a la glucosa oxidasa, mientras que las AuNPs modificadas con

cisteina emulan el comportamiento de las peroxidasas (Huang et al., 2019).
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Composicion

La modificacion de la composicion estructural de las nanozimas permite ajustar la actividad
catalitica, esto se logra haciendo uso de métodos de dopaje o aleacion. De esta forma, la
sintesis de nanocompdsitos bi- o multimetalicos mejora el desempefio catalitico de la
nanozima (Huang et al., 2019); una de las estrategias cominmente utilizadas es dopar a
materiales con menor actividad catalitica, como el oro o plata, con nanomateriales que
presentan una mayor actividad, como el iridio, para que de esta forma se pueda mejorar las

actividades enzimaticas sin necesidad de recubrimientos adicionales (Wang et al., 2020).

pH y temperatura

El pH y temperatura en el que se encuentre la nanozima puede afectar directamente la
actividad catalitica de la nanozima; por ejemplo, en ambientes acidos las AuNPs pueden
presentar un comportamiento de tipo peroxidasa, mientras que en ambientes basicos o
neutros estas presentan una actividad de tipo catalasa o superoxido dismutasa (Huang et al.,

2019).

lones

Se ha demostrado que los iones pueden fungir como moduladores en la regularizacion de
las propiedades cataliticas de las nanozimas; ya que, pueden activar o inhibir la actividad de
estas; por ejemplo, los iones Hg*", Pb?" y Bi*" pueden estimular la capacidad catalitica de
las AuNPs recubiertas con citrato, esto se debe a que el citrato puede reducir a estos iones
metélicos a su metal’ correspondiente. Y debido a la alta afinidad entre la superficie de las
NPs y el metal’, el metal reducido puede adsorberse en la superficie de estas provocando un
cambio de las propiedades superficiales, como el comportamiento tipo peroxidasa de las

AuNPs (Huang et al., 2019).

B. Nanoestructuras V205

El vanadio es un metal ampliamente distribuido en la naturaleza, es un elemento quimico
de nimero atomico 23 y sus principales estados de oxidacion son +2, +3, +4 y +5. El 6xido

de vanadio V (V20s) es un 6xido de transicion acido que presenta un color anaranjado con
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una ligera solubilidad en agua. Este se puede disolver en hidroxido de sodio para generar
soluciones incoloras. Presenta una capacidad para alternar en estados de oxidacion
(V**/V#) y alojar vacantes de oxigeno (V_0O), lo cual le permite habilitar rutas cataliticas
tipo peroxidasa con alta eficiencia (Ko et al., 2022). En este 6xido los iones vanadio se
presentan como octaedros distorsionados, y la estructura general del 6xido estd constituida
por bipiramides triangulares VOs distorsionadas, ya que se forman pirdmides con cada

atomo de vanadio y sus 5 vecinos mas cercanos (Curia, 2010).

Figura 1. Estructura cristalina ortorrombica del V:Os, mostrando los iones de oxigeno (O?) en purpuray de
vanadio (V*') en gris. Recuperado de Materials Project (mp-1970) (Materials Project, 2023)

Morfologia y planos cristalograficos

La actividad catalitica de las nanoestructuras basadas en 6xido de vanadio (V:0s) esta
determinada por su morfologia y por los planos cristalograficos expuestos durante su
sintesis. Diversos estudios han demostrado que los planos (010) y (001) presentan la mayor
reactividad, producto de la coordinacion insaturada de los atomos de vanadio en la
superficie, lo que genera sitios cataliticos altamente activos para la interaccion con H20: y
otros sustratos cromogénicos (Ghosh et al., 2020). En este contexto, la morfologia controla
qué planos quedan disponibles y su eficiencia catalitica. Los nanopalillos (VSP) exhiben la
mayor actividad peroxidasa y glutation peroxidasa, con una alta afinidad por el H0:
incluso en concentraciones bajas. Los nanohilos (VNW) presentan una actividad
intermedia, favorecida por su estructura unidimensional, la cual facilita el transporte de

electrones, mientras que los nanosheets (VSN) y nanoflores (VFN) muestran una menor
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eficiencia catalitica al necesitar concentraciones mas altas de H.O: para logara alcanzar la

saturacion (Wang et al., 2020).

Morfologia

de V205

Planos

expuestos

Actividad
catalitica

Ventajas

Limitaciones

Actividad Buena estabilidad, | Menor actividad

intermedia en facil sintesis, comparado con
Nanohilos (001) reduccién de estructura 1D que | nanopalillos.
(VNW) H-02y facilita el

oxidacién de transporte de

sustratos. electrones.

Mayor actividad | Alta eficiencia Sintesis mas

catalitica tipo catalitica; mayor compleja, posible
Nespafilos (010) y perox@c,iasa y reactividad e'n, ‘ agregacion.
(VSP) (001) gluta‘qon planos (Q 1 0); util

peroxidasa. en condiciones de

baja concentracion
de H205..

Actividad mas Gran area Baja actividad

baja; requieren superficial. catalitica; poco
Nanosheets (010)y mayor sensibles en
(VSN) (001) concentracion de detecciones de

H-0: para bajas

saturacion. concentraciones.

Actividad menor | Morfologia 3D. Baja actividad

(010)y iy
Nanoflores (001) que VSPy catalitica en
(VFN) . VNW. comparacion con
combinadas .
otras morfologias.

Tabla 1. Cuadro comparativo de morfologias de V20s como nanozimas (Wang et al., 2020).

C. Biosensor

Los biosensores son dispositivos analiticos que miden sefiales biologicas y las convierten
en sefales eléctricas, Opticas o térmicas (Chadha et al., 2022). De acuerdo con la [UPAC,
el término biosensor se reserva para definir un dispositivo analitico que incorpora un
elemento bioldgico, o biomimético, intimamente asociado con un transductor
fisicoquimico, que en presencia del analito produce una sefal eléctrica discreta o de
caracter continuo, proporcional a la cantidad presente del mismo (IUPAC, 2019). El

bioquimico estadounidense LL Clark fue el inventor del primer biosensor en 1956 para
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poder detectar el porcentaje de oxigeno en la sangre; sin embargo, fue hasta el ano 1977
donde se utilizd por primera vez el termino biosensor por Cammann en donde lo define
como un dispositivo analitico compuesto por un biorreceptor, el cual es un elemento
biologico que reacciona especificamente con la molécula de interés para poder producir
una senal medible, puede ser una célula, enzima, anticuerpo, ADN, entre otros; un
transductor, es decir, el componente encargado de traducir la sefial observada en una salida
util; y un amplificador, que como su nombre lo indica, es el encargado de amplificar y

procesar la sefial final (Chadha et al., 2022; Malik et al., 2023).

. — ‘ Anticuerpos
v
. ‘\“_/ Aptameros Electroquimico
" Ly
° Células Optico
A w8 Enzimas Pizoeléctrico
) S| AonARN

Analito Biorreceptor Transductor Senal

Figura 2. Esquema general del funcionamiento de un biosensor, mostrando las etapas de reconocimiento molecular
(analito—biorreceptor), transduccion y generacion de seiial.

Las principales caracteristicas con las que cuentan los biosensores son su selectividad para
que el dispositivo pueda detectar el analito deseado en muestras que contengan
interferentes; su reproducibilidad, es decir, la capacidad que tienen para poder reproducir
los mismos resultados en experimentos duplicados, lo cual a su vez les brindan una alta
exactitud y precision, asi generando que el dispositivo sea fiable para su uso; otra
caracteristica de gran peso en la elaboracion de biosensores es la estabilidad del mismo, es
decir, que este mantenga su eficiencia sin importar el paso del tiempo o que estos no

dependan de condiciones externas como la temperatura o medios de transporte (Malik et
al., 2023).

25



| UNIVERSIDAD AUTONCOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE INGENIERIA

Los biosensores se pueden clasificar de acuerdo con su sistema de deteccion, transductor,
tecnologia y biorreceptores. Como se menciond, estos dispositivos destacan debido a que
son herramientas analiticas con alta especificidad, alta sensibilidad y capacidad de
respuesta que conduce a un corto tiempo de analisis, ademas de tener la capacidad de
trabajar en tiempo real y ser de bajo costo. Debido a su alto potencial de aplicacion la
demanda de estos ha incrementado exponencialmente, razén por la cual la nanotecnologia
ha logrado fungir como una herramienta de gran valor en el desarrollo de biosensores; ya
que, al introducir nanomateriales se obtiene una via prometedora para la mejora de estos
dispositivos; debido al aprovechamiento de propiedades y caracteristicas de los elementos

en nanoescala, como su gran area superficial, entre otros (Malik et al., 2023).

Estos dispositivos cuentan con una gran gama de aplicaciones, como la gestion de
residuos, la monitorizacion de la salud, la experimentacion en el sector agricola, ciencia
forense, pruebas de control de calidad, diagnoéstico de enfermedades, deteccion de

patdgenos y virales, entre otros. (Abid, 2021; Malik et al., 2023).

Clasificacion

De acuerdo con el biorreceptor

Los biosensores se clasifican en cataliticos o no cataliticos; en el primero la interaccion
analito-biorreceptor da como resultado un nuevo producto de reacciéon bioquimica
(biosensores basados en enzimas y células completas); mientras que en el biosensor no
catalitico el analito se una al receptor de forma irreversible y durante la interaccion entre
ambos no se genera ningin nuevo producto de reaccion (biosensores basados en

anticuerpos y acidos nucleicos) (Naresh & Lee, 2021).

Biosensores basados en enzimas

Este tipo de biosensores se basan en la reaccion catalitica de las enzimas y la capacidad
de unidn para lograr la deteccion del analito. Existen diversos mecanismos para la
deteccion de este: cuando el analito es metabolizado por la enzima, cuando la enzima es
inhibida o activada por la unién con el analito, y cuando se presenta una alteracion de las

caracteristicas de la enzima (Naresh & Lee, 2021).
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Biosensores basados en anticuerpos

Los anticuerpos son elementos de biorreconocimiento con fuertes interacciones
antigeno-anticuerpo. Los biosensores que cuentan con un anticuerpo integrado como
ligando o que funcionan con la interaccién anticuerpo-antigeno son denominados
inmunosensores; los cuales se pueden subclasificar como marcados y no marcados. En
donde el primero de ellos necesita de una etiqueta detectable para poder evaluar su
sensibilidad; mientras que en el inmunosensor no marcado se determina especificamente
el complejo antigeno-anticuerpo estimando los cambios fisicos generados por el

desarrollo del mismo complejo (Naresh & Lee, 2021).

