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Resumen

El uso y desarrollo de los biosensores como dispositivos clinicos se ha
incrementado debido a su deteccién rapida, alta precisién y bajo costo, pero
principalmente porque este tipo de dispositivos le permiten al usuario ahorrar

tiempo al no tener que ir hasta un centro médico para realizarse pruebas.

El sindrome de deficiencia de recompensa (SDR) es un fenémeno que conduce
a un deterioro del circuito de recompensa del cerebro, resultando en una
deficiencia en la liberacion de dopamina y desatando un comportamiento de
deseo anormal por actividades que estimulan la utilizacién y produccion de
dopamina en el cerebro, como la adiccién a las drogas, el alcoholismo y, de
manera similar y de acuerdo a diversas teorias, la adiccion a la comida.

Por esto en este trabajo se buscé la relaciéon entre la obesidad con el sindrome
de deficiencia de recompensa al desarrollar un multi-sensor colorimétrico
mediante el uso de tres enzimas, Glucosa Oxidasa(GOX), Monoamino Oxidasa
A (MAO-A) y Colesterol Oxidasa (COX) inmovilizadas en macroesferas de
quitosano. Se realizaron estudios bioquimicos para el estudio de la oxidacion de
cada una de las enzimas a diferentes concentraciones y estados, y también se
estudié el acoplamiento en las macroesferas.

Se obtuvieron diferentes coloraciones en las muestras a diferentes
concentraciones de cada analito que permitieron su evaluacién cualitativa y
cuantitativa de forma exitosa, y con ayuda del método de inmovilizacién con
quitosano se obtuvo una mayor estabilidad en las graficas al exponer a las
enzimas a diferentes pH y temperaturas, sin embargo, en la mayoria también se

manifesté una baja en la actividad de las enzimas.

Palabras clave: biosensores, sindrome de deficiencia de recompensa, Dopamina,

multisensor colorimétrico, Macroesferas de quitosano.



Abstract

The use and development of biosensors as clinical devices has increased due to
their rapid detection, high accuracy and low cost, but mainly because these types
of devices allow the user to save time by not having to go to a medical center for
testing.

Reward deficiency syndrome (RDS) is a phenomenon that leads to an impairment
of the brain's reward circuitry, resulting in a deficiency in dopamine release and
triggering abnormal craving behavior for activities that stimulate dopamine
utilization and production in the brain, such as drug addiction, alcoholism and,
similarly and according to various theories, food addiction.

Therefore, in this work we searched for the relationship between obesity and
reward deficiency syndrome by developing a colorimetric multi-sensor using three
enzymes, Glucose Oxidase (GOX), Monoamine Oxidase A (MAO-A) and
Cholesterol Oxidase (COX) immobilized in chitosan macrospheres. Biochemical
studies were carried out to study the oxidation of each of the enzymes at different
concentrations and states, and the coupling in the macrospheres was also
studied.

Different colorations were obtained in the samples at different concentrations of
each analyte that allowed their qualitative and quantitative evaluation in a
successful way, a greater stability was also obtained with the help of the

immobilization method with chitosan.

Keywords: biosensors, reward deficiency syndrome, Dopamine, colorimetric multisensor,
Chitosan macrospheres.
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Desarrollo de un multisensor colorimétrico de glucosa, colesterol y
dopamina, orientado a la obesidad por sindrome de deficiencia de

recompensa.

1. Introduccion

Recientemente, se han dado una serie de teorias respaldadas por gran cantidad
de estudios neuroquimicos y genéticos cientificamente sélidos que proporcionan
pruebas que describen la adiccidn a la comida de una forma similar a las drogas
psicoactivas. Asi, de estas investigaciones se conoce el Sindrome de deficiencia
de recompensa, por sus siglas SDR, el cual es un fenémeno genético y
epigenético que conduce a un deterioro del circuito de recompensa del cerebro
que resulta en una funcion hipo dopaminérgica. (Blum et al., 2014) Es decir, que
este sea un fendmeno que se pasa de padres a hijos por genética o por
modificaciones epigenéticas debidas a efectos ambientales, especialmente
durante la etapa en la que se expresan la gran mayoria de los genes, que son el
desarrollo embrionario y fetal. (Jouve de la Barrera, 2020) Esto resultando en una

funcion en donde la produccion de dopamina es menor.

El SDR involucra interacciones de poderosos neurotransmisores que desatan un
comportamiento de deseo anormal, ya sea de grandes cantidades de alcohol o
atracones de comida rica en carbohidratos que estimulan en el cerebro la
utilizaciéon y produccion de dopamina, el cual es un neurotransmisor poderoso
que controla la sensacion de bienestar. (Blum et al., 2014). Este también tiene
una participacion en el cuerpo humano de regulacion de funciones diversas,
como la conducta motora, la afectividad y la emotividad, e incluso la
comunicacién neuroendocrina (Bahena, 2000).

Blum caracteriz6 las complejas interacciones de neurotransmisores como la
serotonina, encefalinas y el GABA, quienes regulan la activacién dopaminérgica
del centro de recompensa del cerebro, como “la cascada de recompensas

14



cerebrales”. En general, los niveles altos de encefalinas estan asociados con la
supresién del dolor y los niveles bajos de serotonina con la depresion, por lo que
una persona que posee el alelo Tag1l A1, del gen receptor de dopamina (DRD2),
no posee de suficientes sitios receptores de dopamina para liberar la cantidad
normal que se requiere en el centro de recompensa del cerebro, por lo que la

funcion de la dopamina se reduce.

Asi, quienes poseen la variante A1 tienen comportamientos que los llevan a
buscar formas de liberar dopamina, preferentemente en el ndcleo accumbens
(NAc) en el sistema mesolimbico. Esta busqueda de activar sus vias
dopaminérgicas o elevar la dopamina en su sistema, los lleva a un proceso de
auto curacion, en donde para compensar sus bajos receptores D2, acuden a
sustancias que aumenten la funcién de la dopamina cerebral, como puede ser el
alcohol, la cocaina o a tener gran apetito por alimentos poco saludables, que los
hace caer en trastornos alimenticios como obesidad, anorexia nerviosa, etc.,
(Blum et al., 2014)

Estos estudios de los sistemas y receptores de dopamina del Sistema Nervioso
Central han generado bastante interés por las distintas alteraciones observadas
en la transmision, ya sea directa o indirectamente, como en la adiccion a drogas
o incluso enfermedades tales como el Parkinson o la esquizofrenia. (Bahena-
Trujillo R., 2000). Por esto, actividades nocivas para la salud que incluyen el
consumo de drogas o de sustancias como el crack, cocaina, opioides, el abuso
de nicotina o alcohol en gran cantidad e inclusive los atracones de carbohidratos,
son algo alo que recurren estas personas para lograr la estimulacion y una mayor
utilizacién y produccién de dopamina en el cerebro. EI comportamiento agresivo
también se ha asociado con esta anomalia genética pues estimula el uso de

dopamina en el cerebro. (Blum et al., 2014)

Al consumir estos alimentos se busca la liberacion de dopamina, quien modula

los circuitos de motivacion y recompensa. La deficiencia de dopamina en
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individuos obesos puede desatar la alimentacion patol6gica como un medio para
compensar la activacion disminuida de estos circuitos. Por lo que las estrategias
destinadas a conocer de mejor manera la funcion e interaccién de la dopamina
con otras sustancias, pueden ser beneficiosa en el tratamiento de estas
personas. (Wang et al., 2001)

Un porcentaje del colesterol presente en el cuerpo es obtenido por medio de la
dieta, esta ingesta o aportacién excesiva de colesterol al comer y las mutaciones
genéticas en el rLDL provocan un incremento de colesterol sérico a valores por
arriba de los recomendados por los médicos, lo que fomenta enfermedades
cardiovasculares. La carne, el huevo, las grasas y la leche son algunos de los
alimentos de origen animal que aportan este porcentaje externo de colesterol y
los cuales causan un aumento de su concentracién en el suero sanguineo y su

acumulacién en el cuerpo. (Maldonado et al., 2012)

Algunos alimentos ricos en colesterol resultan ser alimentos que consumimos con
bastante regularidad como la carne y las grasas, presentes en comida rapida o
alimentos con gran cantidad de carbohidratos, los que a su vez se convierten en
glucosa. Es por esto por lo que al intentar generar placer se consume gran
cantidad de estas, elevando asi las cantidades o niveles de ambos en el plasma

sanguineo.

Los niveles de colesterol, al igual que de glucosa se pueden medir a través del
plasma sanguineo, debido a que este no se ve influenciado por el hematocrito.
(Sanchez et al., 2015)

Es por esto por lo que es de gran importancia el estudio de la relacidén existente
entre este neurotransmisor y otras sustancias, en este caso de la glucosa y
colesterol obtenidos de alimentos con cantidades altas de carbohidratos y grasas

que a la larga ocasionan padecimientos como la obesidad, y asi, dariamos
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respuesta a preguntas altamente polémicas como si es la obesidad hereditaria o
si esta puede ser considerada mas como una enfermedad que como un factor de

riesgo. (Aguilera et al, 2019)

Por este motivo, en este trabajo se plantea la evaluacion y estudio de un
multisensor colorimétrico de glucosa, colesterol y dopamina, en donde su relacién
ayude para su potencial aplicacion en la deteccién del sindrome de deficiencia
de recompensa en el ambito de trastornos alimenticios como la obesidad y dar

pauta para que en un futuro se estudien otros comportamientos ligados.

El cual debe ser un sensor con un impacto importante en el sector de la salud y
que nos permita obtener una determinacion rapida, facil y altamente sensible.

2. Planteamiento del problema

Puesto que hoy en dia la obesidad es considerada una epidemia mundial
creciente de salud a la que se enfrentan paises como el nuestro, principalmente
derivado de la disponibilidad cada vez mayor de alimentos poco nutritivos y el
consiguiente aumento del consumo de calorias, (Gendelis et al., 2021) la
federacién Mundial de la salud ha enfatizado la necesidad que se tiene como
sociedad de tomar accion inmediata en su prevencion y control, asi mismo, se ha
descrito a la obesidad como una enfermedad o afeccion crénica, recurrente y
desafortunadamente en la mayoria de los casos progresiva, lo que constituye una
epidemia global, la cual se ha triplicado entre los afos 1975 y 2016. Debido a
esto, la poblacién en general ha elevado su indice de masa corporal, también
conocido como IMC en 1 Kg/m? por década, lo que también nos ha llevado a
ahora enfrentarnos a un problema grave de obesidad infantil. (Aguilera et al.,
2019)
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Por un lado, se han hecho investigaciones para demostrar la hipo6tesis de que los
individuos con obesidad tienen anomalias relacionadas a la actividad de la
dopamina cerebral, el Dr. Wang y su equipo midié los receptores de dopamina
D2 disponibles en el cerebro, y descubrié que su disponibilidad (del receptor D2
de dopamina estriatal) fue significativamente menor en los individuos obesos, es
decir, que los individuos con los valores mas bajos de D2 tenian el mayor IMC.
(Wang et al., 2001) Asi, probando la relaciéon que existe entre una persona obesa
y la disponibilidad de los receptores de dopamina.

Por esto es que es de gran importancia la comprension de como esta patologia
puede impulsar la obesidad y su papel o relacién en las diferentes regiones del
cerebro involucradas en la busqueda de recompensas y el consumo, para de esta
manera comenzar a tomar accion desde un punto de partida, al igual que la
comunidad médica puede comenzar a trabajar en un plan para la prevencién,
control y tratamiento de esta problematica mundial, especificamente con el
desarrollo de nuevos sistemas de deteccion que sean confiables, econémicos y
estables para biomarcadores relacionados con el sindrome.

3. Justificacion

Teniendo en cuenta las areas de oportunidad de las técnicas de analisis, el
desarrollo de un multisensor con una determinacidn rapida, facil y altamente
sensible que nos brinde informacion sobre la relacion existente entre la glucosa,
el colesterol y la dopamina, permitiria observar posibles problemas de
desequilibrio en la produccion de dopamina o recepcion de glucosa y colesterol.

Kenneth Blum et al. 1996, publicaron en el American Scientist un estudio donde
fundamentan el Sindrome de Deficiencia de Recompensa, estos fundamentos se
encuentran basados en evidencias genéticas, debido a que descubrieron que la

anomalia genética que se encuentra asociada al alcoholismo también se
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encuentra asociada a otros deso6rdenes adictivos o compulsivos, tal es el caso
del abuso de drogas y el comer en exceso teniendo a la obesidad como
consecuencia.(Larocca, F., 2013) Por otra parte, los estudios neuroquimicos
demuestran que el comportamiento de busqueda de placer es un punto que
tienen en comun acciones como la adiccién a las drogas, al alcohol o a los
carbohidratos. Pues todas estas substancias provocan en el nucleo accumbens

una liberacién de dopamina.

Ha sido demostrado que la cantidad disponible del transportador de dopamina
estriada se correlaciona con el IMC en voluntarios sanos. (Chen et al, 2008). Asi,
pues en sujetos obesos la deficiencia de dopamina puede promover la
alimentacién patolégica para activar los circuitos de recompensa. Es por ello que
se buscan nuevas estrategias que estén dirigidas a estudiar la utilizacién de
dopamina para el tratamiento y prevencion de la obesidad, la cual es considerada
un subtipo de problematica ligada al sindrome de deficiencia de recompensa.
(Blum et al., 2014)

4. Hipotesis
Mediante la inmovilizacién de las enzimas Colesterol Oxidasa (COx),
Glucosa oxidasa (GOx) y Monoamino Oxidasa A (MAO-A) sera posible el
desarrollo de un multi-sensor colorimétrico el cual nos permita realizar el

estudio de la relacion de estas enzimas con la obesidad por SDR.

5. Objetivos

Objetivo general: Desarrollar un prototipo de un multisensor colorimétrico para

evaluar glucosa, colesterol y dopamina para el estudio de su relacién con la
obesidad por sindrome de deficiencia de recompensa.
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Obijetivos especificos:

e Desarrollar tintas cromogénicas basadas en las enzimas glucosa
oxidasa, colesterol oxidasa y monoamino oxidasa A.

e Inmovilizar las enzimas en diferentes plataformas y evaluar su

actividad enzimatica y el efecto del pH y temperatura.
e Construir curvas de calibracion basadas en el andlisis de imagen.

e Desarrollar un chip microfluidico para el multi-sensado colorimétrico

de dopamina, glucosa y colesterol.

6. Marco teorico

6.1. Sindrome de déficit de recompensa (SDR)

Debido a los avances de los estudios tanto en las enfermedades adictivas
como a los deso6rdenes psiquiatricos, se ha aportado un nuevo modelo de
comprensidn para poder explicar adecuadamente la complejidad
psicopatoldgica de las adicciones, a este huevo modelo de comprension
se le llama sindrome de déficit de recompensa.

El sindrome de déficit de recompensa es un modelo que describe la
asociacion vista entre la transmision dopaminérgica hipo funcional y los
trastornos de intolerancia a la demora de la recompensa. (Raquel Martinez
de Velasco, et al., 2015)

Este sindrome implica resistencia a la dopamina, ya que se manifiesta
como una forma de privacién sensorial 0 de los mecanismos de placer.
Esto ocurre debido a que el individuo es incapaz de obtener recompensa
placentera en sus actividades cotidianas. (Blum et al., 2014)
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Puesto que, la recompensa de placer puede ser relativamente leve o
grave, el sindrome de deficiencia de recompensa implica una serie variada
de trastornos relacionados a la salud mental, los que producen diferentes
tipos de comportamientos adictivos, compulsivos e impulsivos. (Blum et
al., 2022)

Es bien sabido que la dopamina es un componente principal de la funcién
cerebral, por consiguiente, también lo es del sindrome de déficit de
recompensa. La dopamina se encarga de multiples funciones importantes
como neurotransmisor, como lo es el de inducir placer y en su defecto el
de reducir el estrés, esta liberaciéon de dopamina se produce en el sitio de
recompensa del cerebro, donde se involucra una cascada de
neurotransmisiéon llamada cascada de recompensa cerebral (Blum K. et
al., 2020). Sin la funcién normal de este neurotransmisor, un sujeto sufriria
de antojos y tendria una incapacidad de hacer frente al estrés, lo que haria
que el sujeto se viera a la necesidad de buscar sustancias que puedan
usarse para apaciguar el estado de deseo mediante la activaciéon de

centros dopaminérgicos.

Las sustancias psicoactivas, como lo son el alcohol, los opiaceos, los
psicoestimulantes, y los comportamientos de riesgo, como el comer en
exceso Yy el juego inducen la liberacion de dopamina neuronal, lo que
ayuda al sujeto a aliviar ese placer temporalmente. Desafortunadamente,
este abuso de sustancias psicoactivas genera inactivacion, el agotamiento
de neurotransmisores, la inhibicién de la sintesis de neurotransmisores y

la disfuncién estructural de los receptores. (Blum K. et al., 2014)

Si bien, el termino de sindrome de déficit de recompensa fue
fundamentado basado en evidencia de tipo genético del alcoholismo
(Kenneth Blum et al., 1996), se ha encontrado la misma alteracién de gen
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en otras enfermedades como lo son la adiccidén a drogas, el tabaquismo y
a la ingesta excesiva de alimentos o atracones de comida. (Elizondo L.,
2001)

Durante muchos anos las diferentes adicciones siempre se han estudiado
por separado, por lo que se sugiere que todas estas adicciones en vez de
que sean endofenotipos, se vea como el verdadero fenotipo del SDR.
(Blum K. et al., 2022)

Blum et al. en 2014 menciona que gracias a una prueba integral que
identifica alelos vinculados a genes en los circuitos de recompensa
cerebral se estd de acuerdo en que las vias corticales
mesolimbicas/prefrontales, incluidos los sistemas serotoninérgicos,
cannabinoidrérgico, endorfinérgico, GABAérgico, glutaminérgico y
dopaminérgico, estan relacionados con el funcionamiento saludable de la
recompensa cerebral. Lamentablemente el sindrome de déficit de
recompensa a diferencia de un gen uno, es muy complejo para poder
obtener un analisis estadistico aceptable y asi saber si puede ser
hereditario. (Blum K. et al., 2020)

Como se ha mencionado anteriormente, este sindrome podria ser el
posible responsable de las adicciones en algunos sujetos, y por lo general
este afecta a sujetos con personalidad adictiva.

Existe la sugerencia de un vinculo entre los rasgos de la personalidad y la
susceptibilidad que tiene una persona a desarrollar la necesidad de
consumo de alguna droga. La mayoria de los sujetos predispuestos a una
adiccién tienen sintomas y signos muy definidos anteriores al inicio del
consumo de drogas. Ejemplos de ellos son la impulsividad, la dificultad

para seguir algun plan, una actitud de urgencia, dificultad para establecer
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atencién y conductas autolesivas (con la intencionalidad de hacerse dafno
somatico a uno mismo, pero sin intencidbn de provocarse la muerte).
(Méndez-Diaz et al., 2017)

Esta sugerencia surge debido a que en modelos en animales de Wilhem
CJ et al. en 2008, se observé en cepas de ratas, las cuales se clasificaron
como impulsivas mediante la prueba de tarea de descuento por retraso
(capacidad de resistir la tentacién de una recompensa inmediata y ser
capaz de retrasar esa recompensa), consumian mas alcohol que aquellas
ratas no impulsivas. Por otro lado, Perry J, et al en 2008, mediante misma
prueba, clasificaron a las ratas en altos y bajos niveles impulsivos para
después someterlas a un procedimiento que consistia en la
autoadministracién de la sustancia cocaina, el resultado mostrdé que el
80% de las cepas de ratas que tenian altos niveles de impulsividad se auto
administraban cocaina, mientras que el 20% de la cepa de bajos niveles
de impulsividad se auto administraban cocaina.

6.1.1. Sistema de recompensa

Para entender como funciona el sindrome de déficit de recompensa,
es importante mencionar al sistema de recompensa, ya que este es

alterado debido al sindrome de recompensa.

El sistema de recompensa del cerebro se encarga de la sensacion de
placer en el organismo, este sistema influye también sobre la
memoria y el aprendizaje, esto debido a que el individuo recuerda y
repite las acciones que le generan placer y contrario a esto evita
aquellas acciones que le generan una sensacion desagradable.
(Elizondo L., 2001)
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Es el conjunto de vias neuronales que permiten que la informacion
fluya entre las estructuras involucradas en el procesamiento de
recompensas. Las neuronas dopaminérgicas en el area tegmental
ventral regulan el flujo de informacion proyectandose hacia el nucleo
accumbens, la amigdala, el hipocampo, la corteza prefrontal y la capa
palida del lado. Todos estos sistemas se integran bajo la influencia

moduladora de la dopamina. (Grace et al., 2007)

El area tegmental ventral libera dopamina durante el periodo de
expectativa y recompensa. Los estudios a los axones de las neuronas
dopaminérgicas han demostrado que estas neuronas tienen una gran
diversidad anatdémica. Presentan ramificaciones que les permite
dirigir informacién simultdneamente a multiples areas relevantes del
sistema de recompensas. (Aransay et al., 2015)

Las neuronas dopaminérgicas constantemente reciben potenciales
inhibidores mediados por GABA (Grace y Bunney, 1985). Estudios
han demostrado que estos potenciales inhibidores provienen del
palido ventral, que es una regién productora de GABA. Por lo tanto,
las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral se
mantienen en un estado de inhibicion por el palido ventral. Esta
inhibicidn es inactivada por el subiculo ventral del hipocampo,
permitiendo efectos tonicos de las neuronas dopaminérgicas y
produciendo niveles basales de dopamina (Gonzalo Mantero, 2018).
Se necesitan dos estructuras para que se produzca el paso a
actividad fasica, el tegmento lateral-dorsal que permite que neuronas
productoras de dopamina utilicen glutamato y el tegmento
pedunculopontino que produce glutamato (Geisler y Zahm, 2005).
Esta recompensa se produce durante la transicion de actividad
dopaminérgica ténica a fasica.
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Ahora bien, la llegada de dopamina producida hasta el nucleo

accumbens sucede de dos formas:

Liberacion de la dopamina fasica:

Las neuronas dopaminérgicas generan un disparo fasico
después de una estimulacion destacada. Liberando grandes
cantidades de dopamina en la hendidura sinptica del nucleo
accumbens. Estos niveles liberados de dopamina alcanzan
concentraciones significativamente altas en la hendidura
sinaptica, lo que requiere la saturacibn de receptores
postsinapticos D2. La mayoria de la dopamina que se libera es
eliminada bastante rdpido en este compartimiento
espacialmente restringido por la recaptacion del transportador
de dopamina, con siglas DAT, anterior a salir de la hendidura
singptica. (Gonzalo Mantero, 2018)

Regulando la actividad en el nucleo accubens de un subgrupo
de neuronas. El modelo de sefalizacion de la dopamina puede
desempefiar un rol importante relacionado con las
recompensas en las primeras etapas o fases del aprendizaje

asociativo.

Liberacion de dopamina ténica:

Es responsable de los bajos niveles de dopamina ténica que
se encuentran en el espacio extracelular del nucleo
accumbens. La dopamina presente en este compartimiento no
es afectada por el trasportador de dopamina, pero aun asi

presenta concentraciones suficientes como para lograr
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estimular los receptores D2 sensibles presinapticos existentes
en las terminaciones aferentes. (Floresco et al., 2003).

Hay una distribucion especial de los niveles ténicos de
dopamina, quienes son regulados por la poblacién general de
neuronas dopaminérgicas, y que ademas de modular los
suministros de glutamato presinaptico de diversas regiones
limbicas y corticales, regula la actividad de la alta cantidad de
neuronas del cuerpo estriado ventral. (Gonzalo Mantero,
2018).

6.1.2. Sindrome de déficit de recompensa en la obesidad.

Las personas nos encontramos expuestas a diario a las ganas o
estimulos de ingerir alimentos, por lo que debemos tomar
decisiones conscientes relacionadas con la eleccion de los mismos,

esta decision influye en los habitos de alimentacién de la persona.