Biosensores basados en aptameros
Los aptameros son acidos nucleicos sintéticos que se unen selectivamente a moléculas
diana y se pueden plegar en estructuras 2D o 3D, en donde los objetivos presentan un

alto rendimiento de union debido a una densidad superficial mayor y a un menor

bloqueo espacial (Naresh & Lee, 2021).

Biosensores basados en células

Este tipo de biosensores hacen uso de microbios como bacterias, algas, hongos y virus;
son autorreplicantes y pueden generar elementos de reconocimiento como anticuerpos

sin la necesidad de realizar métodos de extraccion o purificacion (Naresh & Lee, 2021).

De acuerdo con el transductor

Biosensores electroquimicos

En este biosensor se presenta una reaccion electroquimica en la superficie del
transductor, generando sefiales electroquimicas detectables en términos de voltaje,
corriente, impedancia y capacitancia (Naresh & Lee, 2021). Estos a su vez se clasifican

en conductimétricos, potenciométricos, amperométricos ¢ impedimétricos (Inshyna et

al., 2020).

Biosensores opticos

El principio de funcionamiento de este tipo de biosensor es la generacion de senales

proporcionales a la concentracion del analito; en donde el proceso de transduccion
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propicia un cambio en la absorcion, transmision, polarizacion y reflexion de la luz, como
respuesta a cambios fisicos o quimicos creados por los biorreceptores (Inshyna et al.,
2020). Estos a su vez, se clasifican como biosensores basados en etiquetas o sin
etiquetas; los primeros hacen referencia a cuando la sefial Optica se genera haciendo uso
de métodos colorimétricos de fluorescencia o luminiscencia; mientras que en los
biosensores Opticos sin etiqueta la sefial es producida por la interaccion del analito con el

transductor (Naresh & Lee, 2021).

Biosensores gravimétricos

Estos responden a cambios en la masa en el material de union en la superficie, y hacen
uso de cristales de cuarzo piezoeléctricos, para poder cuantificar la medicion; algunos
ejemplos de estos son los biosensores piezoeléctricos, la microbalanza de cristal de

cuarzo y los magnetoelasticos (Naresh & Lee, 2021).

Biosensores térmicos

En este tipo de biosensor se mide la energia térmica absorbida o liberada durante la
reaccion; es decir, miden el cambio de calor, el cual es monitoreado para poder
determinar el grado de reaccion o la dindmica estructural de las biomoléculas (Naresh &

Lee, 2021).

Nanobiosensores

El principio de funcionamiento de los nanobiosensores es simular al de los biosensores de

tamafio macro y micro, teniendo como principal diferencia el uso de componentes a

nanoescala, dentro de los cuales destacan las siguientes estructuras (Naresh & Lee, 2021).:

Nanoparticulas: Utilizadas en el desarrollo de biosensores para diagnoéstico,
imagenologia y administracion de farmacos.

Puntos cuanticos: Alternativa al uso de fluor6foros en los biosensores Opticos.
Nanocables: Crean detectores sensibles y selectivos de eventos de unidon biologica,
presentando caracteristicas Opticas y eléctricas reproducibles.

Nanobarras: Aplicadas como modificadores electroquimicos en procesos

especificos.
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Nanotubos de carbono: Utilizados en biosensores para diagnoéstico, ingenieria de
tejidos, etiquetado celular y administracion de farmacos.
Dendrimeros: Morfologia que otorga gran area superficial a macromoléculas

tridimensionales.

D. Biosensores colorimétricos

Como se mencion6 anteriormente, los biosensores pueden clasificarse dependiendo de su
método de transduccion de la sefal medida, teniendo biosensores electroquimicos, opticos
y gravimétricos, entre otros. En particular, los biosensores Opticos analizan la sefial
generada en el proceso de reconocimiento, y una vez que esta pasa por el transductor, la
sefal se transforma en datos legibles para poder realizar una deteccion cuantitativa del
analito. Los principales ejemplos de este tipo de dispositivos son los biosensores de
fluorescencia, colorimétricos, quimioluminiscentes y los biosensores de resonancia de

plasmon superficial (Yang et al., 2024; Zhu et al., 2021).

Entre estos, los biosensores colorimétricos ofrecen una serie de ventajas favorables en
comparacion con los demds biosensores Opticos, como la deteccion rapida y en tiempo
real, portabilidad, rentabilidad y facilidad de uso; lo cual amplia sus posibles aplicaciones
practicas. En este tipo de biosensores, las enzimas juegan un papel sumamente importante;
ya que, estas son el componente encargado de identificar el analito y transferir los
electrones presentes en el sustrato, para asi catalizar la reaccion responsable de generar los
cambios en la sefial optica. De acuerdo con lo expuesto previamente, las nanozimas han
surgido como una solucion a las limitantes que presentan las enzimas naturales; ya que,
estas emulan su comportamiento, un ejemplo especifico de esto son las nanozimas basadas
en hierro, vanadio o carbono que imitan la actividad de la peroxidasa; o las nanoparticulas
de oro, cobre, platino o triéxido de molibdeno que emulan a la oxidasa; ademas de
presentar este tipo de actividad, también logran oxidar los sustratos incoloros a uno
coloreado, para que asi se pueda realizar una deteccion visual. Gracias a estas

caracteristicas, los sensores colorimétricos se han utilizado para la deteccion rapida de
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diversos analitos como proteinas, ADN, cationes metalicos, virus y diversas moléculas de

tamafios pequefios (Yang et al., 2024; Zhu et al., 2021; Quintero et al., 2024).

La colorimetria es un método de deteccion bioquimica, la cual se basa en la reaccion
cromogénica de los compuestos coloreados. Esta técnica se divide en colorimetria visual,
que depende de la percepcion directa de cambios de color, aunque presenta limitaciones en
precision; y colorimetria fotoeléctrica, la cual hace uso de equipos como el colorimetro
fotoeléctrico y el espectrofotometro, los cuales presentan una mayor sensibilidad a la
resolucion del cambio de color de la concentracion del analito (Madera et al., 2023; Rivas,
2024). El principio por el cual se basa esta técnica de deteccion sefiala que los cromoéforos
son componentes esenciales para uso de la misma. Los cromé6foros son moléculas que se
encuentran presentes en un material, estos son los encargados de absorber longitudes de
onda especificas de la luz visible, lo cual le da una coloracién especifica al material; estos
también son los responsables de los cambios de geometria o densidad electronica una vez
que el material se encontrd en un proceso de excitacion (Madera et al., 2023; Rivas, 2024;

Bucio & Rosales, 2024).

Ahora bien, la colorimetria es una técnica que se apoya directamente en la
espectrofotometria, la cual es la técnica de medicién de la interaccion de la luz con la
materia. En particular, la espectrofotometria se encarga del analisis cuantitativo de los
espectros de absorcidon o emision relativa presentes a diferentes longitudes de onda, para
asi poder determinar las cantidades absolutas o relativas de los compuestos presentes en la

muestra (Madera et al., 2023; Bucio & Rosales, 2024).

E. Creatinina

La creatinina es producto de la deshidratacion interna espontdnea, irreversible y no
enzimatica de la creatina y la desfosforilacion del fosfato de creatina. Es altamente soluble
en agua. La creatina y la creatinina se originan principalmente de la biosintesis de los
aminodcidos glicina, arginina y metionina, y en parte del suministro alimentario (Braun,

2003). La conversion a creatinina se produce a un ritmo casi constante y afecta
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aproximadamente al 2% del total de creatina corporal al dia. Una vez que llega al torrente
sanguineo, la creatinina se filtra libremente por los glomérulos y no se reabsorbe ni se
secreta de manera significativa por los tibulos renales (International Renal Interest Society,
s.f.). La concentraciéon de esta molécula en plasma o suero sanguineo se utiliza para
interpretar la eliminacion renal del cuerpo; cuando la funcidn renal disminuye se produce
hipercreatininemia, es decir, se presenta un aumento en la concentracion de creatinina en la
sangre (International Renal Interest Society, s.f.). Los niveles de creatinina se pueden ver
afectados por el consumo de ciertos medicamentos o la presencia de enfermedades.
Niveles anormales de creatinina pueden indicar deshidratacion, infeccion renal,
insuficiencia renal, lesion toxica a los rifiones, bloqueo urinario, shock o enfermedades

cardiacas graves (Glencoe Animal Hospital and Kenne, 2019).

En este contexto, la creatinina es utilizada como un parametro bioquimico confiable para el
diagnéstico de la ERC; ya que, el valor de esta, medido en sangre o plasma sanguineo,
constituye la base para poder establecer el estadio de la enfermedad, y permiten la
clasificacion del grado de disfuncion renal, para poder orientar el tratamiento y mejorar
tanto la calidad de vida del paciente como los prondsticos de este (International Renal

Interest Society, 2023).

En el estadio 1, los valores de creatinina se mantienen dentro de un rango normal (<1.4
mg/dL), la deteccion temprana en esta fase depende de otros sintomas como la proteinuria o
la densidad urinaria inadecuada. En el estadio 2, los pacientes presentan una azotemia leve,
con valores de creatinina ligeramente elevados (1.4-2.8 mg/dL). En el estadio 3, la
azotemia es moderada y los signos clinicos propios de la enfermedad comienzan a ser
evidentes, teniendo una concentracion de creatinina de 2.5-5 mg/dL. Finalmente, en el
estadio 4 se presenta una azotemia grave con un mayor riesgo de signos clinicos sistémicos
y crisis urémicas, con concentraciones de creatinina mayores a 5 mg/dL; comprometiendo
asi el prondstico de la evolucién de la enfermedad (International Renal Interest Society,

2023).
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F. Biosensores colorimétricos de creatinina

El término biomarcador, también denominado marcador biologico, se refiere a signos
médicos que pueden medirse de manera precisa y reproducible, a diferencia de los
sintomas, que corresponden a percepciones subjetivas del paciente sobre su estado de salud
o enfermedad (Strimbu, 2010). En términos mas especificos, un biomarcador se ha definido
como una alteracion bioquimica, molecular o celular cuantificable en diferentes medios
biologicos, como tejidos, células o fluidos corporales (Agnifilli, 2015). En este contexto, la
creatinina es uno de los biomarcadores mas utilizados en la practica clinica para la
evaluacion de la funcién renal, principalmente en el diagnostico y monitoreo de la ERC
(International Renal Interest Society, 2023). Los biosensores colorimétricos presentan
diversas ventajas debido a su simplicidad, facilidad de operacion y rapidez de andlisis. Su
principio basico parte de la monitorizacion de un cambio de color correlacionado con la

concentracion del biomarcador de interés (Khan et al., 2023).

Tarim & Tekin (2024) desarrollaron un sistema miniaturizado con elementos calefactores
integrados, el cual funciona bajo el método Jaffe en donde se genera un color amarillo
anaranjado cuando la creatinina reacciona con acido picrico en una solucion alcalina. El
sistema en donde se realizaron los andlisis fue fabricado con filamento negro de acido
polilactico y elementos Peltier para mantener una temperatura constante; dichos analisis se
realizaron en suero presentando un limite de deteccion de 0.4 mg/dL y un limite de

cuantificacion de 1.3 mg/dL.

Das et al. (2024) desarrollaron un biosensor basado en la pasivacion superficial de
nanoparticulas de oro conjugadas con un aptamero especifico para la creatinina, en el cual
la union selectiva de la creatinina al aptdmero generaba una disminucion de la actividad
catalitica de las nanoparticulas en la reduccion del 4-nitrofenol (amarillo) a 4-aminofenol
(incoloro) para generar la sefial colorimétrica. El limite de deteccion del biosensor fue de

0.87 mM.

Karakuzu et al. (2022) desarrollaron una plataforma electromecénica tipo lab-on-a-chip

para la deteccion de creatinina mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
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(ELISA) colorimétrico. La plataforma estaba compuesta por un chip de microdepositos,
una barra agitadora recubierta con anticuerpos para la creatinina y un teléfono inteligente
para la deteccion del color generado mediante los protocolos ELISA. El limite de deteccion
que presentd la plataforma fue de 1 y 2 mg/dL en buffer de fosfato salino y suero fetal

bovino respectivamente; cada medicion tardaba aproximadamente 50 minutos.

Feng et al. (2020) desarrollaron un biosensor basado en nanoparticulas de oro y sondas
peptidicas con afinidades especificas por la creatinina, monitoreando visualmente la
concentracion del analito al presentarse cambios de color purpura-rojo; con un limite de

deteccion de 0.346 ppm.

Guan et al. (2024) construyeron un sensor de fluorescencia y colorimétrico de doble sefial
mediante la encapsulaciéon in situ de puntos cudnticos de CdTe y la modificacion
postsintética de piridina-2-carboxaldehido (2-PC) para la deteccion de creatinina en sangre,

presentando un limite de deteccion de 2.48 nM y 1.78 uM respectivamente.

Chhillar et al. (2023) fabricaron nanocompuestos de Zn 2" /nanoparticulas de oro para la

deteccion colorimétrica de creatinina con un limite de deteccion de 2 pg/mL.

Sivasankaran et al. (2018) desarrollaron un biosensor basado en nanoparticulas de cobre

estabilizadas con L-cisteina monitoreando la reducciéon de intensidad del plasmon

superficial localizado mediante espectrofotometria UV-Visible, teniendo como limite de

deteccion 4,54 x 10710 M.

Principio de Tipode  Limite de Ventajas Desventajas Referencia
deteccion muestra | deteccion
Meétodo  Jaffe | Suero 0.4 mg/dL | Portable, Interferencias Tarim &
miniaturizado | sanguineo control quimicas Tekin
con PLA negro térmico (glucosa, 4acido | (2024)
y  elementos estable. ascorbico),
Peltier. dependencia de
camara
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smartphone,

rango limitado

AuNPs + | Orina 0.87 mM Deteccion a | Aptameros poco | Das et al.
aptamero. simple estables, (2024)
vista, sensible a pH y
rapida, iones.
buena
selectividad
Plataforma PBS 1  mg/dL | Alta 50 min por | Karakuzu
lab-on-a-chip | suero (PBS) especificida | medicion, et al.
con ELISA | fetal 2 mg/dL |d costoso de | (2022)
colorimétrico; | bovino (suero fetal | (anticuerpos | fabricar,
chip de bovino) ), requiere
microdepositos integracién | anticuerpos
+ barra con con estables.
anticuerpos. smartphone.
AuNPs + | Orina 0.346 ppm | Alta Sintesis de | Feng et al.
peéptidos. selectividad | péptidos (2020)
(péptidos costosa,
especificos) | agregacion
, observable | sensible a
a simple | condiciones
vista. externas.
Sensor  dual | Sangre 248 nM | Alta Posible Guan et al.
(fluorescencia/ (fluoresc.) | sensibilidad | toxicidad de | (2021)
colorimetria) 1.78  uM |, doble | CdTe,
con puntos (colorim.) | sefial complejidad de
cuanticos CdTe aumenta sintesis,  poco
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+ 2-PC. confiabilida | portable.
d.

Zn?"/AuNPs. Orina 2 nug/mL Método Menor Chhillar et
sencillo, sensibilidad que | al. (2020)
economico, | otros sistemas,
visible a | limitado a
0jo. rangos altos.

CuNPs + L- | Suero 4.54 x | Sensibilidad | Posible Sivasankar

cisteina. sanguineo | 107°M ultrabaja, inestabilidad de | an et al.

y orina método CuNPs, riesgo | (2020)
robusto. de  oxidacion,
requiere
espectrofotometr
o UV-Vis.

Tabla 2. Principales biosensores colorimétricos reportados para la deteccion de creatinina: principios de deteccion, tipo
de muestra, limite de deteccion, ventajas, desventajas y referencias.

G. Método enzimatico para deteccion de creatinina

Hoy en dia uno de los principales métodos utilizados en laboratorios clinicos para la
deteccion de creatinina es el método enzimatico, esto se debe a que presenta una mayor
especificidad, exactitud y precision que otros métodos como los colorimétricos o de
referencia. Este método se basa en la hidrolisis de la creatinina por medio de la
creatininasa, posteriormente la creatina producida se hidroliza a sarcosina y urea por medio
de la creatininasa; la sarcosina resultante de dicha reaccion es oxidada por la enzima
sarcosina oxidasa produciendo glicina, formaldehido y peroxido de hidrogeno (Perazzi &
Angerosa, 2011). El peroxido de hidrogeno, en presencia de la peroxidasa, oxida a la o-
dianisidina, generando un croméforo a 440 nm; lo cual da como resultado una

cuantificacion de la concentracion de creatinina en la muestra estudiada (Sanhueza, 2024).
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L. Creatininasa .
Creatinina + H,0 — > (Creatina

. Creatinasa .
Creatina + HO —— Sarcosina + Urea

Sarcosina—0xidasa

Sarcosina + 0, + H,0 Formaldehido + Glicina + H,0,

Peroxidasa
H,0, + o-Dianisidina (reducida) — o-Dianisidina (oxidada) + 2H,0,

Figura 3. Estructura método enzimatico para la determinacion de creatinina en suero sanguineo y
determinacion colorimétrica con o-Dianisidina

H. Peroxidasa de Rabano Picante

Las peroxidasas son enzimas oxidorreductasas que hacen uso de peroxidos, de hidrogeno u
organicos, como agentes oxidantes; estas ayudan a evitar el dafio oxidativo celular, el cual
es generado por el peroxido de hidrogeno y sus subproductos de descomposicion (Morales,
2020; Garcia, 2023). La peroxidasa del rabano picante (HPR) es una de las peroxidasas mas
estudiadas, y como su nombre lo indica, esta se obtiene de la raiz del rabano; cuenta con
varias isoenzimas, de las cuales la més utilizada es la tipo C, la cual presenta un centro
metalico del grupo hemo, su atomo de hierro estd ubicado en el medio de un anillo de

porfirina y otro centro metalico que cuenta con dos dtomos de calcio (Garcia, 2023).

El ciclo catalitico de las peroxidasas es descrito por el mecanismo de Dunford, el cual
describe que cuando la enzima en reposo (E) reacciona con el perdxido de hidrogeno forma
un compuesto altamente oxidante A (Ea); posterior a esto Ea se reduce debido a un sustrato
reductor S, en dos etapas secuenciales: durante la primera de ellas un electrén de S reduce a
Ea en Eg, lo cual esto a su vez va generar un radical de S, y otro electron de S regresa a Eg
a su forma nativa E, lo cual completa el ciclo catalitico. Es importante sefialar que si se
encuentran concentraciones altas de perdxido Ep puede reaccionar con este exceso de
peroxido y originar una forma inactiva de Ec, la cual gracias a la conversion del peroxido

en agua y oxigeno este vuelve a su forma en reposo E (Morales, 2020; Garcia, 2023).
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Componente [ Enzima ferrosa

. H,0
QOOH e H

Estado fundamental

Ciclo i
peroxidasa ofilc‘l:cll%a / 02

Componente I1 Componente I11
HOOH e
e-’ Hq ‘0 .
\ >
H,0

Figura 4. Ciclo de la reaccion de oxido-reduccion de la peroxidasa del rabano picante
(Figura recuperada de Garcia, 2023).

I. Suero Sanguineo

La sangre es un fluido que fluye por el sistema circulatorio y cuyo objetivo es repartir
oxigeno y nutrientes a las células, asi como transportar los desechos. Sus principales
componentes son los globulos (rojos y blancos), plaquetas y el plasma, el componente
liquido de la sangre (Latham, 2021). El suero es el liquido que se obtiene de la sangre
cuando ésta deja coagularse luego de su extraccion. Se utiliza en una serie de ensayos
clinicos y bioquimicos. El suero sanguineo es principalmente agua que se disuelve con
proteinas, hormonas, minerales y dioxido de carbono. Es una fuente muy importante de
electrolitos. La principal diferencia entre la sangre y el plasma es la presencia de
coagulantes. El plasma aun conserva coagulantes, mientras que el suero es la parte de la

sangre que queda después de quitar estos componentes (Latham, 2021).
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El perfil bioquimico sanguineo canino consta de enzimas como la alanina aminotransferasa
(ALT/GPT), aspartato aminotransferasa (AST/GOT), fosfatasa alcalina (ALP); proteinas
séricas como la albumina y las globulinas, y otros elementos como el acido urico,

colesterol, glucosa, creatinina, urea; e iones de calcio, fosforo, potasio, sodio y cloro, entre

otros (Santillana, 2021).