La eleccion de los alimentos que consumiremos es una conducta
que es influenciada por multiples factores de tipo bioldgico,
fisioldgico, sociocultural y psicolégicos en cada individuo, al igual
qgue lo son las caracteristicas de cada alimento (sabor, olor, color,
etc.) (Valladares M. et al., 2019)

Encontramos  diferencias menores en las propiedades
reconfortantes o gratificantes de los alimentos altos y bajos en
calorias en relacion a la condicion de saciedad después de ser
ingeridos. Lo mencionado anteriormente es influyente debido a que
ha sido probado que muchas personas se alimentan aun cuando no
tienen hambre, lo que demuestra el placer que ocasionan algunos
alimentos a causa de la estimulacion del sistema de recompensa.
(Valladares M. et al., 2019)
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La comida rdpida y las bebidas azucaradas activan circuitos cortico-
subcorticales de placer y refuerzo, independientemente del hambre.
Estos alimentos comestibles operan de la misma manera que se
muestran las sustancias adictivas tradicionales como la cocaina y
la heroina, lo que quiere decir que muestran sensibilidad
neuroconductual cruzada, esto se ha demostrado a nivel molecular
y neuroanatémico con técnicas de neuroquimica. (Avena et al.,
2008)

Las personas que tienen obesidad morbida pueden desarrollar una
“interdependencia” a drogas ilegales después de un exitoso
procedimiento medico (cirugia) que le ayude a bajar de peso. Entre
el consumo intermitente de azucares y otros alimentos adictivos, se
sospecha que existe una sensibilizacién neuronal comparable a la
descrita durante el uso alterno de drogas tradicionales como el
alcohol y los opiaceos. (Avena et al., 2008)

La variabilidad de la dopamina se ha medido en los ganglios
basales de personas obesas y, al igual que los adictos a las drogas,
puede haber retrasado el placer de comer y la re exposicion. En
diferentes investigaciones se ha descrito una correlacion inversa
entre el numero de receptores estriateles D2 de la dopamina y el
IMC en sujetos obesos, similar al patrdén en los adictos a las drogas.
(Volkow et al., 2011)

6.2.Biosensores

Cuando se piensa en sensores, la mayor parte del tiempo se piensa en
sensores que son desarrollados por el ser humano, pero dentro de los

seres vivos existe comunicacién entre los componentes de una célula y
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un conjunto de organismos que pertenecen a un ecosistema. Esta
comunicacién se hace principalmente por medio de cambios
fisicoquimicos. Para poder comprender como se desarrollan las
relaciones entre las propiedades fisicas y quimicas ante un estimulo en
una parte del sistema, se requiere medir el avance de los procesos de un
tejido bioldgico o la forma en las que se comunican diversos organelos de
la célula, debido a esto son necesarios sensores que puedan medir
sustancias especificas.

Segun la norma ISO 30128:2014 en su apartado 3.14 define a un sensor
como un “dispositivo que observa y mide una propiedad fisica de un
fendmeno natural o un proceso hecho por el hombre y convierte esa

medida en una senal”.

Los sensores se pueden clasificar en dos grupos principales, esto, de
acuerdo con el tipo de informacion que reciben:

1. Sensores quimicos: Estos sensores son capaces de notar cambios
de tipo quimico y caracterizar mediante sefnales eléctricas. (Martin
E., 2015)

2. Sensores fisicos: Estos sensores son capaces de convertir una

magnitud fisica en magnitudes eléctricas. (Martin E., 2015)

Es de importancia los sensores quimicos debido a que se ha trabajado en
aqui con un subgrupo de este tipo sensores, la base de estos se explicara

a continuacion.

Estos sensores quimicos tienen relevancia en la investigaciéon actual por
las necesidades actuales de caracterizacién con un numero elevado de

componentes o condiciones determinadas de un analito en una muestra.
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Estos sensores tienen como caracteristica, su tamafo pequeno, su buena
capacidad de ser selectivos y su bajo costo, esto en comparacién con
instrumentaciones distintas. (Martin E., 2015)

Para su funcionamiento los sensores quimicos cuentan con dos elementos

principales:

1. Receptor: Este se encarga de reaccionar con un determinado
componente de la muestra. (Lee Y. et al., 2006.)

2. Transductor: Segun la norma ISO 30128:2014 en su apartado 3.21
define a un transductor como un “dispositivo que convierte energia
de un dominio a otro, calibrado para minimizar los errores en el

proceso de conversion.”

Como se mencion6 antes, los biosensores incorporan elementos de
deteccion biolégica o biomiméticos y forman parte de un subgrupo o tipo
de sensores quimicos. (Jiménez C. & Le6n P., 2008)

En la figura 1 se puede observar que los biosensores son dispositivos
capaces de darnos informacion de tipo analitica o semiconductora con la
utilizacion de algun elemento de reconocimiento que sea de origen
bioldgico, en una superficie transductora mediante la inmovilizacién. La
relacion existente entre un bioreceptor y el analito generan consumo de
materia, cambio en las propiedades presentes del medio, o la formacion
de un producto. Después el transductor convierte este cambio fisico,
quimico o biolégico ocurrido en la superficie en una senal que podemos

medir, es decir, cuantificable. (Kumar A. et al., 2022)
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Figura 1. Funcionamiento de un biosensor.

Los biosensores se caracterizan por su bajo coste, su alta sensibilidad,
una buena selectividad y el poder ser reproducidos en todo momento, todo
esto tomando en cuenta la importancia de utilizar materiales estables y
resistentes para ampliar la vida media del dispositivo, su facil manejo al
operarse y transportarse, su automatizacion, su efectividad, su corto
tiempo de realizacion de analisis, y la obtencion de resultados aceptables
en tiempo real. (Castro-Ortiz L. et al., 2007)

Al igual que los sensores quimicos, los biosensores consisten en dos

componentes importantes:

1. Bioreceptor: Es una biomolécula que reconoce un analito
determinado. Estos pueden biocatalizadores como las enzimas,
tejidos, etc. (Lee Y. et al., 2006.)

2. Transductor: Este es el encargado de volver una la sefial quimica a
una sefal que pueda ser medida. Existen transductores diferentes
entre los que se encuentran los piezoeléctricos, calorimétricos,
termoeléctricos, piroeléctricos, magnéticos, electrénicos, opticos o

electroquimicos, y electrénicos. (Lee Y. et al., 2006.)
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La clasificacion de biosensores atienden las variables de a continuacion:

1. El tipo de interaccion: Biocéatalico o bioafinidad.

2. Por el método de deteccion: Que sea directo o indirecto.

3. El elemento de reconocimiento utilizado: Célula, organela, tejido,
enzima, anticuerpo, receptor, acido nucleico, acido nucleico
peptidico (PNA) o aptémero, polimero de impresién molecular
(PIM).

4. Por el sistema de transduccion: Ya sea nanomecanico,
piezoeléctrico, piezoeléctrico, electroquimico, éptico o

termoeléctrico.

6.2.1. Biosensores de acuerdo con su tipo de interaccion.

1. Biosensores de interaccion biocatalitica:

Estos estan constituidos por organelos, células, tejidos, o sistemas
enzimaticos o multienzimaticos, son sistemas in-situ que se utilizan
para detectar sustratos por medio del comportamiento
estequiométrico de reactivos o productos, o mecanismos de

inhibicion enzimatica que han intervenido en el proceso.

Entre los elementos tipicos de reconocimiento de esta interaccidn se

encuentran:

e [as enzimas:Las cuales son moléculas inmovilizadas con una

naturaleza proteica, estas son altamente especificas,
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regulables y especificas, y se acoplan a transductores que
pueden ser calorimétricos, potenciométricos, amperomeétricos,

piezoeléctricos u optoeléctricos. (Jiménez C. & Ledn P., 2008)

e (élulas: Ya sean completas o células que han sido sometidas
a procesos metaboldmicos que permitan el monitoreo de
metabolitos primarios o0 secundarios. (Jiménez C. & Ledn P.,
2008)

e Organelas: Estas se ocupan de la produccion de energia y
estan implicadas de xenobiéticos especificos. (Jiménez C. &
Ledn P., 2008)

e Tejidos: Se usa para controlar la calidad al determinar

productos de descomposicion. (Jiménez C. & Ledn P., 2008)

2. Biosensores de interaccion de bioafinidad:

Tienen la capacidad de formacion de complejos entre el analito que
nos interesa y el receptor, sin pasar por transformaciones quimicas,
y con mecanismos de respuesta excelentes. Estas interacciones
dan respuestas que demandan sistemas con alta sensibilidad y
precision, cuantificAndose por medio del seguimiento cinético del
proceso en presencia de inhibidores competitivos, comportamiento
optico del proceso o variaciones gravimétricas. (Ruiz-Valdepefias
V., 2019)

Entre los elementos de receptores de bioafinidad se encuentran:

e Anticuerpos: Son moléculas que poseen una naturaleza

proteica con selectividad, la fundamentacion de su
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mecanismo esta en la reaccion del antigeno-anticuerpo.
(Jiménez C. & Leo6n P., 2008)

e Las proteinas periféricas e integrales: Estas producen
canales, una activacion enzimatica, gradientes eléctricos que
posibilitan el flujo de moléculas y la intervencién de
mensajeros celulares. (Jiménez C. & Le6n P., 2008)

e Polimeros de impresion molecular (MIPs): Estas son
moléculas de sintesis que cuentan con propiedades
biomiméticas sobre mecanismos competitivos. (Jiménez C.
& Ledn P., 2008)

6.2.2. Biosensores de acuerdo con su sistema de transduccion:

En la seleccién del sistema de transduccién del biosensor es de gran
importancia conocer la naturaleza de la interaccion presente entre el
analito y el elemento de reconocimiento, ya que si no se selecciona un
buen sistema de transduccion no sera posible la obtencion, amplificacion,
registro, sistematizacion, almacenamiento e interpretacién las sefiales que

se producen en la interaccion.

1. Transductores Opticos:

e Transductor de fibra dptica: En sus extremos estos tienen
inmovilizado el elemento de reconocimiento y el elemento
de deteccion, al igual que tienen marcadores que permiten
la deteccion de cambios presentes entre el elemento de
reconocimiento y el analito y asi difundirlos por la fibra.
(Jiménez C. & Le6n P., 2008)
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Transductor de onda evanescente-EW: se requiere un
marcaje y tienen fundamento en la reflexion interna total de
fluorescencia por medio de la absorcidén y la emisién de
fotones. Los cambios en las caracteristicas de la luz
propagada a través de la guia de ondas se relacionan con
los cambios en la concentracién del analito. (Jiménez C. &
Ledn P., 2008)

Transductores de los interferometros Mach-Zender: aquila
concentracion del analito depende del cambio del campo
evanescente que se produce por la interaccién del analito
y del elemento de reconocimiento. (Jiménez C. & Leén P.,
2008)

Transductores de resonancia de plasmones superficiales:
Los electrones de conduccion de un metal oscilan
simultaneamente; los plasmones se describen como
oscilaciones colectivas de los electrones de conduccion de
un metal, esto ante la exposicidén a un haz de luz polarizada
y la medicién del angulo de resonancia, el angulo da
informacion sobre la concentracidn real de analito.
(Jiménez C. & Ledn P., 2008)

2. Transductores electroquimicos:

Estan caracterizados por su capacidad de conservar la seial que se
obtiene de una senal eléctrica. Estos transductores se utilizan en
sistemas de reconocimiento biocataliticos. En este tipo de
transductores se destacan:

Transductor amperomeétrico: basados en monitorizar la

corriente que resulta de la oxidacion o reduccion generada de

34



los procesos de bioreconocimiento de una especie
electroactiva, a un potencial constante. Resulta directamente
proporcional la variacién de corriente que se obtiene a la
concentracion del analito en algun intervalo determinado.
(Ruiz-Valdepenas V., 2019)

Transductor potenciométrico: basado en monitorizar la
variacion del potencial de un electrodo de trabajo y
comparandolo con el de un electrodo de referencia en una
celda electroquimica, si la corriente existente entre ellos es
nula, esto nos da informacién acerca de la actividad de los
iones en la reaccion electroquimica. (Ruiz-Valdepenas V.,
2019)

Transductor  impedimétricos: La  espectroscopia de
impedancia electroquimica utiliza en los materiales el andlisis
de las propiedades capacitivas y resistivas a través de
perturbar un sistema en equilibrio con una sefial de pequena
amplitud de excitacion sinusoidal. Esta técnica es muy efectiva
en la caracterizacién, estudio y analisis de recubrimientos, en
baterias, en celdas de combustible, en fendmenos de
corrosion y en conductividad de polimeros o tejidos. (Ruiz-
Valdepenas V., 2019)

6.2.3. Biosensores colorimétricos

En el apartado anterior se explicé a detalle lo que eran los biosensores y

como estos se podian clasificar de acuerdo con su naturaleza que es

obtenida de la senal de interaccion sensor-analito. Es decir, que los

biosensores pueden ser clasificados como electroquimicos
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(amperométricos, impedimétricos, potenciométricos) y biosensores

opticos.

En los biosensores Opticos se incluye a todos los sistemas que se
benefician de la interacciéon de la materia y la radiacion electromagnética.
En este tipo de biosensores, la concentracién del analito que se esta
sensando se relaciona con el cambio de color. En ellos la radiacién
electromagnética se guia desde el espectrofotometro, esta radiacién
interacta con la materia, y posteriormente se reintroduce para el

procesamiento electrénico.

Depende de donde se ubigue la onda en el espectro electromagnético se
puede hacer la clasificacién de elementos de los biosensores, asi
surgiendo la clasificacion de biosensores de tipo colorimétricos o los

basados en la absorcién de la luz visible.

Dentro del rango visible del espectro, la caracteristica de medicion
principal de los biosensores colorimétricos es el cambio en las
propiedades Opticas del sistema, el cambio de color al color que se
encontraba originalmente es la sefal transmitida del biosensor por la

reaccion de interaccion entre el analito.

La técnica analitica de espectrofotometria UV-visible se utiliza en el
desarrollo de biosensores colorimétricos para conocer la concentracion de
un compuesto en una solucion. Esto se basa en la capacidad de las
sustancias para absorber o emitir radiacion electromagnética, asi,
dependiendo de la forma lineal de la concentracion, es la cantidad de luz
absorbida. En la identificacién y cuantificacion de biomoléculas en solucion
y de muestras biologicas, se deben de emplear reactivos que sean
especificos y que reaccionen con el compuesto que se analiza y lograr
formar un producto coloreado permitiendo detectarlo en muestras
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complejas. Esta técnica se caracteriza por ser sencilla, precisa, accesible
y util. (Diaz M. et al., 2009.)

La espectroscopia UV-Vis se relaciona con la excitacion de los electrones
que se encuentran en la parte externa de los atomos, los cuales estan
involucrados en las uniones y por ende formacién de moléculas, por lo que
a menudo se la denomina "espectroscopia electrénica". Los modos
generalmente realizados son los de transmitancia, reflectancia y
fotoluminiscencia de las mediciones en la regién UV-Vis. (Picollo M. et al.,
2018). Abarcando la espectroscopia de absorcion y la espectroscopia de
reflectancia en la region espectral UV-vis. Quienes pueden absorber la
energia de luz ultravioleta o visible y pueden ser excitadas a orbitales
moleculares antienlazantes superiores son las moléculas que contienen
electrones p o electrones no enlazantes (electrones n). (Wang H., et al.,
2013).

En la capacidad de las moléculas para absorber radiaciones esta el
fundamento de la espectrofotometria, en la que también se encuentran las
radiaciones bajo el espectro UV-visible. Dependiendo de las condiciones
del medio y también de la estructura atdmica son las longitudes de onda
de las radiaciones que una molécula tiene la capacidad de absorber y la
eficiencia con la que estas se absorben.

Las moléculas son capaces de absorber energia luminosa y almacenarla
como energia interna. Cuando esta luz, que se considera energia, se
absorbe por una molécula, se da un salto que va de un estado energético
basal a un estado conocido como de mayor energia, o también llamado
estado de excitacion. Solamente se podra absorber la energia que permita
este salto del estado excitado. Cada molécula posee una serie
determinada de estados excitados distintiva y que la diferencia del resto
de las moléculas, es por ello que el espectro de absorcion se considera
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una sena de identidad para la molécula. Finalmente, las moléculas en el
estado excitado liberan dicha energia que se absorbié hasta regresar al

estado energético basal. (Diaz M. et al., 2009.)

El término de “luz” en espectroscopia no aplica Unicamente al rango visible
de radiacién electromagnética, también a las formas invisibles que son UV
e IR. En la espectrofotometria de absorbancia las regiones del ultravioleta

y el visible son usadas.

Para entender esto se explicara brevemente lo que es el espectro
electromagnético, que son todas las radiaciones electromagnéticas en
orden de su frecuencia o de su longitud de onda. Como se puede observar
en la figura 2 las diferentes radiaciones electromagnéticas son
diferenciadas entre si por su frecuencia o por su longitud de onda, pues
ambas se relacionan. (Cabrerizo D., 2011)

- -

= T

= Luz visibie

Figura 2. Espectro electromagnético

El espectro visible para el ser humano es una pequefa porcion del
espectro electromagnético.
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Cualquier energia que se produce en esta banda estimula el ojo humano

normal produciendo la sensacion de vision.

e Laregion UV:son el rango de longitudes de onda que van de 195
a los 400nm. Los compuestos que poseen dobles enlaces
aislados, triples enlaces, enlaces peptidicos, sistemas
aromaticos y grupos carbonilos tienen una maxima absorbancia
en la region UV, por lo que se usa esta region en especifico para
determinar de manera cualitativa y cuantitativa compuestos

organicos. (Diaz M. et al., 2009.)

e La region visible: se puede observar esta region en la Tabla 1,
donde se aprecian los colores visibles de una solucién que
corresponden a las distintas longitudes de onda de luz que se
transmiten, no que se absorben. El color absorbido es el
complementario del color que se transmite. Por lo que, para
medir la absorcion de una solucion, es necesario conocer la
longitud de onda en la que absorbe luz la solucion coloreada de
interés. (Diaz M. et al., 2009.)

Longitud de onda Color de luz que se  Color de luz que se

absorbe refleja
~ 390 — 435 nm Violeta Amarillo verdoso
~ 450 — 495 nm Azul Amarillo
~ 495 — 570 nm Verde Rojo
~ 560 — 590 nm Amarillo Azul
~ 590 — 620 nm Naranja Azul verdoso
~ 620 — 750 nm - Verde azulado

Tabla 1. Longitudes de onda del espectro visible.
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Como observamos en la figura 3, cuando un rayo de ta

luz con una determinada longitud de onda y de
intensidad [, incide de forma perpendicular sobre la

disoluciéon de algun compuesto quimico que absorba =

luz o croméforo, dicho compuesto absorbera parte de X
la radiacion incidente (I,) y dara paso el resto (1), por '

lo que se cumple que I, = I, + I;.

Figura 3. Transmitancia y absorbancia

e Transmitancia (T): Se refiere a la relacibn que existe entre I,
(cantidad de luz que es transmitida que alcanza el detector una
vez que ha atravesado la muestra) y I, (cantidad de luz que
incide sobre ella), la cual normalmente esta representada en

porcentaje:

%T = (II—;) (100)

Este resultado de transmitancia da como resultado una medida
fisica que relaciona la intensidad incidente y la trasmitida al
momento de pasar por la muestra. (Diaz M. et al., 2009)

e Absorbancia (A): Nos indica la cantidad de luz que absorbe la
muestra, esta luz que es absorbida depende de la concentracidon
y de la distancia que tiene que atravesar la luz a través de la

solucion del cromdéforo, se determina como:

= tog() .7 = -1og(7)
—08\) T T TR,
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Cuando (I, = I;), es decir, que la intensidad incidente y transmitida son
iguales, la transmitancia es del 100% lo que nos dice que no absorbe a
una determinada longitud de onda, y por lo tanto A = log(1) = 0, si en otro

caso se transmite solo 1% de radiacion (T = 0.01), la absorcion de
radiacion seria A = log(—) = 2. (Diaz M. et al., 2009.)

1
0.01

Existen dos leyes fundamentales rigiendo el comportamiento de la

radiacion incidente absorbida cuando pasa a través de una muestra:

1. Ley de Lambert: La primera predice el efecto producido por el
espesor del medio-muestra sobre la friccibn de radiacién
absorbida.

2. Ley de Beer: La segunda nos habla del efecto que da la
concentracion del medio-muestra sobre la fraccién de radiacién

gue se absorbe.

Ley de Lambert-Beer: En esta se observa como la absorbancia es
directamente proporcional a la longitud b de la trayectoria a través de la

solucién y a la concentracidn c del analito.
A=¢€¢"b-c
Siendo:

e: Constante de proporcionalidad llamada también absortividad (o
absortividad molar) expresada en L/cm-g sic=g/Ly en L/cm-mol Si

¢ =mol/L.

b: Longitud del camino que tiene que recorrer la radiacién a través del
medio absorbente.

c: La concentracion expresada en g/L , mol/L.
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Los espectrofotometros son instrumentos en donde se realiza la medicion
de la cantidad de intensidad de la luz que se absorbe después de pasar
por una solucién muestra. (Garcia R., 2018) Como se observa en la figura
4, la estructura basica del espectrofotdmetro consiste:

1. La fuente de energia radiante: Que es una lampara de deuterio y
tungsteno.

2. El monocromador: Sirve para la seleccién de radiaciones con
determinada longitud de onda, y pueden ser filtros, redes de
difraccién o prismas.

3. Detector de luz.

4. Amplificador y convertidor de senales luminosas a senfales
eléctricas.

5. Registrador o sistema de lectura de datos.

Selerzorde
longrtud de onde

Figura 4. Elementos basicos del espectrofotometro.
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Esta basa su funcionamiento en la luz que tiene de una lampara especial,
y que es guiada por medio de un conector que selecciona y separa la luz
de la longitud de onda, para después atravesar la muestra. La intensidad
saliente de la luz de esa muestra se capta y comprara con la intensidad de
luz incidente en la muestra, haciendo posible calcular la transmitancia, que

es dependiente de la concentracién de la sustancia. (Garcia R., 2018)

6.2.3.1. Colorimetria

La colorimetria es una técnica bastante usada en laboratorios
bioguimicos debido a que esta brinda informacion tanto cualitativa
como cuantitativa sobre sustancias en disolucién. (Aparicio E., 2017)

Segun Florkin, 1962, “los primeros colorimétricos se calibraban a ojo,
comparando el color de una solucion con los de una serie de discos
coloreados. Los resultados que se obtenian eran muy subjetivos y no
exactos. La célula fotoeléctrica tiene la ventaja sobre el ojo humano de
poder determinar el grado de absorcion de un color y de ser mucho

mas obijetiva.”

La técnica se basa en la utilizacién de sustancias coloreadas y la
medicion de la absorcién de radiacion de la zona visible. Algunas
veces la muestra que queremos determinar no tiene un color por si
misma, en estos casos, se debe de realizar un desarrollo de color, esto
se hace empleando reactivos que nos ayuden a la obtencion de
sustancias coloreadas de la muestra que se esté estudiando. La Unica
diferencia existente entre la colorimetria y la fotocolorimetria es el

instrumental que se emplea. (Cabrerizo D., 2011)

Un color es definido por los siguientes tres parametros:
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1. Luminancia: Es la medicion luminosa de la intensidad de la
radiacion, expresado a veces como que un color tiene mucho
brillo (que es claro) o que tiene poco brillo (que es oscuro.
Medicion simbolizada con L y con unidad de medida Cd/m?.
(Aparicio E., 2017)

2. Longitud de onda predominante: Longitud de la radiacién
monocromatica correspondiente. Conocida también como tono
y vista como que un color es amarillo, azul, verde, etc. con
simbolo 2d y unidad de medida en nm o mm o Angstrom.
(Aparicio E., 2017)

3. Pureza: Es la magnitud de la dilucién de un color en blanco.
Representada por un indice que varia entre 0 y 1. Se refiere a
ella cuando se menciona la saturacion. Simbolizada con la letra
P. (Aparicio E., 2017)

En el apartado anterior se habla con mayor detalle de la ley de
Lambert-Beer, esta se cumple para soluciones que estan diluidas; y
para valores con una concentracion alta, la absortividad cambia de
acuerdo a la concentracion, por fendmenos de dispersion de la luz,
cambios del medio, agregacién de moléculas, etc.

La aplicacion evidente de la ley de Lambert-Beer es usando el
colorimétrico para definir la concentracion de una gran cantidad de
moléculas que absorben la luz. Técnica que se extiende a sustancias
no coloreadas tales como los azucares o los aminodcidos después de
realizar alguna reaccién que sea capaz de convertir estas sustancias

incoloras en derivados coloreados. (Diaz M. et al., 2009)
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Es asi como percibimos el atributo de los objetos conocido como color
cuando hay luz. La luz esta compuesta por ondas electromagnéticas
gue se propagan a unos 300 kilémetros por segundo, asi que nuestros
0jos en realidad no reaccionan a la materia en si, sino que a la
incidencia de la energia. Estas ondas hacen distintos tipos de luz,
como infrarroja, visible, ultravioleta o blanca, dependiendo de su
longitud de onda. Los objetos devuelven hacia su entorno la luz que
no han absorbido y el campo visual de cada uno de nosotros interpreta
estas radiaciones electromagnéticas que el entorno emite como lo que

conocemos como color. (Cabrerizo D., 2011)

El color cuenta con las siguientes propiedades:

e Tono: Atributo por el que diferenciamos el color y designamos
los diferentes colores que podemos observar (verde, violeta,
anaranjado). (Sherwood, 2008)

e Saturacion: Intensidad cromatica, determinada por la cantidad

de luz que un color posee. (Sherwood, 2008)

e PBrillo: Cantidad de luz que es emitida por una fuente de luz o

que se refleja por una superficie. (Sherwood, 2008)

Para entender mejor las propiedades que tiene un color, observemos
la figura 5, en ella se puede observar un circulo cromatico, donde se
ordena de forma circular los colores en funcion de su tono. Un circulo
cromatico basico se compone de los colores primarios y algunos

secundarios.

e En este circulo se pueden observar de por un lado los colores

calidos (rojo, naranja, y los tonos intermedios entre ellos) y del
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otro lado los colores frios (azul, verde y los tonos intermedios
entre ellos). (Sherwood, 2008)

Figura 5. Circulo cromatico.

Lo que hace posible identificar materiales en una mezcla es que
muchos compuestos tienen espectros caracteristicos de absorcién en
la region visible y ultravioleta.

e Proteinas: A 280 nm absorben los aminoacidos triptéfano y
tirosina, lo que constituye el fundamento de una técnica muy
sensible para la determinacion de proteinas sin que se tenga que
destruir la muestra. Las proteinas absorben también en el
ultravioleta lejano, a causa de los enlaces peptidicos. (Aparicio
E., 2017)

e Acidos nucleicos y sus bases que los componen: La maxima

absorcidén de estos se encuentra en la region de 260 nm. Esta
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magnitud constituye una medida de su integridad ya que los
acidos constituyen una medida de su integridad pues los acidos
nucleicos parcialmente degradados absorben mas fuertemente
que los materiales nativos. Mientras que sus bases que los
componen tienen un espectro de absorcion lo suficientemente
diferente, lo que permitiendo usarlo en su identificacion. (Aparicio
E., 2017)

e Hemoglobina: Cuando la hemoglobina se modifica por algunas
drogas o por monoxido de carbono, la presencia de estos
agentes modificantes puede ser detectada y medida si la
absorciébn maxima da un cambio caracteristico. (Aparicio E.,
2017)

6.3.Biomarcadores enfocados al Sindrome de déficit de recompensa

Debido a todo lo descrito anteriormente sobre el sindrome de deficiencia de
recompensa (SDR), se relaciond y observo la importancia que existe entre
este neurotransmisor (dopamina) y la glucosa y colesterol en el cuerpo
humano. Esta relacidén viene mas que nada de la cantidad de alimentos ricos
en carbohidratos, grasas y azucares que ingieren estas personas, y su
busqueda constante por liberar dopamina en el cerebro, ocasionando

problemas como la obesidad. (Aguilera et al., 2019)

México esta presentando un proceso de acelerado desarrollo y cambios
socioculturales, mas que nada debido a su entrada a la econdmica
internacional y al mismo tiempo por cambios en la cultura alimentaria de

nuestro pais por transiciones demograficas, epidemioldgicas y nutricionales.

La poblacion mexicana cambia sus patrones y formas de alimentacién

tradicional que han tenido por generaciones a una elevada ingesta de
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alimentos pobres en nutrientes, ricos en grasas saturadas, colesterol,
azucares y sodio, al mismo tiempo que se han adoptado estilos de vida muy
poco saludables combinados con los acelerados procesos de urbanizacion. A
consecuencia, se observa un aumento de enfermedades crbénicas que se
relacionan con la nutricion, entre ellas la diabetes, obesidad, entre otras. En
recientes estudios se revela que la obesidad esta en ascenso, dando a
conocer que mas de la mitad de la poblacion actual padece de sobrepeso y
mas del 15% es obeso. La obesidad en nuestro pais ya es considerada una
problematica de salud publica que mostrara repercusiones en las areas
econdmicas, sociales y de salud a mediano y largo plazo.

Ademas, esta la conocida tendencia de transicién nutricional, que describe
que la poblaciéon de paises en desarrollo cada vez consume dietas mas
parecidas a las de paises desarrollados, lo que incluye crecientes cantidades
de productos de origen animal, aceites vegetales, edulcorantes y alimentos
procesados, y escasos granos enteros. (Ibarra, L. S., 2016)

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO), el 58% de los habitantes de América tiene sobrepeso y
obesidad, es decir, 360 millones de personas, presentando las tasas mas
elevadas esta Chile con un 63%, México un 64% y Bahamas un 69%. Cabe
destacar que la obesidad impacta de manera desproporcional a las mujeres,
los que observamos en zonas ricas, pobres, rurales y urbanas de nuestro
pais, pues la tasa de obesidad femenina es un 10% mayor que en los
hombres. Lamentablemente, de mantener esta tendencia, para el afio 2030
mas del 40% de la poblacién mundial padecera de sobrepeso y mas de la

quinta parte sera obesa. (Vazquez E., et al., 2019)

Asi, la dieta hoy en dia esta basada en carbohidratos, los cuales al entrar en
el cuerpo y especificamente en la sangre, elevan los valores de glucosa y

colesterol. Algunos alimentos ricos en colesterol resultan estar en comidas
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que consumimos con bastante regularidad como la carne y las grasas.
También consumimos bastante pan, pasta y arroz, que son algunos de los
alimentos en los que se encuentra la glucosa, elevando asi los niveles de

ambos en el plasma sanguineo.

Al consumir estos tipos de alimentos se busca la liberacién de dopamina,
quien modula los circuitos de motivacién y recompensa. Pero debido al
sindrome de deficiencia de recompensa (SDR), se da una deficiencia de
dopamina, que desata la alimentacion patolégica como un medio para
compensar la activacion disminuida de estos circuitos. Por lo que las
estrategias destinadas a conocer de mejor manera la funcion e interaccién de
la dopamina con otras sustancias, pueden ser beneficiosa en el tratamiento
de estas personas. (Wang et al., 2001)

Los dispositivos de pruebas en el punto de atencién se han vuelto bastante
innovadores e importantes en el mundo de la medicina, especialmente por la
ventaja de obtencién de un diagndstico que sea lo mas rapido y eficiente
posible. También debido a que las técnicas que se utilizan para disefar estos
patrones de microfluidos son rentables, requieren de menos muestras, son
ambientalmente benignas y tienen un anadlisis rapido. Los dispositivos
analiticos de microfluidos basados en papel estan generando interés debido
al movimiento pasivo del analito por el fenémeno capilar. (Ganesan S., et al.,
2017)

Estos ayudan a reducir la cantidad de visitas clinicas, disminuir los costos en
el sistema de atencién médica, aumentan la satisfaccion del paciente y lo
ayudan a mejorar los resultados clinicos. Al igual que a personas en entornos

de bajos recursos.

Los niveles de glucosa, al igual que de colesterol y dopamina se pueden medir
a través del plasma sanguineo, debido a que este no se ve influenciado por
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el hematocrito. (Sanchez et al., 2015) Por este motivo, en este trabajo se
plantea la evaluacion y estudio de un multisensor colorimétrico con un
impacto importante en el area de la salud y dando una determinacion rapida,
facil y altamente sensible, al mismo tiempo que sea capaz de medir y ligar
parametros de estos biomarcadores (glucosa, colesterol y dopamina), y que
su relacién ayude para su potencial aplicacion en la deteccidén del sindrome
de deficiencia de recompensa en el ambito de trastornos alimenticios como la
obesidad, esperando también ofrezca pautas para que en un futuro se
implementen y desarrollen estudios para las otras afecciones asociadas al
SDR.

6.3.1. Glucosa

La glucosa se encuentra en distintos alimentos, entre ellos frutas, cereales, pan,
arroz, la pasta, y la miel. Es el compuesto organico mas abundante de la
naturaleza y las células la ocupan como fuente primaria para la sintesis de
energia una vez combinada con oxigeno, el cual proviene de la respiracion. Esta
energia que se produce es muy importante pues ayuda a llevar a cabo
imprescindibles procesos celulares tales como la transmision nerviosa, el
transporte activo, la contraccion muscular y la produccidon de ciertas sustancias
quimicas. (Laboratorio Clinico Hematolégico., 2016)

CH:0OH
Es un monosacarido de azucar simple cuya (0)
estructura quimica es C6H1206, es fuente de OH
energia para las plantas y animales al reaccionar con
oxigeno, generar didxido de carbono y agua y liberar OH OHOH
energia. (Bermudez V., et al., 2007) Figura 6. Estructura quimica de
la glucosa.

La glucosa cumple funciones en las células eucariotas de las especies vivientes

que habitan el planeta y que son de gran importancia como la generacion de
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energia para sus actividades vitales. Estas moléculas no son capaces de difundir
directamente a través de las membranas celulares, es decir, requieren de ayuda
para ir de un lado a otro de la pared celular, por lo que proteinas transportadoras
especializadas les ayudan a lograr pasar al interior de las células y asi llevar a
cabo funciones importantes como la oxidacién y el almacenaje, e incorporarse a
la via metabdlica que predomine segun las condiciones hormonales y energéticas

del momento. (Bermudez V., et al., 2007)

Al encontrarse en muchos de los alimentos que ingerimos normalmente en
nuestra dieta, la glucosa pasa al torrente sanguineo y eleva los niveles en sangre.
Como respuesta, el pancreas produce y secreta insulina a la sangre,
especificamente una hormona que genera el aumento de la permeabilidad de la
célula y facilita asi el transporte de glucosa hacia el interior celular, una vez al
interior de la célula se convierte en energia y también es usada en forma de
glucdgeno, acidos grasos y aminoacidos. De la misma manera, cuando no se
ingiere glucosa en un tiempo prolongado como lo es durante el ayuno, se secreta
glucagdn, quien es una hormona pancreatica hiperglucemiante que estimula al
higado y a los musculos con el objetivo de restaurar el equilibrio mediante la
descomposicion del glucégeno almacenado y la liberacién de glucosa al torrente
sanguineo. (Laboratorio Clinico Hematoldgico., 2016)

Histéricamente y aun hoy en dia, la obesidad ha sido considerada una
problematica conductual que se puede tratar simplemente con modificaciones
conductuales como cambios en la dieta y el ejercicio. Pero ha sido demostrado
por los avances cientificos que, en otras afecciones neurolégicas de la salud
como el alcoholismo, existen otros importantes componentes tanto biolégicos y
genéticos que limitan la eficacia del individuo al momento de querer realizar estos
ajustes de comportamiento para disminuir el peso y mejorar su salud y
alimentacién. (Blum K., et al., 2007)
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Es por esto que en la obesidad y otras afecciones ligadas al sindrome de
deficiencia de recompensa es fundamental abordar factores bioldgicos y
genéticos en sinergia con las modificaciones conductuales. Se tiene la hipétesis
de que uno de los factores genéticos que influye en el comportamiento y, por lo
tanto, en la obesidad es una predisposicién al ansia de glucosa y en general una
alteracién de la actividad dopaminérgica en el centro de recompensa del cerebro.
Esta deficiencia de dopamina lleva a las personas a involucrarse en actividades
de comportamiento excesivo, como la busqueda incesante de alimentos pues se
esperaria aumentaria la funcién de dopamina cerebral. Por esto se presenta este
nuevo cambio de paradigma en el pensamiento sobre la obesidad, con la premisa
de que consumo de grandes cantidades de alcohol o carbohidratos (atracones)
estimula la produccién y por ende, la utilizacién de dopamina en el cerebro, al
igual que ocurre con la ingesta de crack/cocaina y el abuso de la nicotina. (Blum
K., et al., 2007)

La importancia de tomar en cuenta este biomarcador para este sindrome viene
de distintas razones, entre las cuales encontramos que el cerebro es el tejido
mas sensible a los cambios en la glucemia, pues si la concentracion de glucosa
es muy baja o alta se manifiestan sintomas como confusion mental o

inconsciencia. (Laboratorio Clinico Hematoldgico., 2016)

También esta el hecho de que la glucosa tiene un rol critico en el metabolismo
neuronal, el cerebro contiene neuronas especializadas que utilizan la glucosa
como molécula de sefializacidn, la presencia de un cambio en los niveles de
glucosa ambiental conduce a alteraciones en la tasa de activacion neuronal.
(Barry E Levin, 2000)

En algunas otras ocasiones los altos niveles de glucosa en el suero sanguineo
pueden estar ligados a condiciones patoldgicas diversas como: hipertiroidismo,
infarto del miocardio, enfermedad de Cushing, convulsiones, etc. Y los bajos
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niveles pueden deberse a: insulinomas, hipotiroidismo, hipopituitarismo,
carcinomas extrapancreaticos, mala absorcion de glucosa, estados de hambre,

alcoholismo, etc. (Laboratorio Clinico Hematologico., 2016)

Al obtener mediciones de glucosa en el cuerpo, son considerados normales los
valores de glucemia (en ayunas) menores a 100 mg/dL en adultos, mujeres y
ninos, y después de dos horas de haber ingerido alimentos (carga de glucosa)
los valores normales son de aproximadamente 140 mg/dL. (Rojas de P E, et al.,
2012)

La revision de estos parametros es fundamental pues cuando los valores son
superiores a los mencionados indican prediabetes, y son considerados de riesgo
con posible desarrollo de diabetes tipo 2. En mujeres embarazadas es solo un
poco diferente, pues si en ayunas los valores son iguales o superiores a 105
mg/dL se requerird hacer pruebas de tolerancia oral a glucosa. Una persona
diabética debe tener especial cuidado y deberia monitorear sus valores
continuamente pues un resultado fuera de lo normal puede significar un mal

control de la diabetes. (Laboratorio Clinico Hematolégico., 2016)

Las alteraciones del metabolismo de la glucosa antes de la aparicion de diabetes

se definen como:

e Glucosa alterada en ayunas (GAA): valores entre 100mg/dL y 125 mg/dL.

e Intolerancia a la prueba de glucosa (ITG) después de una carga de 75
gramos de glucosa y a dos horas son cifras entre 140 y 199 mg/dL.
(Rojas de P E, et al., 2012)

Por todo esto, al consumir alimentos dulces o ricos en carbohidratos y por ende

de glucosa, se estimula la produccion y utilizacion de dopamina en el cerebro
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como un proceso de auto curacién mediante atracones, llevandolos a caer en
trastornos alimenticios como obesidad, anorexia nerviosa, etc. Ademas del
riesgo de padecer una enfermedad como la diabetes a consecuencia del alto
consumo de glucosa, se puede también afectar otros 6rganos por los niveles altos
de glucemia como rifones, los vasos sanguineos, la retina, entre otros.

(Laboratorio Clinico Hematoldgico., 2016)

Se han realizado estudios de neuroimagen en animales y humanos en donde se
ha encontrado que las drogas como el alcohol, los opiaceos, los
psicoestimulantes, alimentos sabrosos, la glucosa, el juego y la hipersexualidad
activan la liberacion de dopamina, demostrado asi que las regiones del cerebro
involucradas en el llamado circuito de recompensa se ven afectadas por estos
comportamientos. Se inician y mantienen estas actividades pues la dopamina
que se libera genera placer que ayuda a aliviar el deseo o el estrés y restaurar la
sensacion de bienestar mediante la restauracion del homeostasis de la
dopamina. (Blum K., et al., 2017)

6.3.2. Colesterol

Esta molécula evolucioné después de que la atmdsfera terrestre se volviera
aerobica y hoy en dia el colesterol esta presente en las células eucariotas, pero
no en la mayoria de las procariotas. (Ma. H. et al., 2006)

Una molécula sumamente indispensable YCH:
para la vida es el colesterol (3-hidroxi-5,6 CH;
colesteno) pues desempefia importantes

funciones de estructura y metabolismo,

ambas vitales para los seres humanos. Esta
anclado  estratégicamente en las

membranas de cada una de las células de Figura 7. Estructura quimica del colesterol.
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las que estamos formados y en ellas se encarga de modular la fluidez,
permeabilidad y por supuesto, su funcién. (Maldonado et al., 2012)

El atomo de oxigeno en su grupo 3-OH proviene del O2. Las membranas
plasmaticas animales de las células eucariotas suelen ser ricas en colesterol a
diferencia de las membranas de sus organulos, quienes suelen tener cantidades

menores de este lipido neutro. (Ma. H. et al., 2006)

Una parte del colesterol presente en el cuerpo humano proviene de lo que
consumimos (colesterol exdgeno) y otra parte se sintetiza por nuestras células
(colesterol endbégeno) en los hepatocitos principalmente. Los alimentos forman la
principal fuente externa de colesterol, en especifico los que provienen de origen
animal como son la carne, aves, el huevo, las grasas, el pescado y la leche, los
cuales causan un aumento de su concentracién en el suero sanguineo y su
acumulacién en el cuerpo. Basicamente todos los tejidos formados de células con
nucleo pueden sintetizar colesterol. Esta sintesis se lleva a cabo y es
responsabilidad de la fraccibn microsémica del citosol llamada reticulo
endoplasmico. El colesterol tiene un papel fundamental en el cuerpo pues forma
parte de las membranas de cada célula, también actia como precursor de todas
las hormonas esteroideas, acidos biliares, y de la vitamina D, también es
importante llevar una dieta equilibrada pues las mutaciones genéticas en el rLDL
y una ingesta elevada de colesterol y llevan al incremento de colesterol en la
sangre a valores mas alla de los recomendados, favoreciendo enfermedades
cardiovasculares. (Maldonado et al., 2012)

El colesterol es una sustancia con caracteristica cerosa producida por el higado
animal y también suministrada en la dieta en alimentos como los mencionados
anteriormente. No muchas personas saben que el cuerpo produce colesterol de
forma natural, segun los antecedentes familiares genéticos, este colesterol

producido por el cuerpo es de donde proviene la mayor parte del colesterol total.
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El higado, al igual que otras células individuales en todo el cuerpo, produce
colesterol, el cual puede llegar al torrente sanguineo. Este colesterol se divide en
dos, a los que se les llama comunmente como el colesterol bueno (lipoproteina
de alta densidad) o malo (lipoproteina de baja densidad) para el sistema
cardiovascular. (Ma. H. et al., 2006)

Si tomamos en cuenta la alimentacién de la poblacién podriamos decir que las
personas deben reducir la cantidad que ingieren de grasas saturadas, grasas
trans, colesterol y grasas totales en su dieta, pues algunos estudios han
demostrado una mayor mortalidad en personas con niveles bajos de colesterol,
es decir, inferiores a 160 mg/dl. Las causas de estas muertes son no coronarias
(algunos canceres, enfermedades respiratorias crénicas, enfermedades
hepaticas y traumatismos). Por otro lado, alguna evidencia sugiere que valores
de colesterol total menores a 160 mg/dl no son peligrosos. Y en muchos paises,
una fraccién importante de la poblacién lidia con niveles de colesterol en este
rango durante toda la vida y no presentan problemas de salud graves. (Ma, H. et
al., 2006)

La hipercolesterolemia es la dislipidemia que es mas frecuente e importante por
su trascendencia etiopatogénica en las enfermedades cardiovasculares, la cual
es una condicidbn que se define clinicamente como la presencia de niveles
excesivamente altos de colesterol en la sangre (>240 mg/dL) y elevacion de LDL
(>190 mg/dL). (Maldonado et al., 2012)

Existen multiples factores que influyen en la absorcion del colesterol en el cuerpo,
entre ellos, la edad y el sexo pues conforme vamos envejeciendo, los niveles de
colesterol van aumentando. Otro factor es la dieta y el peso pues las grasas
saturadas, las grasas trans y el colesterol en o que consumimos aumentan los
niveles de colesterol, por lo que al consumirlos en menor cantidad reduciria el

nivel de colesterol en el suero sanguineo. El sobrepeso es un factor de riesgo
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para enfermedades del corazén, y el aumento del colesterol en sangre. Bajar de
peso puede ayudar a mejorar y bajar los niveles de LDL, colesterol total y
triglicéridos en el cuerpo, asi como a aumentar el HDL. La importancia de conocer
los datos genéticos familiares viene de que los genes determinan en gran parte
si el colesterol alto puede presentarse en los miembros de la familia y también
nos da una idea de la cantidad de colesterol que produce un individuo en su
cuerpo. Algunos otros factores relevantes son la composicion y densidad
bacteriana presente en la flora intestinal y la cantidad y composicion de los acidos
biliares. (Ma. H. et al., 2006)

El colesterol total en sangre es la medida mas comun del colesterol en sangre y
es medida en miligramos por decilitro de sangre (mg/dl). El contenido de este en
la sangre es el dato clave para la informacién de salud relacionada con el
colesterol.

La prueba estandar se realiza después de un ayuno de 9 a 12 horas sin
alimentos, liquidos o pastillas. Esta nos entrega informacidn sobre el colesterol
total, LDL, HDL vy triglicéridos (grasas en sangre). Menos de 200 mg/dl colesterol
total en sangre es el nivel deseable, de 200 a 239 mg/dl es el limite considerado
alto para la enfermedad cardiaca, y 240 mg/dl y mas es colesterol es considerado
alto en la sangre. La persona que tiene un nivel de 240 mg/dl o mas corre el doble
de riesgo de sufrir algun padecimiento cardiaco que alguien con colesterol por
debajo de 200 mg/dl, ya que el colesterol es tan importante en la salud del
corazén y una alta cantidad es un factor de riesgo para enfermedades
cardiovasculares como la enfermedad coronaria y el accidente cerebrovascular.
(Ma. H. et al., 2006)

Todos los alimentos que provienen de animales contienen colesterol, incluidos el
huevo, la carne roja y los camarones, por lo cual es dificil de eliminar a pesar de

que uno este cuidando su dieta. Cuando comemos, el colesterol de los alimentos
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es absorbido por nuestro tracto digestivo, luego llega a nuestro higado y puede
circular a través de nuestro cuerpo en el torrente sanguineo (Ma. H. et al., 2006),
de ahi la relacién que se plantea realizar en este estudio, pues podremos
determinar los valores de colesterol en sangre y al mismo tiempo ligarlos con los
otros dos biomarcadores (glucosa y dopamina) y llevar una respuesta mas
efectiva sobre la obesidad y el SDR y en general dar una pauta a conocer los
valores en sangre recomendados, los varios posibles factores que repercuten en
su absorcidn, las consecuencias de su consumo excesivo e influir para estilos de

vida saludables.