Analito Unidades Perro
Glucosa mmol/L 3.38-3.68
Urea mmol/L 2.09-7.91
Creatinina mmol/L <126
Colesterol mmol/L 2.85-7.76
Bilirrubina mmol/L <5.16
ALT U/L <70
AST U/L <55
Fosfatasa alcalina U/L <189
GGT (gamma-glutamil U/L <6
transferasa)
Creatina cinasa (CK) U/L <213
Proteinas totales g/L 56.6-74.8
Albumina g/L 29.1-39.7
Globulinas g/L 23.5-39.1
Calcio mmol/L 2.27-2.91
Fosforo mmol/L 0.75-1.70
Potasio mmol/L 3.82-5.34
Sodio mmol/L 141-153
Cloro mmol/L 108-117
Bicarbonato mmol/L 17-25
Ac: Grasos no voldtiles mmol/L 12-24

Tabla 3. Valores de bioquimica sanguinea de referencia en caninos (Santillana, 2021).
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J. Anatomia y Fisiologia renal

En los caninos los rifiones estan ubicados en la cavidad abdominal, situados a cada lado de
la columna vertebral; estos presentan una forma de frijol y un color rojo oscuro, el cual es
producto de un alto flujo sanguineo; cada rifién cuenta con un tejido conectivo que sirve
como un soporte estructural y que a su vez le brinda proteccion al érgano. La parte mas
externa del rifidon recibe el nombre de corteza renal, lugar en donde se ubican las nefronas;
finalmente en la region interna, se encuentra la medula, la cual estd compuesta por
piramides renales en donde se recolecta la orina para su posterior excrecion (Delgado et al.,
2024). Los rifiones son los encargados de mantener la homeostasis organica, esto se logra
mediante diversas funciones, entre ellas destacan: filtracion y eliminacion de productos
metabolicos como la urea y la creatinina; mantener el equilibrio electrolitico, funcion
endocrina con la produccion de hormonas como la eritropoyetina; de igual forma regulan la
tension arterial, ya que, en estos sucede la activacion de diversos metabolitos, como la

enzima renina (Delgado et al., 2024; Melo &Barreto, 2024).

K. Etiologia ERC

Proceso fisiopatologico que tiene como resultado la pérdida progresiva de nefronas,
culminando en una enfermedad renal terminal, como la ERC, las manifestaciones clinicas
de estas afecciones aparecen una vez que la perdida de la funcion renal es irreversible; entre
los principales factores de riesgo son la hipertension arterial, enfermedades renovasculares
y falta de riego sanguineo local, asi como edad avanzada en pacientes. La progresion de la
ERC se puede observar con los cambios estructurales del tejido renal, ya que, las nefronas
son reemplazadas por tejido fibroso; las causas de la aparicion de este tejido y por ende la
perdida de la funcion renal pueden ser arterioesclerosis, es decir el endurecimiento de las
arterias renales; por dafio y cicatrizacion de los glomérulos y el dafio en tubulos. Sin
embargo, existen diversas etiologias que pueden causar o progresar la ERC, como se puede

observar en la tabla 3, en donde se puede observar que estos causantes se pueden clasificar
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principalmente en dos grupos: glomerulonefritis y lesiones tubulares (Delgado et al., 2024;

Melo &Barreto, 2024).

Dentro de la primera clasificacion se pueden encontrar causas de cardcter infeccioso como
la hepatitis infecciosa canina y la enfermedad de Lyme; estas también se pueden presentar
por el uso de diversos farmacos como los corticosteroides. Lo cual, en conjunto, inducen
respuestas inmunitarias descontroladas que ocasionan dafio glomerular; y estas a su vez,
reflejan que la predisposicion genética en ciertas razas, como el cocker spaniel o beagle,
puede comprometer la funcion renal (Melo &Barreto, 2024). Ahora bien, por otro lado las
lesiones tubulares, los factores toxicos e infecciosos, pueden alterar los mecanismos
homeostaticos del rifion, provocando alteraciones metabdlicas lo cual contribuyen en la

progresion de la enfermedad (Melo &Barreto, 2024).

Clasificacion Causa

Adenovirus canino 1 (hepatitis infecciosa canina),
_ enfermedad del gusano del corazon, enfermedad de
Infeccioso o ] ) )
Lyme, endocarditis bacteriana, infeccion por

adenovirus canino-2, entre otros.

Leucemia linfocitica, carcinoma de  células

Neoplasica | transicionales, adenocarcinoma broncogénico, entre

otros.
Glomerulonefritis _ . .
Razas mas susceptibles (doberman pinscher, boyero
Hereditario | de Berna, Beagle, terrier de pelo suave, samoyedo,
caniche estandar, golden retriever, cocker spaniel).
| Lupus eritematoso sistémico, anemia hemolitica
Inflamatorio | ) . . )
inmunomediada, prostatitis, pancreatitis cronica.
Endocrina | Hiperadrenocorticismo, diabetes mellitus.
Farmacos | Corticosteroides, sulfadiazina.
Lesion tubular Infecciosa | Bacteriano: Leptospira interrogans serovars canicola,

40



| UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD

FACULTAD DE INGENIERIA

icterohaemorrhagiae, entre otras.

Protozoario: Encephalitozoon cuniculi, sarcoidosis.

Virales: Virus de la hepatitis infecciosa canina, virus

de la hepatitis infecciosa canina.

Parasitaria | Theileria parva, fase de recuperacion
Farmacos | Antiinflamatorios no esteroideos, litio, ciclosporina
Toxinas | Intoxicacion por plomo
Trastornos | Hipercalcemia, nefrocalcinosis
metéabolicos

Otras causas

Isquemia, neoplasias, amiloidosis, infecciones en el tracto urinario,

enfermedad renal poliquistica, entre otras.

Tabla 4. Causas etiologicas de ERC en perros (Melo &Barreto, 2024).
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V. METODOLOGIA

A. Materiales

Para el desarrollo de los diferentes experimentos se hizo uso de los siguientes reactivos y
materiales: oxosulfato de vanadio (IV) soluble en agua (VOSOs), bromato de potasio
(KBrO:s), acido nitrico (HNO3), agua destilada, pirogalol (CcH¢O3), peroxido de hidrogeno
(H20.), buffer de fosfato de potasio, papel Whatman, o-dianisidina (Ci4H16N20>), etanol
(C2HO), tetrabutilamonio bromuro (TBAB), Nafion, hidroxido de sodio (NaOH),
carbonato de sodio (Na:COs), sulfato de cobre (CuSOa.), tartrato de sodio, albumina,
reactivo de Folin, creatinina, creatina, sarcosina, creatininasa, creatinasa, sarcosina oxidasa,

acido urico, acido ascorbico, glucosa y urea

B. Sintesis de V2OsNWs

Se sintetizaron nanozimas de V20s usando un método hidrotermal; entendiéndose como el
método por el cual se inducen reacciones quimicas en presencia de agua como disolvente
dentro de un sistema cerrado, dicha induccién se genera mediante el calentamiento del
sistema hasta temperaturas mayores a 100°C, manteniéndose asi por un tiempo
determinado, generando condiciones de lata presion y temperatura que promueven la
reaccion , formando los productos directamente en la solucion presentandose como

precipitados (Martinez et al., 2022).

En el método utilizado en el presente trabajo se usoé oxosulfato de vanadio (IV) soluble en
agua (VOSO4) como precursor, oxidandose con bromato de potasio (KBrO3) mediante una
agitacion de 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se disminuyo el pH de la
solucion utilizando 4cido nitrico (HNOs3) hasta llegar a un valor de 6; la reaccion se realizo
a una temperatura constante de 180 °C por un tiempo de 24 h; luego de esto se dejoé enfriar

a temperatura ambiente, para que posteriormente se realizara el lavado de la solucidon con
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agua destilada; finalmente, el precipitado formado present6 un color amarillo oscuro, el

cual se dej6 secar a 80 °C durante 12 h en un horno.

C. Caracterizacion

Microscopia electréonica de transmision (MET o TEM por sus siglas en ingles)

La caracterizacion por TEM, realizada con un JEOL modelo JEM-1010, permitié observar la
estructura cristalina del oxido, y a su vez, analizar su morfologia escala nanométrica; esto es
posible gracias a los fendmenos fisico-atomicos que se generan cuando un haz de electrones

colisiona con una muestra ultrafina.

Microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas en ingles)

La caracterizacion por SEM, realizada con un Hitachi modelo SU3500, permitid obtener
informacion sobre su morfologia y su dindmica de reacciones. Esto se logra mediante un
haz de electrones incidente en la muestra, lo cual genera un conjunto de respuestas que se

detectan y se crean imagenes detalladas de la muestra (Penagos, J.I.C., 2013).

Espectroscopia Raman

La caracterizacion por espectroscopia Raman, realizada con un n HORIBA XploRA,
permitio obtener informacion sobre la estructura, la composicion y los estados vibratorios
de la nanozima. Esto se debe a las interacciones de los fotones con las vibraciones

moleculares de la muestra (Gutiérrez, C.M., 2003).

D. Ensayo de actividad enzimatica

Se emple6 un ensayo de tipo peroxidasa utilizando pirogalol como sustrato para la
determinacion de unidades de actividad enzimatica de las nanozimas de V20s, las cuales se
utilizaron sustituyendo la HPR. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. La reaccion

con la cual se inicia la reaccion para el ensayo de actividad enzimatica de tipo peroxidasa se
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describe en la ecuacién 1; en donde una unidad enzimatica se definié como la produccion

de 1 mg de purpurogalina cada 20 s un pH 6.

. Nanozima V,0, .
Pirogalol + H,0, —— > 2H,0 + Purpurogalina Ec.1

La formacion de purpurogalina se logré evidenciar mediante el color anaranjado de la
solucion, cuya intensidad fue cuantificada midiendo su absorbancia a 420 nm en un
espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 10S. Las lecturas se realizaron después de
una incubacion de la muestra de 3.5 min. Finalmente, los valores de absorbancia obtenidos
fueron convertidos a unidades de actividad enzimética por miligramo de nanozima

haciendo uso de la ecuacidn 2.

Unidades _ (AA420 - A420(blanco))(2-91)

= Ec.2
mg (12)(0.01)(5) ¢

Donde

A = Absorbancia

291 = mL totales del ensayo

12 = Coeficiente de extincion de 1 mg/mL de purpurogalina en 420 nm

0.01 = mL de solucidon de nanozima V205

5 = concentracion en mg/mL de nanozima V205
La distribucion de reactivos que se utilizaron estd descrita en la tabla 4.