6.3.3. Dopamina

Al hablar de la dopamina hablamos de las H
catecolaminas, quienes son compuestos |

formados por un nicleo catecol (un anillo CHz_CH—§H3

cadena de etilamina o alguno de sus HO
derivados. (Bahena-Truijillo, et al., 2000) OH

de benceno con dos hidroxilos) y una

Es una monoamina biogénica que pertenece Figura 8. Estructura quimica de la
a una familia de neurotransmisores dopamina.

llamados “"catecolaminas", los cuales

incluyen neurotransmisores  relacionados:  dopamina, norepinefrina
(noradrenalina) y epinefrina (adrenalina). La dopamina ha sido implicada en la
regulacidon de conductas apetitivas de la vida del ser humano como la
alimentacién, la bebida, las conductas maternas y sexuales, al igual que en
conductas patologicas que van desde la adiccibn a las drogas hasta las

enfermedades como la esquizofrenia. (Bozarth, M., 2017)

La dopamina tiene el papel en el sistema nervioso central (SNC) de control de la

locomocion, la cognicion, el afecto y la secrecién neuroendocrina. Todas estas
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acciones de la dopamina estdn mediadas por subtipos de receptores diferentes,
en especifico cinco, que son miembros de la gran superfamilia de receptores

acoplados a proteina G. (Jaber, M., 1996)

La dopamina es sintetizada a partir del aminoacido llamado Ltirosina y hay
mecanismos existentes de regulacion de su sintesis y liberacién muy precisos. A
través de técnicas de clonacibn molecular se ha podido identificar 5 tipos
diferentes de receptores dopaminérgicos, todos los cuales se acoplan a proteinas
G y que se dividen en dos familias farmacoldgicas conocidas como D1y D2. Los
receptores de la familia D1 tiene como subtipos D1 y D5, y estan acoplados a
proteinas Gs. Como principal mecanismo de transduccién de sefales estos
estimulan la formacién de AMPc. Por otro lado, la familia D2 tiene a los subtipos
D2, D3 y D4 lo que inhiben la formacion de AMPc, también realizan la activacion
de canales de K+ y reducen la entrada de iones de Ca2+ a los canales
dependientes del voltaje, efectos que igualmente son mediados por proteinas G
(Gai y Goo). Debido a las tan diversas alteraciones relacionadas ya sea directa
o indirectamente con la transmisién dopaminérgica, el interés y estudio de los
sistemas y receptores dopaminérgicos del SNC son bastante amplios y serios.
(Bahena-Truijillo, et al., 2000)

Sintetizada en el citoplasma en las terminales dopaminérgicas, la dopamina
puede ser liberada al espacio singptico de forma directa o bien ser transportada
al interior de las vesiculas sinapticas para posteriormente ser liberada por
exocitosis, en un proceso en el que la dopamina contenida en las vesiculas se
libera al exterior al fusionarse la membrana vesicular con la membrana de la
terminal presindptica. (Stidhof TC, 1995)

Se ha visto que la dopamina que es liberada de manera preferente ante una
estimulacion sinaptica es la que ha sido recién sintetizada. Asi, parece que el

neurotransmisor se encuentra en dos pozas metabdlicas y vesiculares; una con
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dopamina recién sintetizada y otra en forma de almacén. Se piensa que la
existencia de una tercera poza metabdlica puede ser probable, que estaria
siendo abastecida por los transportadores y que seria la fuente de la liberacién
de dopamina por transporte reverso. (Feldman RS, et al., 1997)

Existen diversas funciones cerebrales enlas que la dopamina cumple una funcién
reguladora de importancia. Por mencionar algunas alteraciones frecuentes estan
la enfermedad de Parkinson y la Esquizofrenia, y en donde podemos ver
significativamente ejemplificada esta funcion por algunos procesos patologicos
relacionados con alteraciones en la transmision dopaminérgica. (Bahena-Truijillo,
et al., 2000)

Como se mencion6 anteriormente, la dopamina es participe de funciones entre
las que se incluye la actividad locomotora, entre otras, pero ademas ha sido
vinculada con procesos motivacionales como la recompensa o el reforzamiento.
Las vias dopaminérgicas, en especial las proyecciones ascendentes en el area
ventro-tegmental hacia el nucleo accumbens, son de importancia en el
mecanismo cerebral de autoestimulacion, pues se ha demostrado que ciertas
drogas incrementan la transmision dopaminérgica en areas cerebrales limbicas

que se involucran con la emotividad. (Bahena-Truijillo, et al., 2000)

Ya que el Sindrome de Deficiencia de Recompensa (SDR) fue definido como un
predictor de conductas impulsivas y adictivas relacionadas en gran parte con la
disfuncién del sistema dopaminérgico mesolimbico (DA). (Blum K, 1996) La unién
del neurotransmisor dopamina (DA) al receptor D2 DA (DRDZ2), por ejemplo, se
ha relacionado con una variedad de comportamientos que reflejan la busqueda
de recompensa, por esto el DRD2 se ha denominado gen de recompensa.

El alelo Tagl A1 del gen DRD2 ha sido asociado mas que nada con trastornos
neuropsiquiatricos en general y actividades como agresividad, alcoholismo y
condiciones de uso crénico de drogas. (D.S. Chester, et al, 2015) (Z. Duan, et al,
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2015) Algunas otras de las asociaciones al DRD2A1 son las manifestaciones del
trastorno de personalidad antisocial comérbido y las personas con trastorno de
déficit de atencion con hiperactividad (TDAH) o sindrome de Tourette (E. P.
Noble, et al, 1998), al igual que una de las premisas que nos llevaron al estudio
del sindrome, que es la gran busqueda de novedades relacionadas a la dopamina
como la ludopatia y obesidad. (Blum K, 1996) (D. E. Comings, et al, 1996)

Aunque desde un inicio se denominé a la dopamina como un neurotransmisor del
placer o anti estrés, se le puede considerar principalmente como una "molécula
de motivacion" pues mejora a gran medida el estado de animo donde el individuo
se siente bien y reduce el estrés aprovechando la liberacion de la misma en la
sinapsis.

La via mesocortilimbica de la DA desempenfa un rol particularmente importante
en el arbitraje de conductas naturales que buscan recompensas, como el sexo y
la alimentacién, al igual que de comportamientos no naturales como el consumo
cronico de drogas. Se ha finalizado la fase de consumacion de la busqueda
natural de la recompensa cuando se han satisfecho los impulsos fisiolégicos
como el hambre y la reproduccidn. Por otra parte, la busqueda de recompensas
que no son naturales o criticas para la supervivencia del individuo, tienden a
involucrar el aprendizaje y la formacion de habitos y, por lo tanto, se implica la
satisfaccion de los placeres adquiridos, es decir, que se adquirieron a través de
la repeticién, como el consumo y uso de alcohol, drogas, el juego y otros
comportamientos de riesgo. (Febo M., et al., 2017)

Mediante la tomografia por emisién de positrones, las cuales son conocidas como
PET, se descubri6 que las personas obesas, personas alcohdlicas y las personas
dependientes a las drogas, tenian niveles significativamente mas bajos de
receptores D2 que los de las personas que no tienen una adiccién. (N. D. Volkow,
et al.,1996) Ademas, por medio de evidencia clinica y preclinica sabemos que la
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obesidad es inversamente proporcional a los niveles de DRD2 en el cerebro y
que la restriccion de alimentos revirtié este hallazgo. (G. J. Wang, et al,2009) (P.
K. Thanos, et al., 2008)

De esta manera y gracias a las evidencias que nos arrojan estudios como estos,
podemos vincular la elaboracion de dopamina en el cerebro y su presencia en el
torrente sanguineo con el sindrome de deficiencia de recompensa, de hecho, el
uso de una terapia de reposicidbn dopaminérgica natural a largo plazo, que
promueva una funcion dopaminérgica saludable, podria conducir a una
modalidad accesible, eficaz y segura para tratar los comportamientos del SDR.
El apoyo adicional para este concepto proviene de la comprensién integral del
papel que tiene la dopamina en el nucleo accumbens (NAc) como un mensajero
"querido” del sistema DA mesolimbico. Y como Robinson et al. (2016) sugirieron,
tanto en el trastorno de la adiccion al juego como en la adiccién a la comida, la
sensibilizacién del sistema de "querer" da como resultado la disociacion de
"gustar" y "querer". (Blum K., et al., 2017)

6.3.4. pH

El pH es usado mucho en la Acido Escala de pH dikdiiee

[ .
QOO O®OM OB G @

quimica como una escala
numeérica para determinar la
acidez o basicidad de una
., Figura 9. Escala de pH.
solucion acuosa. Este es el

algoritmo negativo en base 10 de la actividad del ion de hidrogeno.

Esta escala abarca los valores del 0 al 14, en donde podemos observar en la
figura 9 que las soluciones con valores menores a 7 son llamadas &cidas y los
en consecuencia las soluciones con valores mayores a 7 son llamadas alcalinas;
Solo aquellas soluciones que tienen un valor de 7 son llamadas soluciones

bésicas. Cada solucién tiene un pH especifico que la representa, por ejemplo, el
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agua puratiene un pH de 7, este valor nos indica que es neutral, es decir, ni acida
ni alcalina. Y contrariamente de lo que se cree popularmente, los valores del pH
pueden ser inferiores que 0 0 mayor que 14, como es el caso de los acidos y las
bases que son muy fuertes. Sin embargo, estos valores son dificiles de medir con
una alta presion (Lim, 2006)

En la actualidad los diversos campos cientificos como lo es en la biologia, la
medicina, la quimica, la agricultura, la ciencia de los alimentos, las ciencias
ambientales, la ingenieria quimica, la nutricion y muchos otros, la determinacién

cuantitativa del pH es muy importante.

Como se menciond, el pH es el logaritmo negativo en base 10 de la actividad del
ion hidronio solvatado (H30+), pero a menudo se expresa como la medida de la
concentracion de iones hidronio en una solucion. El hidronio es el nombre comun
que se le da al catién acuoso HzO+. Es el ion oxonio producido por la protonacién
de la molécula de agua. Es un ion positivo que se forma cuando el acido de
Arrhenius se disuelve en agua; Estos acidos en solucion liberan un protén o ion
hidrégeno positivo H+, a las moléculas de agua circundantes (H20), que forman
parte del disolvente. (Buck 2002)

Por lo tanto, las sustancias quimicas que tienen como propiedad ser acidas se
denomina &cidas, y a las sustancias que tienen propiedades de ser base, se les
denomina basicas. Su importancia de tomarlo en cuenta en los estos estudios
viene de que se planea hacer a futuro mediciones en el suero sanguineo, y los
diversos fluidos del cuerpo humano realizan funciones que incluyen lubricacién,
transporte de oxigeno y nutrientes y la proteccién. Debido a estas funciones y a
la capacidad de realizarlas correctamente, se debe de variar el grado de acidez
o alcalinidad para que estas funciones puedan ajustarse dependiendo de la
sustancia que se esté ensayando, determinando el valor de uso éptimo. Pues es
un error pensar que nuestro cuerpo tiene un valor de pH constante; Muchas

soluciones en el cuerpo humano tienen concentraciones de iones de hidrégeno
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casi neutras (valores cercanos a 7), aunque este no es el caso en todo el cuerpo.
(Vazquez E, et al., 2016)

Por esto y otras razones que se mencionaran a continuacién es importante
controlar cuidadosamente los niveles de acidez-basicidad en cada fluido corporal

y también de las sustancias presentes en el multisensor.

Se sabe desde hace mucho tiempo que los principales encargados de realizar
catalisis enzimatica son los cambios en la concentracién de iones de hidrégeno.

Michaelis y Davidsohn intentaron explicar la caracteristica curva que relaciona
velocidad versus pH en forma de campana obtenida para muchas reacciones
catalizadas por enzimas. Ellos propusieron que la enzima, que se suponia que
era anfétera, podia existir en su forma acida, basica o isoeléctrica, y sugirieron
que era este Ultimo estado de la enzima el que era cataliticamente activo.
Estudios experimentales posteriores de la cinética del pH llevaron a la conclusion
de que es el estado de ionizacion del complejo enzima-sustrato, no la enzima
libre, lo que hace que la velocidad catalitica cambie a medida que cambia el pH.
Sin embargo, fue Haldane quien sugirié que mas que el punto isoeléctrico de la
enzima era la distribucidén de carga asociada con ciertos grupos funcionales de
la enzima quien era responsable de las alteraciones que se observaban en las
tasas de catalisis enzimatica inducida, es decir, debido a cambios en la
concentracion de iones de hidrégeno.

Todos los estudios sobre el efecto del pH sobre la actividad enzimatica han
proporcionado informacion realmente util sobre el mecanismo catalitico de las

enzimas.
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Por lo tanto, podemos admitir que los experimentos, donde se involucra la
cinética del pH, pueden brindar informacion sobre la naturaleza de los acidos y

los grupos basicos en la enzima relacionada con los catalizadores.

Estos incluyen: correlacionar pK particulares de aminoacidos libres con residuos
de aminoacidos tal como existen en las proteinas; la posibilidad de que los pasos
limitantes de la velocidad en un mecanismo cinético puedan cambiar a medida
que se altera el pH; y finalmente, la posibilidad de que un pK cinéticamente
importante pueda representar un cambio conformacional requerido de la enzima

en lugar de la interaccion de un grupo en la enzima con el sustrato. (H.J., 1975)

La influencia que tiene el pH sobre la actividad enzimatica depende de la
naturaleza de los aminoacidos en el sitio activo que sufre con protones y
desprotonacién, asi como de cambiar de forma de la ionizacion de aminoacidos.

Las enzimas tienen una gran sensibilidad a los cambios de pH y funcionan mejor
dentro de un rango muy limitado, es decir, a un determinado pH optimo, es por
esto que realizamos distintas pruebas repetidas a diferente pH, de esta manera
podemos encontrar un rango o pH optimo en que trabajan nuestras enzimas, esto
para obtener los mejores resultados en la experimentacién. (Battestin V., et al.,
2007)

6.4.Biomoléculas

6.4.1. Glucosa oxidasa

Hoy en dia, las enzimas tienen muchas aplicaciones debido a su funcion
catalitica, se utilizan en innumerables procesos tecnoldgicos y en general han
registrado avances significativos en la industria, especialmente en la industria
Farmacéutica y Bioldgica, lo que ha tenido este impacto en los productos de

medios de diagndéstico como el inmunoensayo enzimatico, en quimica clinica
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y quimica seca, donde las técnicas de inmovilizacién estan cada vez mas

desarrolladas debido a la creciente estabilidad del sistema.

En la bioquimica clinica, las enzimas se utilizan en una variedad de métodos
de diagndstico, como biosensores e inmunocromatografica. En quimica seca,
se introducen tiras reactivas para cuantificar parametros importantes en el
consultorio médico y ampliarlas para el autocontrol por parte de los pacientes.
(Bilbao, et al. 2000)

Todas las enzimas oxidasas usan oxigeno molecular como fuente de
oxidacion en el catalizador, y dependiendo de la capacidad de la enzima para
transferir dos o cuatro electrones al oxigeno, provocando perdxido de
hidrogeno o agua. (Revigjo, et al., 2000)

La glucosa-1-oxidasa (GOX) (beta-D-glucosa: oxigeno-1-oxidorreductasa,
EC 1.1.3.4) es caracterizada debido a que cataliza la oxidacion de beta-D-
glucosa a D-gluconolactona y peroxido de hidrégeno y ambos se
descomponen espontdnea y cataliticamente. Sin embargo, la actividad
enzimatica de GOX se disminuye tras la acumulacién de perdxido de
hidrogeno y la inactivacion de la enzima; El producto generado de la
degradacién de la D-gluconolactona, el acido glucénico (C6H1207) se
acumula y reduce el pH de la solucion. No es sorprendente que tanto el acido
glucénico como el perdoxido de hidrogeno puedan hacer que el producto
inhiba la GOX.

Glucosa oxidasa
p — D — glucosa —— D — Gluconolactona + H,0, (1)

Normalmente, la actividad de la enzima complementa la actividad de la
catalasa, la cual se encarga de descomponer el peréxido de hidrégeno en
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oxigeno y agua. Teniendo en cuenta el sistema combinado de hidrdlisis de

glucosa oxidasa-catalasa y gluconolactona, tenemos:

Espontanea/Catalasa

2H,0, 2H,0 + 0, (2)

Asi, la oxidacion de glucosa por acciéon enzimatica genera la formacién de

acido glucénico.

D — Gluconolactona + H,0

Espontanea/Lactonasa

Acido gluconico 3)

Estructuralmente, la glucosa oxidasa es un homodimero formado por dos
subgrupos idénticas de 80 kDa y dos dinucle6tidos de flavina adenina (FAD)
unidos de forma no covalente. La coenzima FAD actia como transportador
de electrones durante la catdlisis. Su forma que mas comunmente
encontramos disponible proviene de A. niger, esta contiene aproximadamente
un 20 % en peso de aminoazucar y aproximadamente un 16-19 % en peso de
carbohidratos, en los que el 80 % en peso son moléculas de manosa unidas

por N- u O-glucosidicamente.

La glucosa oxidasa se crea naturalmente por algunos hongos e insectos y su
funcion natural esta relacionada a gran manera con su actividad catalitica, 1o
que incluye actividad antibacteriana y antifungica al producir peréxido de
hidrogeno. (Wong, et al., 2008)

En medicina, medir los niveles de glucosa tanto en sangre como en orina es
de gran interés porque ayuda a diagnosticar, controlar y seguir a los pacientes
diabéticos, y la introduccion de las tiras reactivas ha tenido un impacto
particularmente grande en los beneficios obtenidos para manejar esta

condicion.
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Hay muchas tecnologias disponibles para desarrollar este dispositivo de
diagnéstico; Las enzimas GOD y POD se inmovilizan mediante adsorcion o
polimerizacién, y se utilizan varios colorantes y estabilizadores para realizar
determinaciones cualitativas y cuantitativas de sangre y orina. Existen
diferentes métodos para la inmovilizacién de la glucosa oxidasa, como por
ejemplo los que hacen uso de albumina bovina y glutaraldehido en el
entrecruzamiento con el soporte y los que se vincula la enzima al covalente

con las membranas de diferentes naturalezas. (Bilbao, et al., 2000)

Difiere de otras deshidrogenasas que actlan sobre la glucosa, pero no
pueden usar el oxigeno como aceptador de hidrégeno. Como coenzima utiliza
flavin adenin dinucleétido (FAD) transcurriendo la reaccion en dos etapas. En
la primera etapa se hace una remocion de dos atomos de hidrogeno de la
glucosa con la siguiente reduccion del FAD provocando la formacion de la
lactona. Después viene una segunda etapa donde los atomos de hidrogeno
son movidos hacia el oxigeno molecular, formando peréxido de hidrogeno y

al mismo tiempo la oxidacién de la coenzima.

Esta enzima opera en un amplio rango de pH. A pH alcalino es inestable,
debido a que libera actividad. Su velocidad de reaccion maxima entre 4 y 6.5

con un ligero pico en 5.5.

Se debe tener en cuenta la temperatura porque los cambios en este
parametro provocan cambios en la concentracion de oxigeno. Su solubilidad
disminuye al aumentar la temperatura. La velocidad de reaccidén permanece
constante a temperaturas entre los 30°y 60°C. En este sentido, la enzima se
mantiene estable durante 6 horas a 40°C en el rango de pH de 4.5 a 6.0,
mientras que a 50°C la actividad disminuye un 10% durante el mismo periodo.
A temperaturas de 60°C y superiores, la inactivacion se produce mas rapido
dependiendo del pH. (Voget, 1985)
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6.4.2. Colesterol oxidasa

El colesterol oxidasa (COx) es utilizada comunmente utilizada cuando se
busca el desarrollar un biosensor de colesterol, debido a que se usa como
el elemento biosensable. Es una flavoenzima que tiene un dinucleétido de
flavina adenina (DFA), la cual acelera la deshidrogenacién del grupo
hidroxilo C(3)-OH en la molécula de colesterol. Esta enzima se caracteriza
por ser simple, especifica y altamente sensible, su hace uso de ella para
la determinacién del colesterol sérico. (Medrano C., 2012)

Usando DFA, la COx cataliza la oxidacion e isomerizacion del 3p-
hidroxiesteroide con el doble enlace trans A5 — A® del anillo esteroide,
produciendo A*-3-cetona (4-colesten-3-ona) respectivamente y perdxido
de hidrogeno. ElI DFA es el principal aceptor de hidruro del alcohol. Por lo
tanto, la reduccién de este convierte los equivalentes redox en dioxigeno
como aceptor final como se puede observar en la figura 10. (Medrano C.,
2012)

69



CH5y

Colesterol esterasa

HO

Colesteral axidasa

CH:
#
o O—GH;
H.50, L — ‘
HH —\\_’ hH —_—=  HN NH,

Figura 10. Reaccidn de Colesterol oxidasa

El colesterol oxidasa es una enzima intracelular o extracelular producida
por diversos microorganismos. Las colesterol oxidasas pueden ser
enzimas intrinsecas unidas a la membrana ubicadas en el exterior de la
célula o pueden aislarse del filtrado del liquido como una enzima

extracelular. (Kumari L. & Kanwar S., 2012)

Las bacterias que producen al colesterol oxidasa se clasifican

principalmente en dos subclases:
1. Patogenos: Estas bacterias utilizan el colesterol como fuente.
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2. No patégenos: Estas necesitan del colesterol oxidasa para

infectar a los macré6fagos del huésped.

Estos dos tipos de bacterias regulan el alza de la expresion de colesterol
oxidasa en presencia del colesterol.

Hay muchos microorganismos de diferentes entornos que pueden producir
colesterol oxidasa, pero las fuentes mas comunes de colesterol oxidasa

son las bacterias Sterptomyces hygroscopiusy Brevibacterium sterolicum.

El colesterol oxidasa tiene un gran valor comercial ya que se usa
rutinariamente en los laboratorios para el ensayo de colesterol sérico. Esto
se debe a que la monitorizacién del colesterol de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y del colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
en suero ya que es importante para el diagnéstico de hiperlipemia o

enfermedad aterosclerdtica. (Medrano C., 2012)

Los procedimientos aplicados para la extraccion y purificacion del
colesterol oxidasa son similares a los aplicados a las enzimas. Sin
embargo, generalmente se requieren diferencias sutiles en los
procedimientos de extraccion y purificacion para obtener un rendimiento y

la clarificacion.

Las técnicas adoptadas para la extraccion dependen de la naturaleza de
la secrecién de la enzima, es decir, si es intracelular o extracelular. Se cree
que el colesterol oxidasa de Nocardia rhodochrous es una enzima
intrinseca unida a la membrana ubicada en el exterior de la célula, por lo
que la enzima puede extraerse de las células bacterianas mediante
tratamiento con Triton X-100 o tripsina, o en un nivel mas bajo con un

tampon de fosfato, pero no utilizando violaciones mecanicas de las células
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o cambiando la fuerza de pH o el tampén i6nico. (Kumari L. & Kanwar S.,
2012)

Uno de los problemas que se presenta es que bajo ciertas condiciones el
colesterol celular puede no oxidarse y aun asi ser un buen sustrato bajo

otras.

Una aplicacién del colesterol oxidasa, es la delimitacién del colesterol de
la membrana plasmatica como el oxidado en la célula intacta. A pesar de
ello, el tratamiento con colesterol oxidasa puede promover la calidad
permeable pasiva de la membrana plasmatica a solutos pequerios como
los iones de potasio. Que ocurra esto es de preocupar porque estas fugas
pueden conducir a la inflamacién osmética, la lisis celular y la oxidaciéon de
las reservas intracelulares. Sin embargo, la fuga de lactato
deshidrogenasa del citoplasma fue insignificante. Dada a esta
impermeabilidad a las macromoléculas, el colesterol oxidasa no deberia
entrar en el citoplasma. (Lange Y, 2005)

Hace mucho tiempo supo que la mayor parte del colesterol en células
eucariotas complejas, como los macréfagos, se intercambiard con un
sumidero de lipidos extracelulares como una indicacion de que la
membrana plasmatica era rica en esteroles. Se llegé a una conclusién
similar a partir de estudios de fraccionamiento subcelular. Sin embargo, no
se ha podido demostrar un calculo preciso de la fraccién de colesterol en
la membrana plasmatica. Es por ello por lo que la susceptibilidad a las
sondas enzimaticas se utiliza ampliamente como criterio para la exposicion
o cripticidad de proteinas, fosfolipidos y glicoconjugados en la superficie
de células y organelas.

En el caso del colesterol oxidasa, al menos el 90% del colesterol no
esterificado total fue atacado por el colesterol oxidasa en globulos rojos
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fijados con glutaraldehido, mientras que alrededor del 80% se oxido en
hepatocitos fijados. (Lange Y, 2005)

El método del colesterol oxidasa para la estimacion del colesterol en la
superficie celular requiere menos calculos y suposiciones. Estudios
hechos ayudan a corrobora la suposicién de que los conjuntos de esteroles
susceptibles e insensibles residen en diferentes membranas. (Kumari L. &
Kanwar S., 2012)

La susceptibilidad al colesterol oxidasa del colesterol, ya sea en forma
quimica o isotépica, se ha utilizado para caracterizar la redistribucién de
esteroles en células intactas fijadas después de diversos estimulos y
perturbaciones.

6.4.3. Monoamino oxidasa A

La monoamino oxidasa (MAO) es una enzima importante en la
desanimacion de aminas biogénicas en el cuerpo. Existen dos formas
bioquimicamente distintas de esta misma enzima las cuales son, Ay B,
estas estan codificadas en genes separados en el cromosoma X humano.
(Goékhan S. & Xandra O., 1991)

Esta asociacion indica que el propio gen MAO-A es un determinante
principal de los niveles de actividad, aparentemente, en parte, a través de

elementos reguladores no codificantes.

Es una enzima que contiene flavina que degrada una variedad de aminas
biogénicas, incluidos los neurotransmisores norepinefrina (NE), dopamina
(DA) y serotonina (5-HT), asi como en el neuromodulador feniletilamina
(PEA). Se han identificado dos formas de la enzima, MAO-A y MAO-B,
sobre la base de la diferencia de peso molecular, afinidades de sustrato,
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sensibilidades de inhibidor y propiedades inmunoldgicas. Estas enzimas
se expresan en todo el cuerpo, pero difieren en el desarrollo y la expresién

especifica de la célula. (Garrick & Murphy, 1982)

La dopamina (DA) es un sustrato tanto para MAO-A como para MAO-B,
aunque la mayoria de los tejidos expresan niveles mas altos de MAO-B en
astrocitos y neuronas serotoninérgicas, esta exhibe mayor afinidad por la
serotonina (5-HT) y norepinefrina (NE) mientras que MAO-A se expresa
en niveles mas altos en neuronas catecolaminérgicas y tiene mas afinidad

por el neuromodulador feniletilamina (PEA). (Shih J. et al., 1999)

La capacidad de los MAO para catabolizar neurotransmisores las vuelve
grandes candidatas para el estudio de enfermedades neurolégicas y
rasgos de comportamiento y psiquiatricos. (Shih J. & Thompson R., 1999)

Se han caracterizado clones cDNA de longitud completa para MAO-A y
MAO-B humanos, las secuencias de nucleétidos y aminoacidos para
MAO-A y Mao-B en humanos, indican que estas dos proteinas estan
codificadas en genes separados.

La enzima MAO-A se puede medir en fibroblastos de piel cultivados y
placeta, mientras que la MAO-B se puede medir en plaquetas y linfocitos.
Los fibroblastos de la piel son bastante bajos, con proporciones de
actividad MAO-A (80% - 100%) y actividad MAO-B (0% - 20%). (Edelstein
et al., 1978).

Existen aumentos drésticos en la actividad de MAO-A en las células
debido al envejecimiento, esto puede ser debido por la edad del donante
o a la entrada de las células en senescencia en cultivo y al tratamiento de

glucocorticoides. Estas variaciones de actividad de la MAO indican afectar
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los rasgos neurofisiolégicos y de comportamiento en los humanos.
(Gbékhan S. & Xandra O., 1991)

Un hallazgo interesante implica a MAO-A en el control del comportamiento
agresivo en humanos. Es por ello por o que se han realizado estudios
tanto de la MAO-A y MAO-B donde se busca polimorfismos que puedan
estar relacionados con otros fenotipos psiquiatricos. Se ha encontrado que
la mayoria de los polimorfismos de MAO-A conocidos afectan las
secuencias intrénicas o introducen un cambio silencioso en los

polimorfismos del marco de lectura abierto. (Shih J. & Thompson R., 1999)

La mayoria de los polimorfismos MAO-A conocidos afectan las secuencias
intrénicas o introducen un cambio silencioso en los polimorfismos del
marco de lectura abierto. Se ha encontrado un polimorfismo VNTR que
afecta la actividad transcripcional en el promotor del gen MAO-A, el cual
se asocia a niveles bajos de actividad de MAO-A, esta variante ocurre con
frecuencia mas alto de lo normal en los pacientes con trastornos de panico.
(Lu et al., 1999)

6.4.4. Peroxidasa

La peroxidasa es una enzima ampliamente utilizada para la determinacién
de peréxido de hidrégeno y pequefios peroxidos organicos. Durante la
reaccion con peroxido, la forma nativa de la enzima se oxida en un paso
de dos electrones, formando el llamado compuesto -I. La regeneracion de
la forma natural se produce en dos pasos separados de reduccion de un

electron utilizando un intermedio llamado compuesto —II:

Peroxidasa nativa + H,0, —» Compuesto — I + H,0
Compuesto |l + H,A - Compuesto I + HA *
Compuesto Il + H,A — Peroxidasa nativa + HA * + H,0
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Puede utilizarse aminas aromaticas, compuestos fendlicos,
hexacianoferrato(ll), yoduro, ascorbato, entre otras como donante de

electrones.

Los disefios de electrodos mas simples utilizan el monitoreo directo de la
transferencia de electrones mediante peroxidasa a un potencial mas
negativo de 0.6 versus ECS. Esta corriente es causada por la minoracion
electroquimica de los compuestos-l y -Il, en la mayoria de los materiales
de electrodos. Para que esto no suceda, los compuestos electronicos
anteriores se han utilizado como intermediarios, ya sea en disoluciéon o
inmovilizados, que reaccionan con la peroxidasa oxidada.

De esta forma, cuanto menor sea la velocidad de reaccién entre la
peroxidasa y el mediador, mayor sera la concentracién de enzima que se
utilizara para evitar la dependencia de la senal de la concentracion del
mediador, asi como para obtener una elevada sensibilidad de los
electrodos.

Una de las razones por las que es importante la determinacion de H,0, a
nivel industrial debido a la implicacion de su liberacion y el dafio que puede

generar al medioambiental.

Como ya se ha mencionado, una caracteristica comun de varias oxidasas
es su produccion de H202 en la oxidacion de sus correspondientes
sustratos. Por este motivo, para solucionar los problemas relacionados con
el alto potencial requerido para el monitoreo electroquimico directo de
perdxidos, se ha propuesto el uso de biosensores bienzematicos para

peroxidasas y diferentes tipos de oxidasas. (Reviejo, et al., 2000)
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La peroxidasa (POD) se produce en plantas y en algunas células animales.
La misma acelera la oxidacién de muchos compuestos organicos por el
peroxido de hidrégeno, como son las aminas (o-fenilendiamina), p-
fenilendiamina, bencidina, fenoles e hidroquinona. La especificidad de la
peroxidasa por los peroxidos es alta y solo los hidroperéxidos de H202,
metilo y etilo se combinan con ella. Es dificil la realizacion de una
comparacién de la actividad de peroxidasas de diferente origen si se

utilizan diferentes sustratos.

Si se desea medir la actividad de la peroxidasa, el producto de oxidacién
o el sustrato inalterado se determina de forma quimica o por medio de
espectrofotometria a diferentes tiempos de reaccién. Ademas, en ausencia
de peroxidasa, la oxidacion de ciertos compuestos organicos puede ser
catalizada por H202 y trazas de metales pesados. (Lick, 1965)

La peroxidasa de rabano picante es una enzima importante que contiene
hemo y que ha sido estudiada durante mas de un siglo, de esta forma
poniendo a nuestra disposicidn nueva informacion sobre su estructura
tridimensional y sus intermediarios cataliticos, los mecanismos de catalisis
y la funcion de residuos de aminodacidos especificos. Se investigan su
estructura y funcién y ofrecen la oportunidad de desarrollar enzimas
disefiadas para aplicaciones practicas en productos naturales y sintesis de

productos quimicos finos, diagndsticos médicos y biorremediacion.

La peroxidasa de rabano picante es obtenida de una fuente vegetal y
contindia siendo estudiada por investigadores de varias disciplinas debido
a sus aplicaciones practicas y comerciales. En la actualidad, se ha
avanzado mucho en la comprension de su estructura y mecanismo

catalitico mediante ingenieria de proteinas y otras técnicas. (Nigel, 2004)
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6.5. Dispositivos colorimétricos microfluidicos

Hoy en dia se busca que la medicina y en especifico el tiempo de espera para
obtener un diagnéstico sea lo mas rapido y eficiente posible, cada vez el ritmo
de vida es mas rapido, por lo que el &mbito de los biosensores se ha vuelto
innovador y de alta demanda. Aqui exponemos informacién referente a los
dispositivos colorimétricos microfluidicos, pues las técnicas que se utilizan
para disefar estos patrones de microfluidos son rentables, requieren de
menos muestras, son ambientalmente benignas y tienen un andlisis rapido.
En especial los dispositivos analiticos de microfluidos basados en papel se
estan convirtiendo en herramientas de gran importancia en el area analitica
debido al movimiento pasivo del analito debido al fenémeno capilar, es decir
gue no necesita de fuerzas externas para moverse a lo largo del papel.
(Ganesan, et al., 2017)

Las pruebas en el punto de atencién, conocidas como POCT se han vuelto
relativamente populares en los paises desarrollados como alternativa a la
medicina convencional y para mejorar la atencion al paciente. Estas nuevas
pruebas son necesarias en los paises en desarrollo porque ayudan a reducir
el numero de visitas clinicas, reducen econémicamente lo que ayuda tanto a
los pacientes como al sistema de atencién médica, por lo que aumenta la
satisfaccion del paciente y mejoran los resultados clinicos. Pensemos también
en algo de mucha importancia, que es el poder brindar servicios clinicos para
personas en entornos de bajos recursos. Las pruebas con tiras de papel,
denominadas pruebas inmunocromatograficas de flujo lateral son y se plantea

que sean mas usadas en estos escenarios. (Wijitar, et al., 2010)
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Actualmente algunos tipos de  Introducciéndela Lectura Digitalizacién de la

muestra

coleriméatrica imagen

pruebas de tiras de papel estan

disponibles comercialmente, las —~@
mas conocidas son por ejemplo N W 2

las pruebas de embarazo,
aunque también existen pruebas
para la diabetes, las drogas de
abuso, y la prueba de

biomarcadores de patdgenos.

Analisis de la

Remision clinica. Manejo de datos T

Como se menciond, estos Figura 11. Proceso de obtencion de resultados de
. . B ] un dispositivo colorimétrico microfluidicos.

dispositivos se estan volviendo

una alternativa lider pues son herramientas analiticas que se pueden realizar
en donde sea que el individuo se encuentre. También debido a su portabilidad,
bajo costo y facilidad de uso, pues se disefian y desarrollan dispositivos que
sean pequenos y faciles de transportar, se busca que sean obtenidos por un
precio no muy elevado y que conste de pocos pasos y sea facil de entender y

seguir el proceso de realizacién de muestras.

Las lecturas colorimétricas son el método de deteccidbn mas comun en estos
dispositivos de microfluidicos, pues permite el andlisis cualitativo,
semicuantitativo y completamente cuantitativo de multiples analitos. Existen
muchas formas de obtener una salida que sea colorimétrica en dichos
dispositivos, incluidas el uso de nanoparticulas, tintes, indicadores redox y de
pH. Al escoger alguno de ellos tenemos que tomar en cuenta que cada uno

posee ventajas e inconvenientes especificos.

Al mismo tiempo es importante saber y conocer que existen mdultiples
variables que al momento de la experimentacion afectan el analisis de las

reacciones colorimétricas en los sistemas basados en papel de microfluidos,
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entre ellos la homogeneidad del color en las muestras, los métodos de captura
de imagenes y el manejo de los datos. (Morbioli G., et al., 2017)

En algunos estudios se utiliza un solo tinte para la medicidén de un solo analito
y en algunos otros los dispositivos estan disefiados para cuantificar
simultaneamente los analitos mediante la utilizacién de multiples indicadores
para cada analito, lo que se espera mejore la precision del ensayo. El uso de
multiples indicadores para un solo analito permite generar diferentes colores
de indicadores en diferentes rangos de concentracién de analitos, al mismo
tiempo que se aumenta la capacidad para distinguir mejor los colores
visualmente.

La mayoria de las pruebas con tiras de papel utilizan la deteccién cualitativa
de analitos, esto a través de cambios de color visibles. En el ensayo, la fuerza
capilar hace que el flujo se dirija a lo largo de la matriz de papel y se combinen
los elementos involucrados. Sin embargo, cuando nos interesan los niveles
de analitos el analisis cualitativo no es suficiente, ya que estos valores son
importantes para el diagnostico o el tratamiento. Por lo tanto, los estudios
estan dirigidos mas que nada al desarrollo de pruebas con tiras de papel que
sean cuantitativas, las cuales son mas complejas pues estos dispositivos aun
requieren instrumentacion y personal capacitado para su uso y estan limitados

a un solo analito.

Por lo tanto, las ventajas de las pruebas con tiras de papel y la utilidad de los
microfluidicos se combinan para crear un potencial significativo para las
pruebas en el lugar de atencion sin instrumentos debido a su bajo coste, su
capacidad para utilizar maltiples analitos, su pequefio volumen de muestra y
su estabilidad inherente.

Para obtener los resultados de las muestras se cuantifica comparando las

intensidades de color generadas por desconocidos con las generadas por
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concentraciones conocidas de analitos. Sin embargo, con solo observar estas
muestras no es suficiente pues igualar el color y la intensidad a simple vista
puede ser complicado por muchos factores, incluida la percepcion diferente
del color, las diferencias en la iluminacion o el angulo observado y la diferencia
entre los colores de un color impreso seco y los que se ven en papel humedo.
Por estas razones simples se ha hecho un esfuerzo por realizar analisis
cuantitativos para pruebas de diagnéstico basadas en microfluidos en papel,
y mediante la utilizacién de camaras o escaneres registrar la intensidad del

color.

Una alternativa que se introduce es la utilizacion de los teléfonos con camara
y los escaneres portatiles, una opcién importante pues pueden ser utilizados
por personal no calificado en areas remotas. Sin embargo, se discutieron
limitaciones, como lo es la transmisién de datos de campo a expertos remotos,
el retraso en el proceso de toma de decisiones y los problemas con las
imagenes que dependen de las camaras digitales. Un enfoque que pretende
superar estas limitaciones de los enfoques colorimétricos es usar multiples
indicadores para un solo analito. Pues es posible una mayor discriminacion
visual al desarrollar mas de un color en lugar de diferentes tonos o
intensidades de un solo color. Esperando aso que los indicadores multiples
proporcionen resultados mas precisos en comparacidn con las pruebas de un
solo color, ya que permiten promediar en multiples puntos de deteccion para
el mismo analito las diferencias en el tono y la intensidad del color,
permitiendo asi el diagndstico por parte de personal no capacitado sin la
necesidad de transmitir los resultados a un laboratorio 0 médico.

Las pruebas colorimétricas presentadas aqui utilizan la enzima oxidasa para
descomponer el analito y producir peréxido de hidrogeno. Por tanto, el
peroxido de hidrégeno oxida los indicadores, provocando un cambio de color
evidente. Cada indicador produce un color diferente y también cambiara de

color a diferentes concentraciones de analito, lo que nos da un mayor rango
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dinamico durante el andlisis. Esto permite utilizar el dispositivo para analizar
muestras de control de suero u orina y capturar imagenes de pruebas

completamente desarrolladas utilizando una cadmara digital.

Como el plan a futuro es que se distribuyan y sean de facil acceso para la
poblacién, los dispositivos de diagnostico deben permanecer estables durante
semanas o incluso mas tiempo de ser posible, para que sean utiles en el
campo de la salud y para su uso en paises en desarrollo. Por lo tanto, es
indispensable estudiar el rendimiento de los dispositivos después de ser
preparados y almacenados durante varios dias a diferentes temperaturas. La
importancia de esto yace en que las enzimas oxidasas pueden degradarse,
agregarse o desplegarse durante el almacenamiento en seco. Se han
utilizado azucares no reductores como la sacarosa y la trehalosa, y polioles
como el manitol para estabilizar las proteinas secas durante el

almacenamiento.

Para las muestras se puede utilizar la colorimetria de un solo color a diferentes
concentraciones del mismo tinte, aunque el uso de diferentes colores puede
proporcionar una mayor capacidad de discriminacion visual y en especifico a
diferentes concentraciones de analito deberia proporcionar mas precision que
a diferentes tonos o intensidades de un solo color.

Dadas todas las caracteristicas antes mencionadas, los estudios que se
hacen hoy en dia pretenden generar dispositivos que midan simultdneamente
diferentes analitos que sean relevantes para el ambito médico. Dando como
resultado dispositivos de microfluidos basados en papel como un dispositivo
alternativo facil de usar, econémico y portatil para pruebas en el punto de
atencién y diagndstico de autocontrol.

Este estudio utiliza el principio de oxidacion de indicadores con peroxido de
hidrogeno generado por enzimas oxidasas especificas del analito; la
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determinacién de glucosa, colesterol y dopamina se realizé en muestras de
suero de control para demostrar la idoneidad de este dispositivo en el analisis

e investigacion de muestras biolégicas. (Wijitar, et al., 2010)

En este trabajo, se disena, implementa y caracteriza una plataforma o6ptica
basada en un teléfono inteligente para el analisis colorimétrico del hematocrito
sanguineo utilizando un dispositivo microfluidico desechable. Mediante el uso
de una camara integrada en el teléfono inteligente, se toman fotografias al
dispositivo y se analizan imagenes de sangre humana en el microcanal
mediante una aplicacion mévil. Con la ayuda de un programa de
procesamiento de imagenes en el teléfono inteligente, se determinan varios
niveles de analitos. Obteniendo asi los limites de deteccion, descartando
interferentes y obteniendo su sensibilidad.

Por lo tanto, mediante la utilizacion de la ventaja del efecto microfluidico, se
puede lograr con éxito una determinacién rapida y sensible del hematocrito
de la sangre humana, determinarse los valores de analitos de manera
conveniente y precisa utilizando el dispositivo de microfluidos desechable y
luego procesarse la informacion RGB con la camara del teléfono inteligente y
la aplicacién de anadlisis de imagenes moviles. (Sang, et al., 2017)

Antecedentes

7.1. Glucosa

La tabla 2 presenta ejemplos seleccionados de aplicaciones de biosensores
colorimétricos de glucosa, mostrando caracteristicas como la fase sensorial,

el colorante que permite manifestar una coloracion visible en la muestra, la

muestra en la que se experimenta y el limite de deteccidn del biosensor.
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Glucosa

Fase sensora Colorante Muestra Limite de deteccion Referencia
Glucosa Nanoparticulas de azul de Vino de 3.29mM (Huang Dai et al.,
oxidasa/FeCI3/ Prusia (PBNP) uva Rango de deteccion 2018)
K3Fe (CN)6 blanca lineal de 4mM — 0.5mM
Una mezcla de 4-aminoantiprina
y acido 3,5-dicloro-2-hidroxi-
Glucosa oxidasa/ | bencenosulfonico, diclorhidrato (Wijitar Dungchai
uricasa/lactato de o-dianisidina, yoduro de | Sueroy Glucosa (0.5- 20mM) et al., 2010)
deshidrogenasa | potasio, acido negro y acido orina _ Lactato (1 —25mM)
amarillo Acido urico (0.1 — 7mM)
Membranas celulosas 0.45mM (Xiaogang Luo et
Glucosa oxidasa | Solucion acuosa de NaOH/urea Orina Rango de deteccion al., 2019)
que se modificoé con sodio lineal de 1ImM — 11mM
Glucosa oxidasa 3,3’,5,5- tetrametilbencidina 3.1 mg/dL (Po-Chun Lee et
conjugada con (TMB) Sangre Rango de cuantificacién | al., 2013)
grafeno/MnO2 lineal de 25 mg/dL — 300
mg/dL
Glucosa 3,3,5,5’- tetrametilbencidina Acido Urico: 0.003mM (XuWang et al.,
oxidasa/uricasa (TMB) Suero Rango de deteccion 2018)
lineal (0.01mM — 1mM);
Glucosa: 0. 014mM
Rango de deteccion
lineal (0.02mM — 4mM)
Glucosa oxidasa 3,3’,5,5- tetrametilbencidina 0.28mM (Han Zhang et al.,
(TMB) Sangre Rango de deteccion: 2020)
0.5mg/ml — 2.84 mg/ml
Glucosa oxidasa 3,3,5,5'- tetrametilbencidina Sudor Glucosa: ~200 mM (Ahyeon Koh et
(TMB) artificial al., 2016)

Tabla 2. Biosensores colorimétricos de Glucosa.

Como se puede observar, el colorante més utilizado para determinar los

niveles de concentracion de Glucosa, por medio de la Glucosa oxidasa, es el
3,3,5,5'-tetrametilbencidina (TMB).

Otro rasgo que se identifica es el tipo de muestra, pues los biosensores

colorimétricos estan ampliamente interesados en la investigacion del area

médica, por lo que las muestras mas frecuentadas son la orina y el suero

sanguineo.

7.2. Colesterol

De manera similar a la tabla 2, en la tabla 3 se presentan algunos ejemplos

seleccionados de aplicaciones de biosensores colorimétricos de colesterol, en

ella se muestran caracteristicas como la fase sensora, el colorante que permite
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manifestar una coloracion visible en la muestra, la muestra en la que se

experimenta y el limite de deteccion del biosensor.

Colesterol
Fase sensora Colorante Muestra Limite de Referencia
deteccion
3,3',5,5-tetrametilbencidina Suero sanguineo 0.76 (Lin, et al.
colesterol oxidasa (TMB) pmol-L-1 2017)
Acido 2,2"-azino-bis(3- muestras de leche en 0,2 nmol/L (Akhtar, et
colesterol oxidasa etilbenzotiazolina-6-sulfénico polvo al, 2015)
(ABTS)
3,3',5,5'-tetrametilbencidina sangre humana 8 uM (Chung, et
colesterol oxidasa (TMB) al. 2018)
Reactivo de Liebermann- leche enlatada (B1-B5) | 0,00430 mg/ (Adu,et al.
Buchard y productos de yogur ml 2019)
fresco (A1-A5)
0,2 mg/dL (Narsingh, et
al. 2018)
colesterol oxidasa Nanoparticulas de oro Solucién acuosay
funcionalizadas. suero humano
2,2"-azino-bis(3- Suero humano 0,170 uM (Ruimin, et
colesterol oxidasa etilbenzotiazolina-6-acido (3a/pendient al, 2012)
sulfénico) (ABTS2- ) e)
puntos cuanticos de grafeno Suero humano 0,006 mM (Narsingh, et

colesterol oxidasa

(GQD)
y3,3,5,5
tetramethylbenzidine (TMB)

al. 2015)

Tabla 3. Biosensores colorimétricos Colesterol.

Como se puede observar, el colorante mas utilizado para la determinar las

concentraciones de colesterol con la enzima Colesterol oxidasa, esla 3,3’,5,5'-

tetrametilbencidina (TMB), a pesar de que también se han descubierto

métodos que hacen uso de las nanoparticulas como método de coloracion.

Ya que el colesterol es estudiado debido a que su alta concentracién en el

cuerpo humano puede traer consecuencia para la salud se puede observar

que las muestras que mas reinciden son aquellas realizadas con suero

sanguineo.