‘ Blanco (mL) ‘ 1(mL) 2(mL) 3(mL)
Agua destilada 2.1 2.1 2.1 2.1
Buffer de fosfato
4 Josf 0.48 0.32 0.32 0.32

de potasio pH 6
H>0; - 0.16 0.16 0.16
Pirogalol 0.32 0.32 0.32 0.32
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Nanozima V>0s 0.01 0.01 0.01 0.01

Tabla 5. Cantidades de reactivo utilizadas para pruebas de actividad enzimatica de tipo peroxidasa

E. Inmovilizacion de V:OsNWs

Los dispositivos analiticos basados en papel surgieron como herramientas para el desarrollo
de los dispositivos point of care, los cuales son sistemas que permiten obtener resultados
rapidos y confiables en el lugar donde se encuentra el paciente; ya que son asequibles,
sensibles, faciles de usar, rapidos y sin necesidad de utilizar equipo especializado, entre las
principales ventajas que se presentan al desarrollar dispositivos basados en papel se
encuentran bajos costos de fabricacion, simplicidad, facil almacenamiento, portabilidad y
desechabilidad (Nguyen & Kim, 2020); razéon por la cual se decidido realizar la
inmovilizacion de las nanozimas en un soporte de papel Whatman, utilizando los grupos
hidroxilo presentes en la celulosa del papel para permitir la adsorcion de especies cargadas
(Das et al., 2021). De igual forma, se afiadié una matriz de Nafion modificado con TBAB,
para obtener una matriz iénica que interactue electrostaticamente con los VoOsNWs (Lutz
et al., 2021). Se cortaron circulos de papel Whatman con un didmetro de 0.5 cm. Se
preparo6 una solucidn de tetrabutilamonio (TBAB) en agua destilada a una concentracion de
I mg/mL, a la cual se le anadi6 70 puL de Nafion. Posteriormente, los papeles se
sumergieron en la solucion de TBAB con Nafion y se incubaron a 35°C por 15 minutos
para fijar correctamente la matriz en el soporte. Finalmente, se incubaron en una solucion
de V20sNWs a una concentracion de Smg/mL, preparada en buffer de fosfato de potasio a

pH 6.

F. Evaluacion colorimétrica

Se trataron los V20OsNWs inmovilizados en el papel con una solucion de o-dianisidina 10
mM, dejando los papeles secarse en un horno a 35°C durante 15 min. Se afiadieron 2 pL de
la solucion de V,OsNWs (5 mg/mL) a los papeles previamente tratados y se dejaron secar a

temperatura ambiente. Posteriormente, sobre cada papel se anadieron 50 pL de una
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solucion de H>O» a diferentes concentraciones, que oscilaron entre 0.1 mM y 100 mM. Las
muestras se incubaron a 35°C durante 10 min, para después realizar su andlisis de cambio
de color a partir del espectro RGB, por medio de un colorimetro comercial. La prueba se

realizo por triplicado.

Concentraciones (mM)

HO>| 0.1 [025( 05 [0.75] 1 2.5 5 75 | 10 | 25 | 50 | 75 | 100

Tabla 6. Concentraciones utilizadas de H20: en la evaluacion colorimétrica de V2OsNWs.

1 Solucion ~
nanozima

Soluciones diferentes
concentraciones H:0: 1 1

0.1 mM 100 mM

Figura 5. Evaluacion colorimétrica de V>2OsNWs. Donde a mayor concentracion de H>0:, mayor intensidad de color
sobre el papel tratado con o-dianisidina/TBAB/Nafion/ V2OsNWs

G. Estudio cinético de acoplamiento proteico

Se prepard inicialmente una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) a una concentracion
de 0.1 M, con agua destilada. Posteriormente, se elabord una solucion de carbonato de
sodio (Na2CO3) a 0.1, utilizando como disolvente la solucion de NaOH previamente
preparada. Adicionalmente se prepard una solucion de sulfato de cobre (CuSOy4) al 2% p/v
y una solucién de tartrato de sodio al 1% p/v. A continuacidon se formuldé una mezcla de
reaccion compuesta por 50 mL de la solucion de Na,COs3, 1 mL de CuSOs4 y 1 mL de la

solucion de tartrato.
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Para el ensayo, se afiadieron 1 mL de la solucion previamente preparada en tubos de
ensayo, seguido de la incorporacion de 100 pL de albumina con una concentracion de 1
mg/ mL de buffer de fosfato de potasio pH 7, solucion donde se sumergié un papel con
V>20sNWs inmovilizados; se dejo reaccionar las muestras durante 15 min, para después
agregar 100 pL de una solucion de Folin y se incubaron durante 10 min. Finalmente, se
midié la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm, realizando mediciones cada 10

min, durante 1 h. La prueba se realiz6 por triplicado.

Blanco (pL) 1 (nL) 2 (ub) 3 (uL)

Na;COs/

1000 1000 1000 1000
CuSOy/Tartrato
Folin 100 100 100 100
Albumina - 100 100 100
Agua destilada 100 - - -

Tabla 7. Cantidades de reactivo utilizadas en el estudio cinético de acoplamiento proteico de V>2OsNWs.

H. Pruebas de actividad enzimatica

En funcion de pH

Para evaluar el efecto del pH, se utilizaron cubetas de 1 mL, las cuales contenian 800 pL de
buffer de fosfato de potasio a diferentes pH (6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0), a las cuales se
afiadieron 100 pL de la solucion del sustrato creatinina, creatina y sarcosina con una
concentracion de 3.56 mg/dL, 1.8 mg/dL y 2.71 x 10 mg/dL, respectivamente; y 100 pL
de una solucion de o-dianisidina 10 mM. Se agregd un papel previamente tratado con el
colorante, V2OsNWs y las enzimas correspondientes a cada sustrato que se estaba

evaluando, posteriormente se agitd y se incubaron 5 min, para poder medir la absorbancia a

una longitud de onda de 460 nm. La prueba se realiz6 por triplicado.

Blanco Creatinina Creatina Sarcosina

Agua destilada 800 puL - - -
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Buffer de - 800 uL 800 uL 800 uL
fosfato

Sol de sustrato 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL
o-dianisidina 100 uL 100 uL 100 pL 100 uL

Tabla 8. Cantidades de reactivo utilizadas para la evaluacion de pH

‘ Enzimas afadidas al papel

Creatinina Creatininasa, creatinasa, sarcosina oxidasa, V2.OsNWs
Creatina Creatinasa, sarcosina oxidasa, V2.OsNWs
Sarcosina Sarcosina oxidasa, Vo,OsNWs

Tabla 9. Enzimas anadidas a cada papel correspondientes al sustrato evaluado.

En funcion de temperatura

Para la evaluacion de temperatura, se empled el mismo procedimiento que para la
evaluacion de pH, manteniendo el pH del buffer a 7.0 y evaluando la actividad a 15, 25, 35
y 45 °C, incubando las reacciones durante 5 min antes de realizar la medicion de

absorbancia. La prueba se realizo por triplicado.

I. Evaluacion de Interferentes

Se emplearon los papeles tratados, a los cuales se les afiadio 2 pL de la solucion VoOsNWs
(5 mg/ml); y a su vez, 50 pL de soluciones de posibles interferentes como éacido urico
(A.U.), acido ascorbico (A.A.), albumina (ALB), glucosa (GLU) y urea; evaluadas a un
rango de concentraciones descrito en la tabla 9, en presencia de H>O> a una concentracion
de 5 mM. Posteriormente se dejaron secar a 35°C, para después realizar su analisis por

medio de un colorimetro. La prueba se realizd por duplicado.
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Concentracion

(mg/dL)

1.32

1.06

100

Tabla 10. Concentraciones utilizadas para la evaluacion de interferentes.

J. Deteccion colorimétrica de creatinina

Se hizo uso de los papeles tratados, en donde se afiadieron 2 pL de las enzimas

correspondientes a cada sustrato (tabla 10). Posteriormente, se anadieron 50 pL de las

soluciones de los sustratos a distintas concentraciones y se incubaron a 35°C, una vez secos

los papeles, se prosigui6 a realizar la medicion colorimétrica del H>O; generado. La prueba

se realizo por triplicado.

Concentracion (mg/dL)

Creatinina | 0.5 1 1.72 | 233 | 294 | 3.56 | 4.17 | 478 | 5.39 6
Creatina 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8 2.1 24 2.7 3
Sarcosina | 0.0053 | 0.0096 | 0.014 | 0.018 | 0.022 | 0.027 | 0.032 | 0.036 | 0.040 | 0.044

Tabla 11. Concentraciones de los sustratos evaluados.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Caracterizacion

Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las micrografias TEM presentan una distribucion heterogénea de nanoestructuras de V20s;
ya que se pueden observar nanoparticulas dispersas de pequefio tamaifio (<50nm), junto con
aglomerados con mayor densidad. Esta variabilidad en la morfologia de las estructuras se
puede atribuir a la elevada energia superficial intrinseca de los 6xidos metalicos en
nanoescala (Nunes et al., 2018). La presencia de particulas finas y aglomerados implica una
relacion entre la funcionalidad activa y la estabilidad estructural del material; ya que, los
aglomerados podrian disminuir la superficie activa disponible e interrumpir la difusién

ionica; mientras que las nanoparticulas dispersas contribuyen a la actividad funcional.

&

S Vg

Figura 6. Micrografias TEM de nanoestructuras de oxido de vanadio (V:0s) observadas a diferentes escalas (50 y 200
nm), donde se aprecia la distribucion, morfologia y aglomeracion de las nanoestructuras.

Micrografia electronica de barrido (SEM)

Las micrografias SEM muestran que el material sintetizado presenta una morfologia
acicular, propia de nanowires de V20s, propia del método de sintesis hidrotermal (Hu et al.,
2023). En las micrografias se puede observar un arreglo de estructuras alargadas

distribuidas de manera homogénea sobre la superficie.
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La morfologia acicular es caracteristica del crecimiento anisotropico de V205, en donde las
cadenas de VOs se orientan a lo largo del eje cristalografico b en la fase ortorrémbica. Al
presentar este tipo de estructura se tiene una alta relacion area superficial/volumen y un

incremento de sitios activos disponibles (Hu et al., 2023).

Figura 7. Micrografias SEM de nanoestructuras de V:Os, donde se aprecia la morfologia cristalina y la distribucion
superficial. (a)Aumento % 85, (b)Aumento x 130

Espectroscopia Raman

El espectro Raman de los V>OsNWs muestra bandas o vibraciones moleculares en ~300,
~419, ~504 y ~616 cm™, correspondientes al clister de flexiones del armazén/V=0 (283—
305 cm™), a la flexion V=0 (=403—406 cm™') y a estiramientos/combinaciones V-O-V,
respectivamente (Ling et al., 2022; Dhananjaya et al., 2018; Rackauskas et al., 2009). La
banda presente en 231 cm™! se atribuye a un modo de red desplazado respecto a 194-199
cm’!, esto debido a la presencia de efectos de confinamiento fondnico; los cuales modifican
la dindmica vibracional de los fonones Opticos, y defectos en la estructura, lo cual genera
que las bandas puedan desplazarse de 15-25 cm™! y se alteren las propiedades Opticas del
nanomaterial (Mwakikunga et al., 2012). La sefial caracteristica al enlace V-O-V a 525 cm’!

también aparece desplazada en 504 cm!

, esto debido a la presencia de vacancias de
oxigeno y al tamafio reducido del nanomaterial. La banda de 1327 cm™! no corresponde a un

modo vibracional fundamental de V»Os, sin embargo, se le puede atribuir a una banda de
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segundo orden o a una banda de combinacion, los cuales son muy comunes en

nanoestructuras (Wang et al., 2010).
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Figura 8. Espectro Raman de V20sNWs sefialando las frecuencias de los modos vibracionales.

B. Ensayo de actividad enzimatica

Primeramente, y con el objetivo de evaluar el tiempo de reaccion de los V2,OsNWs, se
realizo un estudio cinético utilizando la metodologia del ensayo de actividad enzimatica de
Sigma Aldrich evaluando concentraciones de H2O2 de 0.5 y 100 mM; se decidieron tomar
esas concentraciones debido a que la minima se encuentra dentro de las concentraciones
correspondientes al estadio 4 de la ECR. Se tomaron mediciones de la actividad catalitica
en intervalos de 30 segundos durante un periodo total de 8 minutos; teniendo como tiempo
optimo de reaccion para ambas concentraciones 3.5 minutos; ya que se puede observar una
curva de crecimiento inicial rdpido durante los primeros minutos, seguido de una etapa de

incremento mas gradual hasta llegar al tiempo final.
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Figura 9. Tiempo de reaccion de V>2OsNWs. a) H202 0.5 mM. b) H>02 100mM.

Una vez que se defini6 el tiempo de reaccion, se realizd el ensayo de actividad enzimdtica
en donde, de acuerdo con la Figura 10, se puede observar un incremento progresivo de la
absorbancia conforme la concentracion del sustrato aumenta, lo cual evidencia la
generacion de purpurogalina derivada de la oxidacion del pirogalol. En bajas
concentraciones se presenta un incremento notorio, lo cual es indicativo de una alta
afinidad catalitica hacia el peroxido de hidrogeno, esto debido a los centros redox del
vanadio (V>*/V*") actiian como sitios cataliticos para la descomposicion del sustrato, lo
cual promueve la transferencia de electrones hacia el cromdgeno (Hu et al., 2023). Mientras
que a concentraciones mayores la curva adopta una tendencia lineal, lo cual es
caracteristico de un comportamiento tipo Michaelis-Menten, caracteristico de los sistemas
enzimaticos donde la velocidad de la reaccion se aproxima a un valor maximo el cual es
producto de la saturacion de los sitios activos (Cornish-Bowden, 2015). En conjunto, la
respuesta obtenida en la Figura 10, valida el uso de V:0sNWs como nanozimas con
actividad peroxidasa-mimética, lo cual a su vez, concuerda con lo presentado en estudios
recientes sobre nanozimas basadas en oOxidos metéalicos con este tipo de actividad

enzimadtica (Zhang et al., 2025; Huang et al., 2019).
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Figura 10. Relacion entre la absorbancia y la concentracion de H>O:> para la determinacion de la actividad tipo
peroxidasa de los V:20sNWs.

C. Evaluacion colorimétrica de H.0O:

Para la evaluacion de la aplicacion de V2OsNWs en sistemas de deteccion colorimétrica se
analiz6 la respuesta Optica de estos frente diferentes concentraciones de H2O2 (0-100 mM),
registrando los cambios en los niveles de color en los canales rojo, verde y azul (RGB). Se
ha reportado que el analisis digital de imagenes en RGB permite tener un reconocimiento
sensible a cambios de color, asi aplicandolo en el desarrollo de biosensores colorimétricos
(Jeon et al., 2022). En la Figura 11.a se presentan los valores RGB obtenidos para cada
concentracion de H»O> evaluada con V20sNWs sin inmovilizar en papel Whatman. Se
puede observar una tendencia decreciente en los tres canales de color conforme la
concentracion del analito va aumentando, lo cual refleja un cambio en la sefial cromatica
registrada. En el canal de color rojo se presenta una buena sensibilidad en concentraciones
bajas de H,O> debido a que se presenta una mayor intensidad, de aproximadamente 170
unidades, en estas concentraciones, para que después se presentara una disminucion
progresiva hasta los 50 mM y una estabilizacion en aproximadamente 130 unidades. De
igual forma, se puede observar que el canal verde presenta un comportamiento similar con

una caida inicial de 130 unidades y una estabilizacién en concentraciones medias, asi
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alcanzando valores cercanos a 125 unidades en 100 mM. Finalmente, en el canal azul se
registraron los valores mds bajos de intensidad, con una disminucién en bajas
concentraciones pasando de 150 a 120 unidades, y una estabilizacion de aproximadamente
120 unidades en concentraciones mas altas. Este comportamiento indica que los canales
verde y azul se reducen en mads intensamente que el rojo, lo cual genera una transicion de
color perceptible en el espectro visible; con lo cual se puede evidenciar la actividad
catalitica de las nanozimas para inducir un cambio colorimétrico dependiente de la

concentracion del analito.

Ahora bien, en la Figura 11.b y 11.c se presentan los colores obtenidos a partir de las
coordenadas cromaticas correspondientes al diagrama de cromaticidad CIE 1931, las cuales
fueron obtenidas utilizando los componentes XYZ correspondientes a cada valor RGB de
cada color, para que después estos fueran convertidos, utilizando la ecuacién 3, en dichas

coordenadas (Fairchild, 2013).

X Y

*=¥iv+z 0 YTX+v+z Ee.3

El espacio de color de la CIE 1931, el cual corresponde al espacio XYZ del color y se basa
en mediciones directas del ojo humano; en donde el color puede dividirse en luminosidad y
cromaticidad. Una vez que se obtenian las coordenadas x y » se les denominaban
coordenadas proyectivas y los colores del diagrama ocupan una region del plano real
proyectivo. Las principales propiedades de dicho diagrama son: i) representa todas las
cromaticidades promedio que son visibles para el humano. ii) representa los valores no
negativos de x, y y z. iil) todos los colores pueden formarse al mezclar dos colores
correspondientes a dos puntos del diagrama. iv) una distancia en el diagrama xy no
corresponde a los grados de diferencia entre dos colores (Salazar, 2008). En ambas figuras
se puede observar un desplazamiento cromatico perceptible dentro del espectro visible, lo
cual indica que el cambio de coordenadas leidas con V:0sNWs traduce la reaccion

catalitica en una respuesta visual que puede interpretarse con mayor facilidad.

De igual forma, se calculd la distancia euclidiana presente en los valores RGB de las

lecturas obtenidas utilizando la ecuacién 4, donde los valores con subindice M
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corresponden a los valores obtenidos de las muestras experimentales; mientras que los
valores con subindice B corresponden al blanco utilizado; esto con el fin de poder

cuantificar el cambio en los canales de color.

D.E =+/(Ry — Rp)? + (Gy — Gp)? + (By — Bp)? Ec.4

Se construy6 una curva de calibracion, Figura 11.d, en donde se observa que el aumento de
la distancia euclidiana tiende a fluctuar en bajas concentraciones, esto aunado a un valor de
pendiente pequefio (0.512) y un valor ajustado de R? de 0.7226, sefiala que aunque exista
una tendencia lineal entre la concentracion de peroxido y la DE, la respuesta no es muy

consistente. Utilizando estos datos, se obtiene el limite de deteccidon de 25.05 mM.
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Figura 11. a) Deteccion colorimétrica de peroxido de hidrogeno (H:0:) con nanozimas de V:Os sin inmovilizar, mediante
andlisis de niveles de color (RGB). b) Diagrama de cromaticidad CIE 1931 de los valores obtenidos. c) Visualizacion de
los colores generados en el sistema de coordenadas cromaticas para cada concentracion de H20:. Cada marcador
representa la respuesta cromdtica del biosensor colorimétrico frente a niveles especificos de H20:. d) Curva de
calibracion de la distancia euclidiana obtenida a partir de los valores de RGB correspondientes al cambio de color frente
a la concentracion de H>O:.

Por otro lado, en la Figura 12.a se presentan los valores de RGB obtenidos con los
V20sNWs inmovilizados en una matriz de TBAB/Nafion sobre papel Whatman; en donde
se observa una disminucion progresiva en los tres canales de color conforme va
aumentando la concentracion de H2O: En el canal rojo se mantienen inicialmente los
valores mas altos correspondientes a aproximadamente 185 unidades, pero este decrece
constantemente hasta estabilizarse en 100 unidades a 100 mM. A su vez, los canales verde y
azul presentan caidas mas notorias, alcanzando niveles cercanos a 90 unidades en la
concentracion mas alta del analito; al presentar este comportamiento en los tres canales se
puede observar que la inmovilizacion de V2OsNWs en la matriz de TBAB/Nafion mejora la
estabilidad de la sefal y potencia la capacidad de respuesta frente al H>O», lo cual genera un
cambio de color mas marcado. Esto también es confirmado por la Figura 12.d, ya que se
muestra que presenta una mejor linealidad que el sistema presentado en la Figura 11.d, en el
sistema inmovilizado se tiene una pendiente de 1.3558 y una R? ajustada de 0.9179; con lo
cual se tiene un limite de deteccion de 1.95 mM, el cual es mas de 10 veces menor que el

correspondiente al sistema anterior.
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Figura 12. a) Deteccion colorimétrica de peroxido de hidrogeno (H20z) con nanozimas de V:Os inmovilizadas en matriz
de TBAB/Nafion mediante andlisis de niveles de color (RGB). b) Diagrama de cromaticidad CIE 1931 de los valores
obtenidos. c) Visualizacion de los colores generados en el sistema de coordenadas cromaticas para cada concentracion
de H>0:. Cada marcador representa la respuesta cromdtica del biosensor colorimétrico frente a niveles especificos de
H>0:. d) Curva de calibracion de la distancia euclidiana obtenida a partir de los valores de RGB correspondientes al
cambio de color frente a la concentracion de H20>.