7.3.Dopamina

Se tomaron en cuenta las mismas caracteristicas que en las tablas de los

puntos anteriores, pero esta vez para el analito de dopamina.
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Dopamina

Fase sensora Colorante Muestra Limite de Referencia
deteccion
Monoamino nanoparticulas de suero humano y (Feng, et al. 2013)
oxidasa oro (AHMP-AuNP) muestras de orina 0.07 uM
Monoamino Nanoparticulas de Solucién preparada (Youhui, et al. 2011)
oxidasa plata de dopamina 40 nM
Monoamino 3,3',5,5'- Orina humanay (Jun, et al. 2019)
oxidasa tetrametilbencidina muestras
farmacéuticas
Monoamino liquido (Dan, et al. 2016)
oxidasa Nanoparticulas de cefalorraquideo
oro. artificial (aCSF) y 3x107°M.
suero sanguineo
humano
Monoamino Suero fetal bobino Suero: (Yumin Leng et al.,
oxidasa Nanoparticulas de Orina 1.6x107°M 2015)
Oro Orina:
5.7x10""M
Monoamino Nanoparticulas de Cerebro de rata (Biao Kong et al.,
oxidasa oro (AuNP) basado en 0.5nM 2011)
microdidlisis
Monoamino 3,3',5,5'- Solucién preparada (Zhu J. et al., 2019)
oxidasa tetrametilbencidina de dopamina 1.67 uM

Tabla 4. Biosensores colorimétricos de Dopamina.

En la tabla 4 podemos observar que el 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) no

es el colorante mas utilizado, y se encontré que en este analito es mas

frecuente el uso de nanoparticulas como colorantes en la determinaciéon de

dopamina.

Aunque la dopamina es uno de los neurotransmisores del sistema nervioso

central y esta involucrado en la regulacién de diferentes funciones en el

cuerpo, no hay muchos estudios donde se relacione a la dopamina con otras

biomoléculas.

Metodologia

8.1.Sintesis de macroesferas de quitosano
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La aplicacién de biocatalizadores en fase sélida se ha vuelto muy estudiado
y cada vez se informan mas resultados sobre la inmovilizacién de enzimas
en microparticulas que poseen un area de superficie especifica alta y

numerosos sitios activos disponibles para fijar las moléculas de enzima.

En este estudio se hizo uso del quitosano como material de apoyo para la
inmovilizacién de las enzimas involucradas en el multisensor. Después de
modificaciones quimicas, sus grupos amino e hidroxilo reactivos, hacen
posible el acoplamiento de enzimas. El quitosano es un poliaminosacarido
natural obtenido por N-desacetilacién de la quitina, es una buena opcion de
uso en los biosensores debido a sus caracteristicas pues es un material
atoxico, biocompatible y biodegradable. (Bir6 E. et al., 2008)

Enseguida se describe la preparacién de las macroesferas de quitosano
utilizadas por el método de precipitacién (Figura 12).

Se utilizé quitosano (C3646, de caparazones de cangrejo) para la preparacion

de las macroesferas por el método de precipitacion.

» Primero, se disolvié quitosano (2 % p/v) en una solucion acuosa de
acido acético (2 % p/v). Luego se afnadié esta solucidén gota a gota a
través de un tubo capilar usando una jeringa pequena, en un liquido de
coagulacién suavemente agitado (hidroxido de sodio 1 Ny 26% v/v de

etanol).

Las macroesferas obtenidas después de este paso se filtraron y lavaron con
agua destilada hasta neutralidad.
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Figura 12. (a) quitosano disuelto en &cido acético, (b) adicion de solucién a) en hidroxido de
sodio por método de goteo (c) filtrado y lavado de macroesferas.

8.2.Funcionalizacion de macroesferas de quitosano

Los enlaces cruzados se realizaron mezclando las macroesferas con una
solucién de glutaraldehido de 1% y 5% durante 4, es decir, dos horas para
cada uno. Pasado este tiempo se lavo el exceso de glutaraldehido con agua
destilada haciendo centrifugado, después de cada lavado se midié el pH y se

continuo con el proceso hasta neutralidad.

Clutaraldehido al 1% Gluraraldehido al 5%

Figura 13. (a) agitamiento de macroesferas con solucion de glutaraldehido,al 1% por dos
horas (b) agitamiento de macroesferas con solucion de glutaraldehido al 5% durante 2
horas (b) lavado de exceso de gluteraldehido.

8.3. Caracterizacion de macroesferas

Debido a los cambios de color que ocurren durante las reacciones quimicas
causadas por la interaccion entre las diferentes concentraciones de colesterol,
glucosa y dopamina presentes en la muestra y las enzimas correspondientes,

se utilizaron técnicas de caracterizacion que incluyen espectroscopia Raman

88



y microscopia Raman y microscopia electrdnica de barrido para determinar
estos cambios (SEM).

8.3.1. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman ha tenido un gran crecimiento en la
investigacion y en aplicaciones biomédicas debido a su gran versatilidad,
a la facilidad en la preparacion de las muestras y a la gran cantidad de
informacién quimica que nos brinda. Ayuda a estudiar la composicién
quimica in vivo e in-vitro de forma no destructiva, sin contacto y tiene la
capacidad para proporcionar discriminacién espacial como informacién
sobre el tamano, longitud y radio de la muestra. Ademas, se puede utilizar
en el laboratorio durante la fase de investigacién para identificar la
estructura quimica de los biomateriales o como herramienta de control de
calidad en los procesos de fabricacién (Castro J., et al., 2013).

Debido a estas ventajas, se enviaron muestras de las macroesferas a ser
estudiadas y caracterizadas por espectroscopia Raman. Esta es una
técnica mediante la cual se capta la luz que ha sido esparcida
inelasticamente por los medios de interés, esta luz trae consigo
informacion a nivel molecular, por o que hace posible obtener un espectro
unico caracteristico de nuestro material (Hernandez K., 2021).

8.3.2. Microscopia electronica de barrido

La microscopia de barrido electronico (SEM) es una técnica de obtencion
de imagenes muy utilizada en investigacion de materiales debido a su alta
resolucion y capacidad de analizar caracteristicas topograficas,

morfolégicas, de composicidn quimica, de cristalografia (estructura y
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8.4.

orientacién de grano) y de dinamica de reacciones de las muestras que
quieran estudiarse. (Clavijo J. 2013).

Se enviaron muestras a ser estudiadas y caracterizadas por un equipo de
SEM ya que nos interesa conocer la morfologia y tamafno obtenido de las
macroesferas, este estudio obtiene dicha informacién cuando detecta la
respuesta del material al impacto de un haz de electrones (llamados
primarios). Al ser impactada por el haz de electrones de alta energia, la
muestra produce una serie de senales que son registradas en los
diferentes detectores del equipo, y cada una de dichas sefiales ofrece
independientemente informacion acerca de la muestra. Para adquirir la
“imagen” se hace mover el haz en el plano xy de forma que recorra el area
deseada. La resolucion que puede alcanzarse en la superficie del material,
puede ser tan alta como 2 nm (Clavijo J. 2013).

Inmovilizacion de enzimas.

Se verifico el pH de las macroesferas de quitosano, debido a que se requeria

que

las macroesferas tuvieran un pH entre 7 a 7.5 pues en este pH se

encuentra una mejor actividad enzimatica.

Una vez neutralizado el pH, se depositd 1mg de macroesferas de quitosano

en 100 microtubos, y después se le agregaron 5uL de enzima.

Una vez hecho esto se dejé reposar la enzima junto con las macroesferas por

media hora.

8.5.

Acoplamiento enzimatico.

Las enzimas se cuantificaron mediante el método de Lowry, el cual se

desarrolla en dos fases: Una de las reacciones es la que se da
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previamente de la proteina en medio alcalino con iones Cu?*, en
presencia de tartrato para evitar la precipitacién, formando un complejo
de coordinacién entre el cobre y el nitrdgeno peptidico. (Flores R. & Ruiz
S.,2017) y La reaccion que se genera con el reactivo de Folin-Ciocalto el
cual determina el fenol, que es reducido por los grupos fendlicos
presentes en las proteinas a un complejo azul oscuro, medido
colorimétricamente. Este complejo tiene dos maximos de absorcion en
longitudes de onda de 560 y 680 nm. (Flores R. & Ruiz S., 2017).

Procedimiento:

e Soluciéon A: Para ella se anadieron 100 ml de una solucién de
carbonato de sodio 0.1 M en 0.1 M de NaOH.

e Solucidén B: Se anadié sulfato de cobre 2% w/v y se aforo con agua
destilada hasta los 5 ml.

e Solucidn C: Consiste en anadir tartrato de sodio 1% w/v y diluir con
agua destilada hasta los 5 ml.

e Solucién D: Se agregaron100 ml de la solucion A, con 1 ml de la

solucién By 1 ml de la solucion C.

En la figura 14 se puede observar el procedimiento del acoplamiento
enzimatico, para esto la solucién D se dividié en microtubos, colocando
1.5 ml de la solucidén D en estos. Después se anadieron 500 pyL de Folin

con 25 uL de la enzima.

3 Afadir 500 pl de Folin y
Solucién D 25 pl de enzima
1.5 midela
solucién D

Figura 14. Acoplamiento enzimatico por método de Lowry.

91



8.6. Actividad enzimatica.

Para determinar si las enzimas eran inmovilizadas en las macroesferas
de quitosano, se midi6 la actividad enzimatica de las enzimas

inmovilizadas utilizando métodos estandar indicados por Sigma.

Para estandarizar el método, primero se midi6 la actividad en solucion,
para después medir la actividad de la enzima ya inmovilizada en las

macroesferas de quitosano.

8.6.1. Glucosa Oxidasa

Se midi6 el cambio de absorbancia a 500 nm a 35°C y con un pH
de 5.1, esto debido a la produccién de o-dianisidina oxidada.

Preparacién de soluciones:

e Solucion A: Buffer de acetato de sodio a 50mM con pH 5.1 a
35°C.

Se prepararon 500 ml en agua purificada usando acetato de

sodio trihidratado, se ajust6 el pH a 5.1 a 35°C con HCI 1 M.

e Solucion B: Solucion de o-dianisidina 0.21 M.
Se disolvieron 20mg de o-dianisidina en 8ml de agua
purificada, luego se diluy6 de 5.35 ml — 200 ml con el Buffer
de acetato.

e Solucion C: Solucion de D-glucosa, 10% w/v.
En 60 ml de agua desionizada se disolvieron 6 mg de D-

glucosa.
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e Solucion D: Solucion peroxidasa.
La solucién de la enzima peroxidasa se prepar6 en agua
desionizada conteniendo aproximadamente 60 U/ml de

purpurogalina.

e Solucion E: Solucidn de enzima Glucosa Oxidasa.
Se prepar6 una solucion de Glucosa Oxidasa en el Buffer
de acetato conteniendo aproximadamente 0.5 U/ml.

Una vez preparadas las soluciones, se colocaron en una cubeta
UV.

Test

Solucién B (o-dianisidina 0.21M) 2.4 ml
Solucién C (glucosa 10% w/v) 0.5ml
Solucién D (Peroxidasa) 0.1 ml

Se mezclo por inversion, monitoreando la absorbancia contra aire

hasta que fue constante, entonces se agrego:

Solucion E (Glucosa Oxidasa) 0.1 ml

Se mezclo rapidamente y se midié el incremento de absorbancia

contra aire por 2 — 4 minutos, obteniendo el AAsy ,m/mMinuto.

8.6.2. Colesterol Oxidasa

Se midi6 el cambio de absorbancia a 500 nm a 25°C y con un pH
de 7.5, esto debido a la produccién de o-dianisidina oxidada.
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Preparacién de soluciones:

Solucion A: Buffer fosfatos 50 mM con pH 7.5 a 25°C.
Se prepard una solucion de 6.8 mg/ml de fosfato de potasio,
monobasico, anhidrido en agua desionizada. Se ajusté el
pH a 7.5 a 25°C con KOH 1M.

Solucién B: Solucion al 0.1% w/v de o-dianisidina.
Se prepararon 0.025 g de o-dianisidina en 25 ml de la
solucion A.

Solucion C: Solucién al 0.5% w/v de colesterol con 10% w/v
de Tritén x-100.
Se disolvieron 250 mg de colesterol en 5 ml de Tritén y 45

ml de agua desionizada.

Solucion D: Solucion Peroxidasa.
Se prepard una solucion que contenia 100 U/ml de pirogalol
en agua desionizada.

Solucion E: Solucion Colesterol Oxidasa.
Se prepard una solucidén conteniendo 0.1 U/ml de Colesterol
Oxidasa en la solucion A.

Una vez preparadas las soluciones, se colocaron en celdas UV:

Test Blanco

Soluciéon B (o-dianisidina 0.1% 27ml 2.7 ml
w/V)

Solucién C (colesterol 0.5% w/v)  0.1ml 0.1 ml

Solucién D (Peroxidasa) 0O.1m  0.1ml
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Se mezcl6 y equilibré la absorbancia a 25°C, entonces se agregé:

Test Blanco
Solucién A (Buffer fosfatos) - 0.1 ml
Solucién E (Colesterol 0.1 ml -
Oxidasa)

Se mezcl6 por inversidn y se midié el incremento en absorbancia

a 500nm por 5-10 minutos.

8.6.3. Monoamino Oxidasa A

Se midi6 el cambio de absorbancia a 500 nm a 25°C y con un pH
de 7.5, esto debido a la produccién de o-dianisidina oxidada.

Preparacién de soluciones:

e Solucion A: Buffer fosfatos 50 mM con pH 7.5 a 25°C.
Se prepard una solucion de fosfato de potasio, monobasico,
con una concentracion de 6.8 mg/ml en agua desionizada.

El cual se ajusto su pH a 7.5 a una temperatura de 25°C con
KOH 1M.

e Solucion B: Solucion al 0.2% w/v de o-dianisidina.
100 mg de o-dianisidina se han preparado en 50 ml de la

solucion A.
e Solucion C: Solucion D-dopamina, 0.001% w/v.

En 100 ml de agua desionizada se disolvi6 un 1 mg de
dopamina
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e Solucion D: Solucion Peroxidasa.

Se prepar6 una solucién conteniendo 100 U/ml de pirogalol

en agua desionizada.

8.7. Evaluacion del sustrato

Para estas pruebas se hicieron soluciones en diferentes

concentraciones dependiendo del rango de concentracién de la

enzima en el suero sanguineo del organismo humano.

8.7.1. Glucosa oxidasa:

Se investigd el rango de la glucosa en suero sanguineo, siendo

este:

< 140 mg/dL— Normal
140 — 199 mg/dL — Prediabetes
200 mg/dL — Diabetes Il

Se decidi6 realizar 10 diferentes concentraciones por arriba y

debajo de este rango.

Se parti6 de una solucion madre de 300 mg/dL en un matraz

aforado de 50 ml. De esta solucidon se realizaron las demas

concentraciones.

Siendo estas:

100 mg/dl
120 mg/dl
140 mg/dl
160 mg/dl
180 mg/dl

SIS A

6. 200 mg/d|

7. 220 mg/dl
8. 240 mg/d|

9. 280 mg/dl
10. 300 mg/dl
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A estas soluciones se les ajusté a un pH de 7 con NaOH 0.1 My

HCI 0.1 M. Después se colocaron 395 pl de cada concentracion

en cubetas UV.

8.7.2. Colesterol oxidasa:

Se investigd el rango de las concentraciones del colesterol total

en la sangre del cuerpo humano, siendo este:

125 —-200mg/dl

Con este rango en mente, se decidi6 hacer 10 diferentes

soluciones con diferentes concentraciones, siendo estas arriba y

debajo del rango.

Se inicié con una solucion madre de 500 mg/dl en un matraz

aforado de 50 ml. Con esta solucién madre se realizaron las

demas soluciones.

Siendo estas:

1. 37.54 mg/dl
2. 50.05 mg/di
3. 66.74 mg/dl
4. 88.99 mg/dl
5. 118.65 mg/d|

6. 158.20 mg/di
7. 210.90 mg/dl
8. 281.25 mg/dl
9. 375 mg/dl
10. 500 mg/dl

A estas soluciones se les ajusté a un pH de 7 con NaOH 0.1My

HCI 0.1 M. Después se colocaron en cubetas UV.

8.7.3. MAO-A:
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Se investigd el rango de las concentraciones de dopamina en el

suero sanguineo, siendo el siguiente:

0—30pg/ml

Con este rango en mente, se decidi6 hacer 5 diferentes
soluciones con diferentes concentraciones, siendo estas arriba
del rango, especificamente debido a que los valores presentes

estan en un rango muy pequefo.

Se inici6 con una solucién madre de 10 pg/ml en 100 ml. Con esta
solucion madre se realizaron las demas soluciones.

Siendo estas:

1. 10 ug/ml 4. 0.5ug/ml 7. 0.005 ug/ml
2. 5ug/ml 5. 0.1ug/ml 8. 0.003 ug/ml
3. 1 ug/ml 6. 0.01 ug/ml 9. 0.0015 ug/ml

A estas soluciones se les ajusté a un pH de 7 con NaOH 0.1M y
HCI 0.1 M. Después se colocaron en cubetas UV.

8.8. Actividad respecto al pH

8.8.1. Glucosa oxidasa

Del rango de concentraciones anteriormente mencionadas, se
€scogioé una concentracion media del rango para realizar estas
pruebas. Por lo que se preparo6 una solucidén de glucosa 180 mg/dl

en un matraz de 50 ml.

Esta solucion se dividié en 9 tubos y una vez dividida se le ajusto
a cada uno un pH distinto con NaOH 0.1M y HCI 0.1M.
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Teniendo como resultado 9 soluciones de una misma
concentracion con diferentes pH (5.0, 5.5, 6.0, 6.6, 7.0, 7.5, 8.0,
8.5, 9.0)

Para subir pH se agrega
MaoH 0.7 M

180 mg/dl

de glucosa ! i *
) % — l]“l‘ l\__ ‘ J

Para bajar pH se agregd
HCl o ™M

Figura 15. Preparacion de soluciones para actividad enzimatica de Glucosa

oxidasa respecto al pH.

8.8.2. Colesterol oxidasa

Del rango de concentraciones anteriormente mencionadas
(véase punto 8.7.2.), se escogid una concentracion media del
rango para realizar estas pruebas. Por lo que se prepard una
solucién de colesterol de 118.65 mg/dl en un matraz aforado de
50 ml.

Esta solucidn se dividié en 9 tubos de ensayo y después de dividir
la solucion, el pH en cada tubo se ajusté a un pH diferente
haciendo uso de NaOH 0.1M para bajar el valor de pHy HCI 0.1M
para aumentar el valor de pH.

Logrando asi 9 soluciones de una misma concentracién con
diferentes pH (5.0, 5.5, 6.0, 6.6, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0)
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Para subir pH se agrego
NaOH 0.1 M

118.65 mag/dl
de colesterol

—y

Para bajar pH se agrego
HCI 0.1 M

b

Figura 16. Preparacion de soluciones para actividad enzimatica de Colesterol

oxidasa respecto al pH.

8.8.3. MAO-A

Del rango de concentraciones anteriormente mencionadas
(véase punto 8.7.3.), se escogié una concentracion media del

rango para realizar estas pruebas.

Por lo que se prepard una solucién de dopamina 10 pg/dl en un

matraz aforado de 50 ml.
Esta solucién se dividié en 9 tubos y una vez dividida la solucion
en los tubos se le ajusté a cada uno un pH distinto con NaOH

0.1My HCI 0.1M.

Se obtuvieron 9 soluciones de una misma concentracién con
diferentes pH (5.0, 5.5, 6.0, 6.6, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0)
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Para sublr pH se agregd
NaOH 0.1 M

T

10 pg/ml de
dopamina

(B=

71K

aae
Para bajar pH se agrego
HCl0.1 ™M

=1

Figura 17. Preparacion de soluciones para actividad enzimatica de
Monoamino Oxidasa A respecto al pH.

Actividad respecto a la temperatura

Para observar la actividad de las enzimas a diferentes temperaturas se
realizaron las siguientes pruebas.

8.9.1. Glucosa oxidasa

Del rango de concentraciones realizadas anteriormente, se
escogio una concentracion media del rango para realizar estas
pruebas. Por lo que se prepard una solucidén de glucosa de 180
mg/dl en 50ml.

Esta solucion se dividié en 6 tubos y una vez dividida la solucion,
se coloco cada tubo en bafo maria a diferentes temperaturas
(15°C, 25°C, 35°C, 45°C y 55°C)
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Para subir pH se agregd
NaOH 0.1 M

180 mg/d|

de glucosa é

Para bajar pH se agregd
HCI0.1 M
[ ]

|
T
wy

Figura 18. Preparacion de soluciones para actividad enzimatica de Glucosa

oxidasa respecto a la temperatura.

8.9.2. Colesterol oxidasa

Del rango de concentraciones realizadas anteriormente, se
escogioé una concentracion media del rango para realizar estas
pruebas. Por lo que se preparé una solucion de colesterol de
118.65 mg/dl en 50ml. Esta solucién se dividié en 6 tubos y una
dividida la solucién, se colocé cada tubo en bafio maria a
diferentes temperaturas (15°C, 25°C, 35°C, 45°C y 55°C)

118.65 mag/dl
de colesterol

D

e |
L

55°C
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Figura 19. Preparacion de soluciones para actividad enzimatica de Colesterol
oxidasa respecto a la temperatura.

8.9.3. MAO-A

Del rango de concentraciones realizadas anteriormente, se
escogi6é una concentracion media del rango para realizar estas
pruebas. Por lo que se prepard una solucion de dopamina de 10

pg/dl en 50ml.

Esta solucién se dividié en 6 tubos y una dividida la solucién, se
coloc6 cada tubo en bafio maria a diferentes temperaturas (15°C,
25°C, 35°C, 45°C y 55°C)

10 pg/dl
de dopamina

55°C
Figura 20. Preparacion de soluciones para actividad enzimatica de

Monoamino oxidasa A respecto a la temperatura

8.10. Evaluacion de color

Para estas pruebas se utilizé la premisa en la que los cambios en el color de
una solucion indican la ocurrencia de una reaccion quimica que detecta un
analito y la intensidad del color depende de la concentracion de los reactivos

o productos que participan en dicha reaccion.
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La deteccidn en el andlisis colorimétrico se basa en la reflexion y transmision
de la radiacion, que depende de la interaccion de la radiacién visible con un

producto colorido en un solvente o un sélido.

Por esto se realiz6 la evaluacion de cambios de color en las muestras por
medio del uso de dispositivos como el UV-vis y un dispositivo colorimétrico
que evalua el modelo de color RGB.

8.10.1. UV-vis

Un método que examina la interaccion entre la radiacién electromagnética
en la regién ultravioleta que es visible con la materia es la espectroscopia
ultravioleta-visible.

Por esto, se usé este método para obtener de forma cuantitativa las
concentraciones elementales de nuestras soluciones. Se realizaron
pruebas en el espectrofotdmetro para corroborar los cambios de color
experimentados por las diferentes concentraciones de los analitos

expuestos.

8.10.1.1. Pruebas de Glucosa:

Se prepard 5ml de colorante agregando 10mg de O-Dianisidina y
aforando con buffer de fosfatos a pH 7.5.

Se preparé 1ml de peroxidasa y 1ml de enzima glucosa oxidasa a
1mg/ml con buffer de fosfatos pH 7.5.

Posteriormente, se agregd a cada una de las cubetas UV 395 pl de
las diferentes concentraciones realizadas (véase el punto
evaluacioén del sustrato) de glucosa (una concentracién por celda),
mas las siguientes cantidades de cada una de las soluciones

anteriormente preparadas.
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= 3ul de Glucosa oxidasa
= 3ul de peroxidasa
= 100ul de O-Dianisidina

8.10.1.2. Pruebas de colesterol:

Se prepard 5ml de colorante agregando 10mg de O-Dianisidina y
aforando con buffer de fosfatos a pH 7.5.