De esta forma, la inmovilizacion de los V2OsNWs en la matriz TBAB/Nafion mejora la
linealidad de la respuesta colorimétrica y, a su vez, mejora la sensibilidad del sistema. Esto
se debe a que la matriz genera un microambiente mas estable, gracias a loa neutralizacion
de los grupos sulfonicos del Nafion por el ion TBA™, lo cual favorece que las interacciones

sean mas controladas.
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D. Estudio cinético de acoplamiento proteico

La cinética de acoplamiento proteico presentado en la Figura 13 corresponde al proceso de
adsorcion de albumina en los V2OsNWs. Durante los primeros 10 minutos se obtiene un
incremento rapido en el porcentaje de union, indicando que se tiene una alta disponibilidad
inicial de los sitios activos de la nanozima (Barberi et al., 2022). Posteriormente, la tasa de
adsorcion aumenta gradualmente hasta alcanzar un porcentaje de acoplamiento maximo de
25.32% a los 50 minutos, representando un equilibrio entre las moléculas de albumina
adsorbidas y las remanentes en la solucion; con lo cual se puede definir el tiempo minimo
necesario para tener un acoplamiento eficiente en el sistema. Dicho comportamiento es
caracteristico de la adsorcion de proteinas en donde la unidn inicial estd gobernada por
interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno y fuerzas de Vander Waals, como el caso
del V20s, con grupos funcionales de la proteina (Hu et al., 2023; Klok et al., 2020). Ahora
bien, el aumento gradual después de los 10 min surge como producto de la saturacién por
recubrimiento de sitios activos y repulsiones estéricas entre las moléculas que ya se

encuentran adheridas (Klok et al., 2020).

35

30

25 4

20

15

10

Porcentaje de acoplamiento de proteina (%)

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 13. Estudio cinético de acoplamiento proteico en V:0sNWs, expresado como porcentaje de union en funcion del
tiempo de incubacion.
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E. Pruebas de actividad enzimatica

En funcion del pH

Las nanozimas presentan un gran potencial como alternativa a las enzimas naturales; sin
embargo, estas necesitan de reacciones cataliticas bioldgicamente relevantes a un pH
fisiologico para poder contar con aplicaciones analiticas eficientes (Chen et al., 2023).
Ahora bien, las nanozimas que imitan la actividad catalitica de tipo peroxidasa suelen tener
un pH 6ptimo 4cido (Sun et al., 2016). Sin embargo, este puede modificarse modulando el
microambiente de las nanozimas para romper las limitaciones del pH y asi potenciar sus
actividades en valores fisioldgicos y que no se comprometa su actividad y rendimiento (Li
et al., 2024). Para poder atender estas limitaciones se utiliz6 la matriz de TBAB/Nafion
para modificar el microambiente alrededor de los V20sNWs para poder trabajar
eficazmente en pH neutro; ya que, el Nafion cuenta con dominios hidréfilos
correspondientes a los grupos sulfonico (-SO3H) los cuales forman canales idnicos que
retienen agua, creando un ambiente local con una alta actividad idnica, la cual al
intercambiar los protones de dichos grupos por el cation de tetrabutilamonio (TBA™) se
reduce la acidez de esos dominios modificando la microestructura y amortiguando el pH
hacia valores mas neutros, manteniendo la eficiencia de la nanozima (Zhu et al., 2022;

Orsino, 2020).

La Figura 14 muestra la actividad catalitica registrada para la creatinina, creatina y
sarcosina en un intervalo de pH 6 a 8. Se puede observar que la creatinina presenta una
actividad mayor en pH 7, la sarcosina muestra un comportamiento similar; mientras que la
creatina incrementa progresivamente conforme el medio se vuelve mas bésico. Este
comportamiento evidencia que a pH superiores a 7 la creatina y sarcosina pueden generar
respuestas que interfieran con la deteccion selectiva de creatinina; razén por la cual se

eligio pH optimo el pH 7 ya que la creatinina conserva una respuesta estable.
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Figura 14. Efecto del pH en la actividad catalitica de los V:2OsNWs en creatinina, creatina y sarcosina.

En funcién a la temperatura

La Figura 15 presenta que los valores de actividad catalitica, correspondientes a la
creatinina, presentan un maximo a 25°C, comportamiento que se repite tanto en la creatina
como en la sarcosina. Esto sugiere que la sefial del analito se mantiene estable a dicha
temperatura, ya que, no se compromete la especificidad del sistema. Estos resultados
apoyan la seleccion de condiciones experimentales compatibles con las condiciones
biologicas, favoreciendo la aplicabilidad practica del biosensor. La seleccion de 25°C como
temperatura Optima se puede fundamentar con la cinética catalitica; ya que a bajas
temperaturas como 15°C la energia cinética de las moléculas es limitada, lo cual retrasa la
velocidad global de la reaccion. Por otro lado, en temperaturas elevadas la descomposicion
no catalizada del H>O> se ve favorecida, lo cual disminuye la disponibilidad del sustrato

oxidante (De la Macorra et al., 2004; Jiménez et al., 2021).
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Figura 15. Efecto de la temperatura en la actividad catalitica de los V:0sNWs en creatinina, creatina y sarcosina.
F. Evaluacion de interferentes

Como se mencion6 anteriormente una de las principales caracteristicas que deben de
presentar los biosensores es una alta selectividad, es decir, estos deben de tener la
capacidad de emitir una respuesta positiva relacionada solamente a la interaccion del
analito, y que el resultado no se vea afectado por la presencia de cualquier material o
molécula que pueda modificar la verdadera concentracion de la muestra estudiada
(Rodriguez et al., 2024). Los principales interferentes que se pueden presentar en el suero
sanguineo es la albumina, glucosa, urea, acido ascorbico, acido urico, entre otros (Byrne et
al., 2020). La Figura 16 muestra la evaluacion del efecto de dichos interferentes en la
deteccion colorimétrica del H>Oz; en todos los casos, los niveles de color correspondientes
a los canales RGB no presentaron variaciones significativas en comparacion con los
obtenidos unicamente con H»O»,. Esto representa que la sefial cromatica es generada
especificamente por la descomposicion catalitica del H>O> por los V:20sNWs, y no a
reacciones alternas con los interferentes estudiados. Estos comportamientos sefialan que las
nanozimas presentan una buena selectividad, lo cual sugiere que el sistema es confiable y

adecuado para aplicaciones practicas en muestras bioldgicas reales en biosensores
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colorimétricos. Dicha selectividad se puede atribuir a los centros activos del vanadio, los
cuales alternan entre los estados de oxidacion V*/V*#, lo cual permite habilitar rutas
cataliticas tipo peroxidasa (Ko et al., 2022); ya que, facilita la transferencia de electrones y
la generacion de especies reactivas de oxigeno a partir del peroxido de hidrogeno,

permitiendo la oxidacion del cromégeno (o-dianisidina) (Hu et al., 2023).
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Figura 16. Evaluacion de la selectividad de V:0sNWs, mostrando una respuesta exclusiva hacia H>O:, sin variaciones
significativas ante la presencia de otras biomoléculas (albumina, dcido ascorbico, dcido urico, glucosa y urea).

G. Deteccion colorimétrica de creatinina

La Figura 17.a muestra los valores RGB obtenidos en diferentes concentraciones de
sarcosina (0-0.05 mg/dL); se puede observar que existe una tendencia decreciente en los
tres canales de color conforme la concentracion del analito, lo cual refleja un cambio
progresivo en la sefial colorimétrica. En especifico se puede observar que en el canal
correspondiente al color rojo se registran los valores mas altos, de aproximadamente 210
unidades, en las concentraciones mas bajas, pero estas disminuyen constantemente hasta
alcanzar las 150 unidades. El canal verde presenta un comportamiento similar, iniciando en
185 unidades y descendiendo hasta 130 unidades. Por otro lado, el canal azul presenta los
niveles de color mas bajos de todo el rango, con valores iniciales a 160 unidades,
terminando en 120 unidades. El patrén descrito anteriormente refleja que el incremento de
la concentracion de la sarcosina se ve representado con la disminucion de la sefial en los

canales azul y verdes, lo cual genera un color final mas rojizo o naranja. En la Figura 17.d
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se puede observar que la distancia euclidiana aumenta de forma casi lineal con la
concentracion de sarcosina, alcanzando valores proximos a 100 unidades en Ia
concentracion maxima; teniendo una R? ajustada de 0.9877, lo cual representa una buena
correlacion entre concentracion de analito y el cambio cromatico, teniendo un limite de

deteccion de 0.028 mg/dL.
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Figura 17. a) Deteccion colorimétrica de sarcosina con V>:OsNWs, mediante andlisis de niveles de color (RGB). b)
Diagrama de cromaticidad CIE 1931 de los valores obtenidos. c) Visualizacion de los colores generados en el sistema de
coordenadas cromaticas para cada concentracion de sarcosina. Cada marcador representa la respuesta cromatica del
biosensor colorimétrico frente a niveles especificos de sarcosina. d) Curva de calibracion de la distancia euclidiana
obtenida a partir de los valores de RGB correspondientes al cambio de color frente a la concentracion de sarcosina.
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Ahora bien, en la Figura 18.a se presenta una disminucion en los tres canales de color
conforme aumenta la concentracion de creatina, lo cual sefala que la respuesta cromatica
depende directamente de la concentracion del analito. De manera mas especifica, en el
canal rojo se encuentran los valores iniciales mas altos, 180 unidades, los cuales van
disminuyendo hasta llegar a 125 unidades en la concentracion maxima. Por otro lado, el
canal verde inicia en aproximadamente 170 unidades y decae continuamente hasta llegar a
110 unidades. Finalmente, en el canal azul se observan los niveles mas bajos de todo el
rango de color, iniciando en 155 unidades y descendiendo hasta 95 en 3 mg/dL. Este
comportamiento refleja, que igual que en el caso de la sarcosina, la reduccion de la sefal en
los canales verde y azul genera una transicion hacia tonos mas rojizos o naranjas en el
espectro visible. En la Figura 18.d la DE aumenta en funcidon de la concentracion de
creatina, teniendo un valor ajustado de R? de 0.986 mostrando una buena correlacion entre
la sefial cromatica y la concentracion del analito; teniendo un limite de deteccion de 0.96
mg/dL. Con este comportamiento se puede observar que la creatina muestra una buena
reproducibilidad y linealidad, con lo cual se puede confirmar la capacidad del sistema
basado en los V:0sNWs para poder cuantificar este analito. En comparacion con los
resultados de la sarcosina, la pendiente de la curva es menor lo cual indica que la

sensibilidad hacia la creatina es mas baja, pero igualmente adecuada para la deteccion.
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Figura 18. a) Deteccion colorimétrica de creatina con V:OsNWs, mediante andlisis de niveles de color (RGB). b)
Diagrama de cromaticidad CIE 1931 de los valores obtenidos. c) Visualizacion de los colores generados en el sistema de
coordenadas cromaticas para cada concentracion de creatina. Cada marcador representa la respuesta cromdtica del
biosensor colorimétrico frente a niveles especificos de creatina. d) Curva de calibracion de la distancia euclidiana
obtenida a partir de los valores de RGB correspondientes al cambio de color frente a la concentracion de creatina.