Se preparé 1ml de peroxidasa y 1ml de enzima colesterol oxidasa
a 1Tmg/ml con buffer de fosfatos pH 7.5.

Posteriormente, se agregdé a cada una de las celdas del
espectrofotometro ml de las diferentes concentraciones realizadas
(véase el punto evaluacion del sustrato) de colesterol (una
concentracion por celda), mas las siguientes cantidades de cada
una de las soluciones anteriormente preparadas:

= 3ul de Colesterol oxidasa

= 3ul de peroxidasa

= 100pl de O-Dianisidina

8.10.1.3. Pruebas de dopamina:

Se prepard 5ml de colorante agregando 10mg de O-Dianisidina y
aforando con buffer de fosfatos a pH 7.5.

Se preparé 1ml de peroxidasa y 1ml de enzima colesterol oxidasa
a 1Tmg/ml con buffer de fosfatos pH 7.5.

Posteriormente, se agregdé a cada una de las celdas del

espectrofotometro ml de las diferentes concentraciones realizadas
(véase el punto evaluacion del sustrato) de colesterol (una
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concentracion por celda), mas las siguientes cantidades de cada
una de las soluciones anteriormente preparadas:

= 25ul de Monoamino oxidasa A

= 25yl de peroxidasa

= 200ul de O-Dianisidina

Conforme se realizaron las muestras se introdujeron en el
espectrofotometro y se obtuvieron los valores correspondientes de cada
una, los cuales se revisan mas adelante en el apartado de resultados.

También se tomaron fotos de cada una de las muestras tomando en
cuenta una buena iluminacién y el tiempo transcurrido desde la
preparacién de la muestra para lograr observar claramente su alteracion
de color de las mismas a medida que se aumenté la concentracion.

AT A
- ” T 2434 405 & T 8 e
. _‘ = "'-;—-.5 6 Concentraciones de analitos i
g g] _— |
E i+ | B - i
4 .L I = = )
\E =
y w
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-—
T L A '_ J "-,‘_:
=== ——

Figura 21. Realizacién de muestras de glucosa, colesterol y dopamina, obtencion de datos
de colorimetria usando espectrofotémetro, toma de fotografias y analisis de datos.

8.10.2. Colorimetro
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Una vez se comprobaron los cambios de color de forma cuantitativa en
solucién con ayuda de la espectroscopia UV-vis, pasamos a realizar las
pruebas de colorimetria directamente en papel y con las enzimas

inmovilizadas en las macroesferas de quitosano previamente preparadas.

Al realizar esto con un dispositivo colorimétrico se obtuvieron los valores de
un espacio de coordenadas tridimensional especifico, donde cada punto
esta representado por un valor en el modelo de color de los mas utilizados
que es el RGB, convirtiendo asi la informacién de color en valores
numeéricos que pueden considerarse informacién analitica. (Fan Y. et al.,
2021).

Para la realizacién de estas pruebas se prepararon las soluciones de
glucosa, colesterol y dopamina a diferentes concentraciones.

8.10.2.1. Pruebas colorimétricas de glucosa

Se prepar6é 50 ml de O-Dianisidina a 2mg/ml aforando con buffer de
fosfatos pH 7.5.

Se preparé 1ml de peroxidasa y 1ml de enzima glucosa oxidasa a
1mg/ml con buffer de fosfatos pH 7.5.

Se cortaron pequenrios circulos de papel de aproximadamente 1 cm de
didmetro, a los cuales se les agrego un 1gr de quitosano, el cual se
acomodd de forma homogénea y cuidando que cubriera toda la
circunferencia. A cada uno de estos circulos se les agrego 2 gotas de
pipeta Pasteur de cada una de las concentraciones de analito (una
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concentracion por circulo), mas la cantidad de las siguientes

soluciones:

= 100ul de enzima Glucosa oxidasa
= 100ul de peroxidasa
= 1ml de O-Dianisidina

8.10.2.2. Pruebas colorimétricas de colesterol

Se preparé 50 ml de O-Dianisidina a 2mg/ml aforando con tampdn de
fosfatos pH 7.5.

Se preparé 1ml peroxidasa y 1ml enzima colesterol oxidasa a 1mg/ml
con buffer de fosfatos pH 7.5.

Se cortaron pequenos circulos de papel de aproximadamente 1 cm de
didmetro, a los cuales se les agrego un 1gr de quitosano, el cual se
acomodé de forma homogénea y cuidando que cubriera toda la
circunferencia. A cada uno de estos circulos se les agrego 2 gotas de
pipeta Pasteur de cada una de las concentraciones de analito (una
concentracion por circulo), mas la cantidad de las siguientes

soluciones:

= 100ul de enzima colesterol oxidasa
= 100ul de peroxidasa
= 1ml de O-Dianisidina

8.10.2.3. Pruebas colorimétricas de dopamina.
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Se preparé 50 ml de O-Dianisidina a 2mg/ml aforando con un tampén
de fosfatos de pH 7.5.

Se preparé 1ml de peroxidasa y 1ml de enzima glucosa oxidasa a
1mg/ml con buffer de fosfatos pH 7.5.

Se corté pequerios circulos de papel de aproximadamente 1 cm de
didametro, a los cuales se les agrego un 1gr de quitosano, el cual se
acomodd de forma homogénea y cuidando que cubriera toda la
circunferencia. A cada uno de estos circulos se les agrego 0.5 ml de
cada una de las concentraciones de analito (una concentracion por
circulo), mas la cantidad de las siguientes soluciones:

= 25ul de enzima MAO-A
= 25yl de peroxidasa
= 1ml de O-Dianisidina

Al agregar todos los reactivos, cada una de las muestras adquirié un
color especifico, el cual, con ayuda de un dispositivo de colorimetria
que obtiene los espacios de color RGB, se midié y registro a diferentes
tiempos para posteriormente estudiarse en los resultados.

8.11. Deteccidn de analito de interés por medio de colorimetria

Para la deteccion del analito por medio de colorimetria fue necesario
realizar curvas de calibracién para cada uno de ellos.

Las curvas de calibracion son representaciones graficas de una sefial que
se mide en funcion de la concentracién de un analito. Conociendo la
relacion funcional, es posible conocer la concentracion en una muestra

dada mediante la medida de la senal.
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Para realizar estas curvas se tomaron las concentraciones mencionadas
anteriormente de cada analito. Estos patrones se midieron en el
espectrofotometro. En €l se colocd un blanco el cual no contenia ningun

analito, pero si los mismos reactivos. Cada patrén se midi6 por triplicado.

8.12. Determinacion de parametros de desempefio

Para cada analito, se determiné un rango de concentracion lineal.
Los parametros utilizados para evaluar la linealidad son los

siguientes:

1. Coeficiente de correlacién (r) mayor o igual a 0.99
2. Que se cumpla la aleatoriedad de los residuos.

Las concentraciones se prepararon de forma independiente tres
veces. Este parametro se evalla calculando el porcentaje de
desviacion estandar relativa de la respuesta obtenida.

s
%Dev = 7 (100)

Donde:

La desviacion estandar de las mediciones esta representada por

s y x el promedio de las mediciones.

También se calcularon parametros de precision para tres niveles
de concentracion: valor alto, valor medio y valor bajo, todos
dentro del rango lineal de cada elemento.
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Los valores finales de concentracién se compararon con un valor

en especifico que ya era conocido.

8.13. Obtencion de limite de deteccion

En cuanto al limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacién (LC), se
determinaron en base a la sefal analitica obtenida al analizar disoluciones
con muy baja concentraciones muy bajas de elementos de trabajo.
Después de determinar el valor de densidad Optica, se calcularon el valor
medio (X) y la desviacion estandar (s) de cada elemento.
El limite de deteccidn es obtenido mediante la siguiente ecuacion:

LD =x + 3s

La ecuacioén del limite de cuantificacion para obtenerlo es:
LC =%+ 10s
Después de eso, los valores de deteccidon y evaluacion cuantitativa se

obtuvieron en las unidades de concentracién con la ecuacion de la curva

de calibracién apropiada (Miller, et al., 2002)

8.14. Diseio del dispositivo microfluidico.

Para el disefio del dispositivo microfluidico se tomaron en cuenta
diferentes caracteristicas que debia tener para su correcto funcionamiento,

siendo estas:
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Propiedades mecanicas variables: los materiales debian de poseer cierta
rigidez para facilitar su fabricacion y debia tener una geometria estable

que permitiera una parametrizacion correcta de los analisis.

Baja interaccion con el fluido: Para lograr los resultados deseados, los
materiales utilizados no debian de reaccionar con el fluido de la muestra,

absorber moléculas o interferir con el fluido del ensayo.

Materiales y procesos de fabricacion rapidos y economicos: El método de
fabricacién debia permitir un rapido proceso de desarrollo. Para poder ser
aplicado en investigaciones académicas también debia de estar basado
en materiales baratos y faciles de conseguir.

9. Resultados

9.1. Actividad enzimatica de la Glucosa Oxidasa (GOx)

9.1.1. Efecto del pH

La figura 22 representa los resultados de las pruebas realizadas al cambiar
el pH de las soluciones de glucosa en un rango de 5 a 9 con intervalos de
0.5. Los resultados indican que la enzima, tanto libre como inmovilizada,
tiene una actividad maxima en soluciones ligeramente acidas. Una
diferencia que es notable en el sistema inmovilizado es que este ayudo a

la enzima a resistir en un rango de pH mas amplio.
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Figura 22. Evaluacion del efecto pH sobre la actividad de la enzima glucosa oxidasa

En la grafica de enzima libre podemos observar que a un pH de 5 alcanza
aproximadamente un 63% de actividad, la misma que va en un aumento
notablemente de 100% a un pH 5.5, para después descender su actividad

aproximadamente a un 77% en un pH 6.5.

Podemos observar en la actividad de la enzima inmovilizada que un pH 5
se alcanza aproximadamente 55% de actividad, y un 100% a un pH 5.8,
descendiendo posteriormente a un 63.4% en un pH de 6.5. En ambas
pruebas se puede observar una baja continua de actividad después de un
pH 6.

Segun Singh y col en 2013, el pH éptimo para activar la glucosa oxidasa es
de 4 a 6. Por lo tanto, el pH obtenido de la actividad en la experimentacién
esta dentro del rango apropiado, posible debido a que la afinidad del
sustrato por la enzima es el adecuado.
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La actividad maxima aumentd un 18.19% después de haber inmovilizado a
la enzima. También se observa que el pH éptimo de la enzima libre es de
5.5, y de la enzima inmovilizada es de 5.8, este incremento de pH se puede
atribuir a los efectos del microentorno, es decir, que la enzima inmovilizada
se encuentra en un entorno diferente al habitual al combinarse, Debido a
que se inmovilizo la enzima en material (quitosano) con propiedades
cationicas, el pH del microambiente (6.2-7) es mayor que el pH optimo del
solvente (5-6), asegurando un pH optimo y una estabilidad optima, tienen
las enzimas hacia valores de pH ligeramente mas altos o alcalinos, al mismo

tiempo se amplia el rango de pH en el que puede actuar la enzima.

Como se menciond, esto esta relacionado con el quitosano y su acidez, ya
gue se protona en soluciones acidas y pH de descomposicién entre 6.2 a
7.0 (dependiendo del grado de desacetilacion). Esto lo convierte en un
poderoso absorbente de iones que se cargan negativamente en soluciones
a valores de pH por debajo de 6, utilizando el mecanismo de intercambio de
aniones. Por lo tanto, a valores de pH inferiores a 6, la capacidad de
adsorcién de cationes se reduce significativamente, y a valores de pH
superiores a 7, la capacidad de adsorcién de aniones es nula. Se puede
decir entonces que la selectividad del quitosano depende del pH de la

solucién.

El glutaraldehido se utiliza para entrelazar las cadenas de quitosano y
estabilizarlo en soluciones &cidas, esto debido a que puede formar en
solucion polimeros de diferentes pesos moleculares, los cuales reaccionan
con los grupos aminos expuestos de la proteina, del quitosano en este caso,
para producir el entrecruzamiento. Esto se utiliza usada para mejorar la

eficiencia de adsorcidn y también para mejorar la selectividad de adsorcion.
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Por esta razoén, se utilizé el glutaraldehido para el entrecruzamiento de las
particulas pues los estudios de Emese Bir6 et al. 2007, demuestran que las
particulas reticuladas con glutaraldehido al 1% sufrieron mucho menos
contraccion o deformacion, pero su forma y superficie se volvié bastante
irregular. Asi mismo, la aplicacién del 5% de agente reticulante preservo
casi por completo la forma regular y la superficie lisa de la esfera de
quitosano, haciéndola mas dura pero también mas quebradiza.

9.1.2. Efecto de la temperatura

La figura 23 muestra los resultados de la influencia de la temperatura sobre
la actividad de la enzima. Se observa que el rango de temperatura en el que
la enzima mostré mayor actividad fue entre 35°C a 45°C tanto para la

enzima libre como para la enzima inmovilizada.
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Figura 23. Evaluacion del efecto de la temperatura sobre la actividad de

la enzima glucosa oxidasa.
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A una temperatura de 25°C la enzima libre muestra aproximadamente 37%
de actividad, incrementando notablemente a su temperatura 6ptima de 39°C,
donde la actividad fue del 100%, para después seguir disminuyendo su

actividad al continuo aumento de temperatura.

Se observan los efectos de la temperatura en la enzima inmovil gracias al
quitosano donde a los 35°C alcanza una actividad del 92%, con una
temperatura optima a los 40°C, y disminuyo a un 25% de actividad a los 55°C.

De acuerdo con Singh y col en 2013, la temperatura éptima para la activacion
de la glucosa oxidasa se encuentra entre 30°C y 40°C, lo que nos hace saber
que los resultados del proyecto son correctos debido a que los mismos

concuerdan con ese rango.

En el caso de la temperatura, la actividad de la enzima inmovilizada
disminuyo un 16.67%, y también hubo un pequefio cambio en cuanto a la
temperatura optima aumentando de 39°C sin inmovilizar a 40°C para la

enzima inmovilizada.

A medida que aumenta la temperatura, aumenta la velocidad de reaccion; Se
puede determinar que cuando alcanza el maximo de actividad comienza una
disminucion de la misma, que es provocada por la desnaturalizacion de la
enzima, debido a un aumento de energia cinética de las moléculas que

reaccionan.

Aunque ha habido una mejora en el régimen de temperatura optima para la
enzima inmovilizada, hubo mas perdida de actividad que en la enzima libre,
lo cual puede deberse al hecho de que las condiciones cuando se realiza la

experimentacion causan la desnaturalizacion de la enzima.
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9.1.3. Prueba de acoplamiento

La gréfica (figura 24) fue generada a partir de la inmovilizacion de la enzima
glucosa oxidasa con las macroesferas de quitosano con relacion al tiempo

necesario para su correcta inmovilizacion.

Entre los métodos de inmovilizacion de enzimas por unidon quimica se
encuentra el método de unién de soportes, es el método de inmovilizacién
mas utilizado y se dispone de mas informacion al respecto. La eleccion del
soporte y del tipo de enlace es muy importante para obtener una buena
actividad posterior del biocatalizador.
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Figura 24. Evaluacion del acoplamiento de la enzima glucosa oxidasa con
respecto al tiempo.

Se observa que a 5 minutos de comenzar las pruebas se logroé inmovilizar
aproximadamente 10% de glucosa oxidasa, conforme pasan los minutos el

acoplamiento sigue aumentando, a los 10 minutos tenemos mas del 40% de
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enzima inmovilizada y después de 20 minutos se logré inmovilizar

aproximadamente 79% de glucosa oxidasa.

Observamos que después de 20 minutos el acoplamiento enzimatico se
mantiene constante incluso a los 60 minutos de comenzada la
experimentacion, esto debido a que las moléculas de enzima presente se han

unido a la cantidad de sustrato disponible.

La inmovilizacién de la enzima glucosa oxidasa en quitosano fue utilizada
debido a que se pueden formar particulas de soporte de diferentes tamanos
y mediante varios métodos, en este caso hablamos de macroparticulas
realizadas por el método de precipitacion, las cuales poseen un area de
superficie especifica alta y numerosos sitios activos disponibles para que se
fijen las moléculas de enzima. Ademas, el menor tamano de las particulas de

soporte ayuda bastante pues el impedimento de difusion interna disminuye.

Al mismo tiempo que se optd por la eleccion del quitosano debido a sus
caracteristicas importantes al ser un soporte organico o polimero natural y es
atoxico, biocompatible y biodegradable. También debido a que las enzimas
recubiertas de quitosano sufren menos el efecto de lixiviacion por las
interacciones idnicas entre la enzima y el soporte. Es importante mencionar
que el quitosano en forma de perlas (en este estudio en macroesferas),
mostré también excelentes resultados al permitir la inmovilizacion del doble

de enzimas.

9.1.4. Ciclos de reuso

Esta prueba se realiz6 para evaluar la estabilidad operacional de la glucosa
oxidasa inmovilizada. En la figura 25 podemos observar que en el segundo

ciclo de operacion aun se contaba con el 90% de la actividad proteolitica y
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contindia bajando poco a poco conforme aumentan los ciclos de operacién,
para en el quinceavo ciclo aun se contaba con aproximadamente un 65% de

actividad.
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Figura 25. Evaluacion del reuso operacional de la enzima glucosa oxidasa inmovilizada en
macro esferas de quitosano.

Segun Dwevedi y Kayastha en 2009, el uso repetido del sistema catalitico
debilitara la fuerza de union entre la enzima y el soporte, lo que provocara
una pérdida de actividad.

Los resultados obtenidos con respecto a la reciclabilidad de la glucosa
oxidasa inmovilizada con quitosano se obtuvieron utilizando glutaraldehido
para inmovilizar la glucosa oxidasa, creando un entrecruzamiento covalente
entre los grupos amino presentes en el portador y las enzimas. Esta
reticulacion da como resultado una mayor estabilidad y durabilidad.

9.1.5. Muestras colorimétricas.
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Se realizaron las pruebas colorimétricas en solucién y en papel, se observa
que a medida que aumenta la concentracién de glucosa en las muestras, el
color naranja-rojo representativo del colorante o-dianisidina utilizado se volvié
cada vez mas intenso. Esto se debe a que la glucosa es oxidada por el
oxigeno disuelto en presencia de GOx y produce peréxido (H202), después
este H202 oxida o-dianisidina por la presencia de peroxidasa de rabano
picante. Asi, dependiendo de la cantidad de glucosa oxidada y la creciente
cantidad de peréxido liberado al aumentar la concentracién de glucosa,
obtenemos tonos cada vez més intensos.

Mediante la experimentacion se determiné que conforme pasa el tiempo, y
después de agregar todos los componentes a las muestras, estas se vuelven
cada vez mas oscuras hasta alcanzar un color homogéneo, es mas facil
observar el color final de las muestras en papel ya que a diferencia de las
muestras en ceramica, estas no se sedimentan con el tiempo, sino que al

secarse mantienen su respectivo color de acuerdo con su concentracion.

Figura 26. Muestras colorimétricas de glucosa en papel.
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Figura 27. Muestras colorimétricas de glucosa en cerdmica.

9.1.6. Modelo RGB

Para determinar los valores de las muestras colorimétricas en un canal de
combinacién de colores primarios RGB y visualizar el cambio de color en las

soluciones con respecto a la concentracién

260

240

220

200

180

160

Nivel de color

140

120

100

80
0 50 100 150 200 250 300
Concentracion de glucosa (mg/dL)

Figura 28. Evaluacidn colorimétrica de glucosa oxidasa.

Se observa en la figura 28 que los valores RGB de las muestras van

disminuyendo conforme aumenta la concentracion de glucosa, esto debido a
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que, en imagenes en color de 8 bits por canal, los valores de intensidad
varian de 0 (negro) a 255 (blanco) para cada uno de los componentes RGB
(rojo, verde, azul). Asi, al aumentar la concentracién de glucosa en la
solucién, el color se vuelve mas oscuro, por lo que los valores tenderan al
cero que representa el negro y entre menos concentracion el tono es mas

claro, por lo que los valores del pixel en RGB son mas altos.

Segun la grafica, cuando la muestra no posee concentracion de glucosa, los
valores de RGB son los mayores, con rojo y verde en valores de 244 y azul
en 148, y que conforme aumentamos la concentracién los valores van
disminuyendo hasta alcanzar 158 en rojo, 100 en verde y 95 en azul.

También podemos observar que el canal R de las pruebas colorimétricas es
mas alto debido a la utilizacién del colorante (o-dianisidina (3,3"-
dimetoxibenzidina) utilizado como sustrato de peroxidasa y el cual produce
un producto final soluble de color rojo-anaranjado.

De esta forma podriamos determinar la concentracion de glucosa al hacer
una relacion valor RGB-concentracion con solo obtener el valor RGB de un
pixel, si obtenemos valores altos la concentracion es menor y con valores

bajos la concentracidn sera mas alta.

En la figura 29, podemos observar el histograma acromatico CIE, que
representa la capacidad de reconocimiento del ojo humano segun dos
parametros CIE x e y. El proceso CIE transforma la distribucion espectral de
la energia luminosa de un objeto en un parametro de luminancia Y y dos
coordenadas de cromo X, y, asignando color a tono y saturacion en un

diagrama CIE bidimensional.

El diagrama CIE se basa en la seleccidn de tres colores primarios como
colores estandar, creando mezclas aditivas de todos los demas colores del
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espectro. El valor del triestimulo es la cantidad de los tres colores primarios
(rojo, verde y azul) que ayudan a describir un estimulo de color, los cuales

son llamados X, Y, Z.
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Figura 29. Diagrama CIE 1931 de cromaticidad obtenido del algoritmo de lectura en
mediciones de glucosa.

Los limites exteriores del diagrama CIE representan los colores puros
expresados con sus correspondientes longitudes de onda. El blanco se
coloca aproximadamente en el centro y aqui es el area en la que el nivel de

saturacion es el mas bajo.

Con la aplicacién del diagrama CIE es evidente que las mediciones de

glucosa realizadas en este proyecto se encuentran aproximadamente en la
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regidén naranja amarillento y la regién rosa naranja, dandonos como resultado

unos colores marrones-anaranjados.

Gracias al mapeo de los colores nos damos cuenta de que los resultados son
positivos debido a que como se esperaba, mientras mas concentracién de

glucosa tengamos el color de esta muestra se tornara mas oscuro.

9.1.7. Distancia Euclidiana

El proposito del modelo de color es simplificar los parametros de color de
manera estandarizada, donde se dan las coordenadas tridimensionales y el
subespacio de este sistema, donde cada color estd representando por un

solo punto.

Es por ello por lo que se hizo uso del método de la Distancia Euclidiana

determinando asi la diferencia de color computacionalmente.

La distancia Euclidiana se calcul6 mediante la ecuacion:

DE = :\.-r{ﬂ.u —Re)P + (Gu— Ge)* + (Bu— Be)?

Se usaron los valores RGB (color rojo, verde y azul) promedio de cada area
seleccionada, estos obtenidos por medio de una prueba con un colorimetro
a cada una de las muestras de glucosa a diferentes concentraciones. En
donde:

DE es la distancia Euclidiana.

M es el valor de la muestra en cierta concentracion

C es el control negativo de la reaccién.
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Después de obtener el cambio de color dependiendo de la concentracién de
glucosa, los resultados se pueden utilizar para construir una curva estandar
(figura 30) de la dependencia de la distancia euclidiana de la concentracion
de glucosa oxidasa.

La pendiente de la curva de calibracion obtenida mediante el ajuste lineal fue
de 0.50442 y un coeficiente de R?= 0.98101, el cual indica que el incremento
del color esta aplicado en un 98.101% del aumento de la concentracion de
glucosa que va de 0 mg/dl hasta 300 mg/dI.
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Figura 30. Curva de calibracion para deteccion de glucosa oxidasa en buffer de fosfato.