De igual manera, en la Figura 19.a se presenta una disminucion progresiva en los tres
canales conforme aumenta la concentracion de creatinina; en el canal rojo se tienen los
niveles de color mas alto a bajas concentraciones iniciando en 165 unidades y
estabilizdndose en aproximadamente en 120 unidades en concentraciones mas altas. En el
canal verde se presenta un descenso de 160 a 100 unidades, mientras que en el azul, los
valores correspondientes a las concentraciones mas bajas presentan una caida mas
pronunciada alcanzando niveles de color cercanos a 90 unidades. Este comportamiento

genera un cambio en la sefial cromatica hacia tonos mas rojizos o naranjas. En la Figura
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19.d se puede observar que la DE alcanza valores cercanos a 90 — 100 unidades en la
concentracién mas alta de creatinina. El ajuste lineal presenta un valor de R? ajustada de

0.976 y un limite de deteccion de 1.43 mg/dL.
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Figura 19. a) Deteccion colorimétrica de creatinina con V20sNWs, mediante andlisis de niveles de color (RGB). b)
Diagrama de cromaticidad CIE 1931 de los valores obtenidos. c) Visualizacion de los colores generados en el sistema de
coordenadas cromaticas para cada concentracion de creatinina. Cada marcador representa la respuesta cromdtica del
biosensor colorimétrico frente a niveles especificos de creatinina. d) Curva de calibracion de la distancia euclidiana
obtenida a partir de los valores de RGB correspondientes al cambio de color frente a la concentracion de creatinina.

Ahora bien, en el biosensor propuesto; el analito de interés es la creatinina, la cual se
transforma mediante el mecanismo enzimatico descrito en la Figura 3. Los resultados
experimentales obtenidos respaldan dicho mecanismo; ya que, en la Figura 17.a, 18.ay 19.a

se observa una caida gradual en los tres canales de color al aumentar la concentracion del
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sustrato correspondiente a cada figura, validando cada una de las etapas de la cascada
enzimatica; demostrando que los V:OsNWs imitan eficazmente el comportamiento de la
peroxidasa convencional. Al comparar la sensibilidad y linealidad de los tres metabolitos
(sarcosina, creatina y creatinina) se pude observar que el menor limite de deteccidon
corresponde a la sarcosina; sin embargo, la linealidad del sistema evaluado muestra que el
uso de creatinina presenta menos sensibilidad que la sarcosina, pero es mas relevante desde
el punto biomédico, ya que su rango de deteccion coincide con los niveles fisiologicos de

creatinina en suero sanguineo canino.

Finalmente, con el objetivo de poder situar el desempefio del sistema desarrollado en el
presente trabajo, éste se compard contra diversos biosensores reportados en los ultimos
afnos para la deteccion de creatinina (Tabla 11); los cuales emplean diferentes métodos de
deteccion, principalmente colorimétricos y electroquimicos. En donde los electroquimicos
presentan los menores limites de deteccion, sin embargo estos necesitan de instrumentacion
especializada; mientras que los colorimétricos cuentan con diversas ventajas como su bajo
costo y su deteccion visual. De manera mas especifica, el sistema propuesto en el trabajo
demuestra un rendimiento competitivo al de los biosensores previamente reportados;
aunque el limite de deteccion este dentro del rango de los otros biosensores colorimétricos
reportados, su principal ventaja es la ausencia de instrumentacion especializada, lo cual

sefiala su potencial para la deteccion rapida y en tiempo real (3.5 min) en fluidos bioldgicos

simulados.

Material Método lelte. (,ie Muestra Referencia

deteccion

Nanocomposito Amperométrico | 0.05 uM Orina Nagarajan et
Cuz/Pd/PPy al. (2023)
Nanocompdsito CNT | Electroquimico | 2 uM PBS Liang et al.
/ CuO@Cu:0 en (2025)
electrodo de carbono
Electrodo modificado | Electroquimico | 10 uM Suero Yang et al.
con Sanguineo (2025)
AuNPs+multienzimas
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sobre un electrodo de

carbono con

membrana de Nafion

Aptamero Colorimétrico | 0.87 mM Orina Das et al.
funcionalizado con simulada (2024)
AuNPs

Dispositivo basado Colorimétrico 1.4 mg/dL Orina Velasco et al.
en papel integrado simulada (2025)

con microfluidos

digitales con

reaccion de Jaffé

Plataforma lab-on-a- | Colorimétrico | 2 mg/dL Suero fetal Karakuzu et
chip con ELISA bovino al. (2022)
colorimétrico, chip

de microdepositos +

barra con

anticuerpos.

Dispositivo basado Colorimétrico 1.43 mg/dL Fluido Este trabajo
en papel integrado simulado de

con V>20sNWs plasma

inmovilizados en una canino

matriz TBAB/Nafion

Tabla 12. Resumen comparativo de biosensores para la deteccion de creatinina y desempeiio del sistema propuesto con

V20sNWs.
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VII. CONCLUSIONES

El desarrollo de biosensores colorimétricos basados en nanozimas es un campo con alto
potencial para aplicaciones tanto clinicas como veterinarias. Durante el desarrollo de la
presente tesis se abordo la sintesis, caracterizacion y aplicacion de nanohilos de 6xido de
vanadio (V20sNWs) como nanozimas miméticas de la peroxidasa convencional, para poder
implementar un sistema de deteccidn para creatinina en muestras de suero sanguineo canino
con el fin de apoyar en el diagnostico de la enfermedad renal cronica (ERC). Los resultados
obtenidos permitieron cumplir con los objetivos planteados, al demostrar la viabilidad de
los V20sNWs como material catalitico al aplicarlos en una plataforma colorimétrica y su

uso practico en la deteccion de creatinina.

En primer lugar, se logré una caracterizacion estructural y morfologica de los V2OsNWs
mediante microscopia electronica de transmision (TEM), microscopia electronica de
barrido (SEM) y espectroscopia Raman, confirmando la presencia de estructuras definidas
lo cual tiene relacion con lo reportado anteriormente en literatura. Dichos resultados
pudieron validar la metodologia de sintesis hidrotermal utilizada; y a su vez, lograron
evidenciar la morfologia de nanohilos para poder favorecer las interacciones superficiales y
los procesos de adsorcion de las nanozimas. La morfologia de nanohilos fue fundamental
para poder obtener una alta area superficial y asi poder tener una mayor eficiencia en la

aplicacion.

Por otro lado, los estudios cinéticos senalaron que durante los primeros minutos de
reaccion se presenta un incremento marcado en la actividad catalitica, lo cual confirma una
rapida interaccion con el sustrato, teniendo como tiempo de reaccion idonea 3.5 min, lo
cual permite una lectura en tiempo real. Estos resultados sustentan la hipdtesis de que las
nanozimas fungen como alternativas frente a enzimas naturales. Se valid6 el desempefio del
sistema propuesto en diferentes condiciones de pH y temperatura, teniendo las condiciones

fisiologicas como optimas (pH 7, 25°C).

En el desempefio analitico, se logr6 alcanzar un limite de deteccion en el rango micromolar,

lo cual cubre los niveles fisiologicos de creatinina en suero sanguineo canino. Los ensayos
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colorimétricos presentaron una respuesta gradual y reproducible en funcién de la
concentracion del analito, lo cual fue evidenciado tanto por los valores de absorbancia
como en los cambios generados en el espacio de color RGB y las coordenadas CIE 1931; lo
cual le brinda una doble validacién al biosensor, instrumental y visual, asi permitiendo

tener una senal facil de interpretar por el 0jo humano.

Un aspecto central de la investigacion fue la inmovilizacion de los V20sN'Ws en una matriz
de TBAB/Nafion soportados en papel Whatman tratado con o-dianisidina, lo cual le brindo
una mayor estabilidad mecanica y quimica, para poder aplicarlo en dispositivos portatiles,
de bajo costo y desechables. La propuesta desarrollada cuenta con nivel competitivo frente
a otros tipos de biosensores elaborados basados en nanoparticulas de oro, plata y enzimas
naturales; ya que esta combina simplicidad, eficiencia y robustez que son aplicables al
ambito veterinario. Este biosensor presenta una alternativa para el monitoreo de la funcién
renal en perros; ya que, el método convencional de Jaffe presenta varias desventajas como
interferencias quimicas, reactivos de alto costo y equipos de laboratorio especializados; en
contraste, el biosensor basado en V-2OsNWs ofrece rapidez, deteccion en tiempo real y bajo
costo. No obstante, también se identificaron algunas limitaciones, como la evaluacion de la

estabilidad del biosensor en condiciones de almacenamiento y validacion a gran escala.

En conclusion, el presente trabajo demuestra que los V20sNWs constituyen nanozimas
eficientes y viables para la construccion de un biosensor colorimétrico para la deteccion de
creatinina en aplicaciones veterinarias; aportando en el campo de la nanotecnologia
aplicada a la biomedicina, mediante la modificacion estructural de materiales inorganicos,
como el o0xido de vanadio , para poder brindar comportamientos cataliticos especificos,

imitando funciones bioldgicas sin la necesidad de utilizar biomoléculas naturales.
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