9.1.8. Limite de deteccion
De acuerdo con la figura 30, obtenemos valores para la determinacion del

limite de deteccidn, donde o es la desviacion estandar y s es la pendiente de

la ecuacion.
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o = 0.345

s=0.50422 mg/dL

30
LOD = —
S
D = 3(0345) _ 2.052 mg 1.653 mM de gl id
= 0.50422 = 4. dL (0] . m eg ucosa oxiaasa.

La Tabla 5 recopila los limites de deteccion reportados en la bibliografia,
comparado con el método desarrollado en este proyecto, el limite de
deteccion en el sensor presentado por Xu Wang et al, en 2018 es el Unico
mas bajo, por lo tanto, consideramos aceptable el limite de deteccion en este
proyecto ya que es inferior a la mayoria de los métodos discutidos en la

bibliografia presentada en la tabla.

Colorante Limite de deteccion Referencia
Nanoparticulas de azul de Prusia (Huang Dai et al., 2018)
(PBNP) 3.29mM
Una mezcla de 4-aminoantiprina y
acido 3,5-dicloro-2-hidroxi-
bencenosulfénico, diclorhidrato de o- 0.5- 20mM (Wijitar Dungchai et al., 2010)
dianisidina, yoduro de potasio, acido
negro y acido amarillo
Membranas celulosas (Xiaogang Luo et al., 2019)
Solucién acuosa de NaOH/urea que 0.45mM
se modificé con sodio
(Po-Chun Lee et al., 2013)
3,3',5,5'- tetrametilbencidina (TMB) 3.1 mg/dL
(XuWang et al., 2018)
3,3',5,5'- tetrametilbencidina (TMB) 0. 014mM
(Han Zhang et al., 2020)
3,3',5,5'- tetrametilbencidina (TMB) 0.28mM
(Ahyeon Koh et al., 2016)
3,3,5,5'- tetrametilbencidina (TMB) ~200 mM

Tabla 5. Limites de deteccion de Glucosa Oxidasa con distintos colorantes.
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9.2. Actividad enzimatica de Colesterol Oxidasa (ChOx)

9.2.1. Efecto del pH

La matriz y el método utilizado en la inmovilizacién enzimatica cominmente

afectan las propiedades bioquimicas de la misma.

Los resultados que se obtuvieron de las pruebas realizadas se pueden
observar en la figura 31, donde, es notorio que al cambiar el pH de las
soluciones de colesterol oxidasa en un rango de 5 a 9 con intervalos de 0.5.
Los resultados demostraron que la enzima, tanto libre como inmovilizada,

tiene una actividad maxima en soluciones neutras y ligeramente basicas.
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Figura 31. Evaluacidon del efecto del pH sobre la actividad de la enzima colesterol oxidasa.

En la enzima libre podemos observar que a un pH de 5 alcanza
aproximadamente un 18% de actividad, alcanzando su 100% de actividad a
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un pH de 7.5. En un pH de 8 la actividad enzimatica se redujo drasticamente
a un 87% para que en un pH de 9 esta bajara al 29%.

En la actividad de la enzima inmovilizada con quitosano, se puede observar
que a pH 5, su actividad alcanz6 aproximadamente el 20%, aumentando a
su 100% a pH 7.5, para al final disminuir al 33% a pH 9.

De acuerdo con BioSystems en 2011, el pH éptimo para la activacion del
colesterol oxidasa se encuentra en 7, el cual esta cerca de los valores
obtenidos en el estudio de inmovilizacién de colesterol oxidasa.

Si bien, el pH 6ptimo no se modificd en comparacién con la enzima libre, la
actividad enzimatica maxima aumento un 5.82% con la inmovilizacién de la

enzima.

Este aumento de la actividad puede atribuirse a que la enzima inmovilizada
se encuentra en un entorno diferente al habitual cuando se combina, debido
a que tenemos una enzima inmovilizada en el material, que en este caso es
quitosano, que tiene caracteristicas cationicas, el pH del microentorno es
mayor que el pH 6ptimo del solvente, haciendo que el pH se desplace hacia
valores ligeramente mas altos de pH.

El glutaraldehido se utiliz6 para entrecruzar cadenas de quitosano y
estabilizarlas en soluciones acidas, debido a que puede formar en solucién
polimeros de diferentes pesos moleculares, los cuales reaccionan con los
grupos aminos expuestos del quitosano para asi producir el

entrecruzamiento.

9.2.2. Efecto de la temperatura
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En la figura 32 se observa que el intervalo de temperatura donde la enzima
mostro mayor actividad fue en el intervalo de 25°C a 45°C tanto para la

enzima libre como la enzima inmovilizada
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Figura 32. Evaluacion del efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima colesterol

oxidasa.

Al momento de comenzar a aumentar la temperatura y después de los 20°C
se observa un incremento en la actividad de la enzima, asi, cuando se
alcanza una temperatura de 25°C la enzima libre muestra aproximadamente
51.3% de actividad, incrementando notablemente y llegando a su maximo
(actividad del 100%) y temperatura éptima a 36°C, para enseguida comenzar
a disminuir su actividad al continuo aumento de temperatura, por ejemplo, a
los 45°C ya disminuy6 su actividad a un 65.1%, y a los 55°C es tan solo de
32.1%.

A los 25°C se tiene una actividad del 42.3%, y al igual que en la enzima libre,
se obtiene un aumento de la actividad conforme aumenta la temperatura
hasta alcanzar una temperatura optima de 36.5°C y posteriormente

comenzar a tener una actividad decreciente conforme sigue aumentando la
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temperatura, asi, a los 45°C ya ha bajado a 72.31% y a los 55°C se tiene tan
solo un 36.7% de actividad.

De acuerdo con Wang y Mu, la temperatura éptima para la activacién del
colesterol oxidasa es 35°C, lo que esta muy cerca de los resultados que se
obtuvieron en el presente estudio tanto en la enzima inmovilizada y la enzima

libre.

Con estas pruebas respecto a la temperatura, observamos que la actividad
de la enzima inmovilizada disminuyo un 18.81% con respecto a la enzima
libre, pero también hubo un pequefo cambio en cuanto a la temperatura
optima aumentando medio grado, de 36°C sin inmovilizar a 36.5°C para la

enzima inmovilizada.

Durante la experimentacion, cuando se aumenta la temperatura hay un
aumento de velocidad de reaccién; por lo que al llegar al pico de actividad
comienza la degradacion debido a la desnaturalizacion de la enzima debido

a un aumento en la energia cinética de las moléculas que reaccionan.

El quitosano puede modificarse quimicamente y/o reaccionar con otros
compuestos, produciendo materiales compuestos que pueden influir
positivamente en la estabilidad de la temperatura de la enzima inmovilizada,
y todo esto es debido a su alta reactividad.

Si bien se logré llegar a un punto termoestable un poco mayor mediante el
proceso de inmovilizacién, hubo mas perdida en la cantidad de enzima
inmovilizada que en las pruebas con la enzima libre, lo cual puede deberse a
que las condiciones del proceso experimental provocan la desnaturalizacion

o desactivacion de la enzima.
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9.2.3. Prueba de acoplamiento

La inmovilizacién de la enzima colesterol oxidasa en quitosano fue utilizada
debido a que se pueden formar particulas de soporte de diferentes tamarnos
y mediante varios métodos, en este caso en particular nos referimos a
macroparticulas realizadas por el método de precipitacién, se opté por
macroparticulas debido a sus numerosos sitios activos disponibles que se
pueden fijar a las moléculas de la enzima, ademas, el tamafio mas pequeno
de las particulas del portador ayuda a prevenir la difusién interna a medida
que se contra.

En la figura 33 se puede observar la evaluacion del acoplamiento de la
enzima colesterol oxidasa con las macroesferas de quitosano en relaciéon con

el tiempo necesario para su correcta inmovilizacion.
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Figura 33. Evaluacion del acoplamiento de la enzima colesterol oxidasa respecto al tiempo.

Se observa que a 5 minutos de comenzar las pruebas se logré inmovilizar

aproximadamente 10% de colesterol oxidasa, y conforme pasa el tiempo el
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acoplamiento sigue en un aumento constante, siendo asi que a los 15
minutos se ha obtenido un acoplamiento del 45% de enzima inmovilizada,
para los 25 minutos obtener un 67.5% de acoplamiento. A partir de los 25
minutos el acoplamiento de la enzima se mantiene constante, lo que continua
asi incluso a los 60 minutos de haber comenzado la prueba, esto ocurre
porque las moléculas de enzima presentes se han unido a la cantidad
disponible de sustrato.

Este acoplamiento fue resultado de la buena eleccién del soporte, en este
caso, de quitosano, el cual es conocido por ser un soporte organico atoxico,
biocompatible y biodegradable. Se sabe que las enzimas que son recubiertas
de quitosano tienen un contacto mas pequefo con la interaccion de iones
entre enzimas y soporte.

9.2.4. Muestras colorimétricas.

Se realizaron pruebas colorimétricag2121s de colesterol en papel para
determinar el valor de pH al que la coloracién tiene la mejor intensidad, esto
a la misma concentracién, pero a diferentes valores de pH con diferencias de
0.5 (5-9), se puede observar que a valores mas bajos de pH los colores que
se plasman son mas claros, en valores de pH 7 y 7.5 se obtienen colores
naranja-rojizos con mayor intensidad, y en valores mas altos de pH el color

vuelve a mostrarse con una menor intensidad.

Figura 34. Muestras colorimétricas de colesterol en papel con misma concentracion y pH de 5 a
9 con intervalos de 0.5.
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Por esta razon se realizaron las pruebas colorimétricas de colesterol en papel

a diferentes concentraciones a un pH de 7.5.

La figura 35 muestra las pruebas colorimétricas en papel a diversas
concentraciones de colesterol, y determina que a medida que aumenta la
concentracion de colesterol en las muestras, el color naranja-rojizo
representativo del colorante o-dianisidina utilizado, se volvié cada vez mas
intenso. Esto se debe a que el colesterol es oxidado por el oxigeno disuelto
en presencia de CHOD y produce peroxido (H202), después este H202
oxida o-dianisidina por la presencia de peroxidasa de rabano picante.

Asi, dependiendo de la cantidad de colesterol oxidado y la creciente cantidad
de peréxido liberado al aumentar la concentracién de colesterol, obtenemos
tonos cada vez mas intensos.

Figura 35. Muestras colorimétricas de colesterol en papel.

Mediante la experimentacion se determindé que conforme pasa el tiempo y
después de agregar todos los componentes a las muestras, estas se vuelven

cada vez mas oscuras hasta alcanzar un color homogéneo y final.
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Asi, cuando no tenemos ninguna concentracion de colesterol la muestra es
muy clara, casi blanca, y conforme vamos aumentando la concentracién
obtenemos tonalidades naranja-rojas (caracteristicas del colorante O-

Dianisidina) cada vez mas oscuras.

9.2.5. Modelo RGB

Para determinar los valores de las muestras colorimétricas en un canal de
combinacién de colores primarios RGB vy visualizar el cambio de color en las
soluciones con respecto a la concentracién, se utilizé un dispositivo que a
partir del pixel de una imagen almacena la informacién de su tono y nos da
estos 3 valores, los cuales observamos graficados a continuacion.
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Figura 36. Evaluacion colorimétrica de colesterol en papel.

Se observa en la figura 36 que los valores RGB de las muestras van

disminuyendo al aumentar la concentracion de colesterol en la solucion, por
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lo que el color se vuelve mas oscuro, y como resultado los valores tenderan
al cero que representa el negro o en general tonalidades mas oscuras y entre
menos concentracién el tono es més claro, por lo que los valores del pixel en
RGB son mas altos.

Segun la gréfica, cuando la muestra no posee concentracién de colesterol,
los valores de RGB son los mayores, con rojo en 224, verde en valores de
165y azul en 145, y que conforme aumentamos la concentracion los valores
van disminuyendo hasta alcanzar 138 en rojo, 32 en verde y 25 en azul.

Se observa claramente que el canal Rojo de la gréafica es mas alto debido a
la utilizacién del colorante (o-dianisidina (3,3'-dimetoxibenzidina) el cual es
usado como sustrato de peroxidasa y produce un producto final soluble de
un color entre amarillo-anaranjado-rojo caracteristico.

Region en XYZ

04 042 044 046 048 05 052 054 056 058 06
x

Mapa de colores

RGB &

o a7 50 (153 a2 118 138 210 281 ars 500
Concentracion
mgldL

Figura 37. Diagrama CIE 1931 de cromaticidad obtenido del algoritmo de lectura en
mediciones de colesterol.
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Como podemos observar en la figura 37, todos los colores visibles son una
figura tridimensional, por esto el diagrama de cromaticidad es representado
como un diagrama tridimensional de los valores triestimulos X, Y, y Z de un
espacio de color, asi, un color es expresado en términos de coordenadas de
cromaticidad.

El parametro Y nos brinda informacion sobre la medicién del brillo de un

color, mientras que x e y representan la cromaticidad de un color.

Con este diagrama observamos que la colorimetria obtenida de colesterol
tiene coordenadas cromaticas que van desde valores de (X, y) = (0.38, 0.35)
a (x, y) = (0.62, 0.38), los cuales representan una coloracion naranja-rojiza,
mostrando que a medida que hay un aumento en la concentracién de
colesterol en la muestra, aumenta el brillo o luminosidad, y al mismo tiempo
la cromaticidad o saturacién del color, generando colores que van desde
claros hasta unos cada vez mas oscuros claramente visibles en el mapa de

colores.

9.2.6. Distancia Euclidiana

El ojo humano se basa en una combinacidén de los colores primarios para
poder observar otro tipo de colores. EI modelo de color pretende respaldar
una definicibn estandar de color especificando las coordenadas
tridimensionales y el subespacio del sistema en el que cada color esta

representado por un unico punto.

Se hizo uso del método de la Distancia Euclidiana para determinar las
diferentes tonalidades de las muestras de colesterol computacionalmente.
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Figura 38. Recta de calibrado de colesterol obtenido por vision por computador.

La distancia Euclidiana se calculé mediante la ecuacion:

DE = \[(Ru—R)° ¥ (Gu— Gc)2 + (Bu—Bc)?

Se usaron los valores RGB (color rojo, verde y azul) promedio de cada area
seleccionada, estos obtenidos por medio de una prueba con un colorimetro
a cada una de las muestras de colesterol a diferentes concentraciones. En

donde:

DE es la distancia Euclidiana.
M es el valor de la muestra en cierta concentracion

C es el control negativo de la reaccion.

Observando la Figura 38, se determind que el método colorimétrico de visidn
por computador es parcialmente lineal en ciertos rangos de concentracion de

colesterol.
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Debido a las ventajas que presenta una ecuacién de primer grado; como lo
es la sencillez de representar graficos, la facilidad de resolver la ecuacion y
su sencillez de comprobar y dar una respuesta exacta; se decidié que para
describir la gréafica obtenida de los valores de la ecuacion anterior, el grafico
se dividi6 en dos partes para potenciar el valor de coeficiente de
determinacién (R2), que evalla el grado de relacién lineal entre dos variables
y el oscilar entre 0 y 1, si su valor se acerca mas a 1, encajara mejor el
modelo. Por lo que en general, para los métodos colorimétricos de visién por
computador, valores de R2 superiores a 0,98 son considerados buenos para

el analisis cuantitativo.

Una vez que se obtiene el cambio de color versus la concentracion de
colesterol, los resultados se pueden usar para construir una curva de
calibracién para cada grafico (Figura 39 y Figura 40) de distancia euclidiana

versus concentracion de colesterol.

La primera parte de la grafica se muestra en la Figura 39 a continuacion, la
cual contiene el rango de concentraciones de 0 a 120 mg/dL de colesterol, la
pendiente de la curva de calibracién obtenida para la seccién mediante el
ajuste lineal fue 1.01408 y se obtuvo un coeficiente de R?= 0.93369, el cual
indica que el incremento del color esta aplicado en un 93.369% del aumento

de la concentracion de colesterol
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Figura 39. Recta de calibrado de colesterol obtenido por vision por computador.

La segunda seccion de la grafica, Figura 40 muestra el rango de
concentraciones de colesterol desde 120 mg/dL a 500 mg/dL de colesterol,
donde encontramos que el coeficiente de determinacion (R2), el cual es una
medida de la relacion lineal entre la distancia Euclidiana y la concentracion
de colesterol fue de 0.94088, el cual indica que el incremento del color esta

aplicado en un 94.088% del aumento de la concentracion de colesterol.
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Figura 40. Recta de calibrado de colesterol obtenido por vision por computador.

Con esto podemos observar que obtenemos mejores valores de R2 con la

segmentacion de la primera grafica obtenida a concentraciones de O0-

120mg/dL, aun asi, estos valores se encuentran por debajo de los valores de

R2 superiores a 0,98, los cuales son considerados buenos para el analisis

cuantitativo.

9.2.7. Limite de deteccion

Tomando en cuenta la figura 39 (grafica obtenida de concentraciones de 0 a

120 mg/dL ), obtenemos valores para la determinacion del limite de deteccion,

sabiendo que ¢ es la desviacion estandar y s la pendiente de la ecuacién.

o = 0.145

s=1.01408 mg/dl
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30
LOD = —
S

Lop = SQOMS) 0 12806™ o 0.11 mM de colesterol oxid
= 101408 = V. dL (0] . m e colesterotL oxiaasa.

De acuerdo con la figura 40, para determinar el limite de deteccion se
obtuvieron los siguientes valores de acuerdo con la grafica obtenida de
concentraciones de 125 a 500 mg/dL, donde ¢ es la desviacién estandar y s
es la pendiente de la ecuacion. Mediante los valores extraidos del uv-vis se
obtuvo el valor de la desviacién estandar correspondiente:

o =0.145

$=0.21163 mg/dl

30
Lop =22
S
_ 300145 05547™ 4 0.53 mM de Colesterol oxid
= 021163 = 4. dL (0] . m e Lotesterol oxiaasa.

La Tabla 6 recopila los limites de deteccion reportados en la bibliografia,
comparando con el método desarrollado en este proyecto, el limite de
deteccion que se obtuvo aqui tiene un valor mas grande o alto comparado a
los presentados por otros estudios, sin embargo, para fines del proyecto este
limite es aceptable debido a que el colesterol en suero sanguineo se presenta

en un rango de 125 — 200 mg/dL.
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Colesterol

Colorante Limite de Referencia
deteccion
3,3',5,5-tetrametilbencidina (TMB) 0.76 uM (Lin, et al. 2017)
Acido 2,2"-azino-bis(3- 0.2 nmol/L (Akhtar, et al, 2015)
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS)
3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) 8 uM (Chung, et al. 2018)

Reactivo de Liebermann-Buchard

0.00430 mg/ml

(Adu, et al. 2019)

Nanoparticulas de oro
funcionalizadas.

0.2 mg/dL

(Narsingh, et al. 2018)

2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico) (ABTS2- )

0.10 pM

(Ruimin, et al, 2012)

puntos cuanticos de grafeno
(GQD)
y 3,3, 5, 5-tetramethylbenzidine
(TMB)

0.006 mM

(Narsingh, et al. 2015)

Tabla 6. Limites de deteccion de Colesterol Oxidasa con distintos colorantes.

9.3. Actividad enzimatica de la Monoamino oxidasa A (MAO-A)

9.3.1. Efecto del pH

El propédsito del método de inmovilizacidon no es afectar la afinidad de la

enzima por el sustrato y la estabilidad del biocatalizador en un amplio rango

de pH y temperatura.

La figura 41 es el grafico de pH 6ptimo de la enzima monoamino oxidasa A

en estado libre y de la enzima monoamino oxidasa inmovilizada con




quitosano, en esta, se puede observar que el pH 6ptimo obtenido tanto para
la enzima libre y la enzima inmovilizada es el mismo, aunque la actividad

haya disminuido en gran medida en la enzima inmovilizada.

1.2 —o— MAO-A libre
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Figura 41. Evaluacion del efecto del pH sobre la actividad de la enzima Monoamino oxidasa A.

En la enzima que se encuentra libre podemos observar que a un pH de 5
alcanza aproximadamente un 60.86% de actividad, alcanzando su 100% de
actividad a un pH de 6.5. En un pH de 7.5 la actividad enzimatica se redujo a
un 65.21% para posteriormente bajar a 29.56% en un pH de 9.

En la actividad enzimatica de la monoamino oxidasa inmovilizada con
quitosano podemos observar que a un pH de 5 se alcanza aproximadamente
84.70% de su actividad, aumentando a su 100% de actividad en pH 6.5, para
disminuir a un 62.35% de su actividad a un pH de 9.En el grafico de la enzima
inmovilizada se puede observar que la actividad enzimatica se vuelvas mas

estable incluso cuando el pH aumenta a valores mas alcalinos, es decir, que
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se mantiene sin cambios drasticos durante las variaciones de pH, y que en
el punto en el que la enzima libre ha tenido un dréstico descenso de actividad,
la enzima inmovilizada aun muestra una actividad apenas en descenso
ligero. Por lo que, aunque con la inmovilizacién no se logre un pico alto de
actividad, se mantuvo una actividad casi constante conforme se elevo el pH

a valores alcalinos.

Esto se debe a que la interaccion del biocatalizador con la matriz quitosano-
glutaraldehido afecta el equilibrio de ionizacion de los aminoacidos
esenciales del sitio activo de la misma.

9.3.2. Efecto de la temperatura

La influencia de la temperatura sobre la actividad de la enzima Monoamino
oxidasa A se muestra en la figura 42, en ella podemos observar que en el
rango de temperatura de 25°C-45°C es donde la enzima mostré una actividad

mayor, esto en la enzima libre como en la enzima inmovilizada.

—o— MAO-A libre
—o— MAO-A inmovilizada

Unidades/mL de MAO-A

10 20 30 40 50 60 70
Temperatura (°C)

Figura 42. Evaluacion del efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima
Monoamino oxidasa A.
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En la figura 42 observamos como comienza a elevarse la temperatura, y al
mismo tiempo la actividad aumenta, cuando se alcanzan los 25°C la enzima
libre muestra aproximadamente un 78.49% de actividad, lo cual sigue
incrementando notablemente conforme sigue aumentando la temperatura
hasta llegar a su nivel mas alto y temperatura éptima de 33°C, para
enseguida comenzar a descender su actividad con el continuo aumento de
temperatura, y observamos que a los 41°C ya disminuyé su actividad a un
72.04%, alos 45°C es de 47.31% y a los 55°C ha disminuido hasta un 21.5%.

El efecto de la temperatura sobre la enzima inmovilizada de quitosano se
puede observar claramente ya que a 25°C la actividad es del 71.62%. A
medida que aumenta la temperatura, la actividad también aumenta hasta
alcanzar la actividad maxima a la temperatura optima de 35°C, después de
esto y conforme sigue aumentando la temperatura, comienza un descenso
de actividad y a los 41°C ya ha bajado la actividad a un 90.54%, a los 45°C
un 74.32% y a los 55°C se tiene tan solo un 31.08%.

De acuerdo con Becerra A, 2018, 1a temperatura éptima para la activacién del
MAO-A es 30°C-35°C, lo que esta dentro del rango en el estudio tanto para

la enzima inmovilizada y la enzima libre.

Con estas pruebas que involucran la relacion de la enzima con la
temperatura, observamos que la actividad de la enzima inmovilizada
disminuyo un 20.43% con respecto a la enzima libre, también obtuvimos un
ligero cambio en la temperatura optima de 33°C para la enzima que se

encuentra libre a 35°C para la enzima inmovilizada.

Por otro lado, la gréafica de la enzima inmovilizada se volvio ligeramente mas
estable conforme fue aumentando la temperatura, especificamente después

de los 35°C, pues originalmente la enzima libre mostraba un decaimiento muy
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drastico después de dicha temperatura, el cual se volvi6 mas estable y

uniforme en la enzima inmovilizada.

En la experimentacién, a medida que aumenta la temperatura, aumenta la
velocidad de reaccion, y luego de alcanzar el pico de actividad, comienza una
disminucion, provocada por la desnaturalizacion de la enzima como resultado

del aumento de la energia cinética de las moléculas que reaccionan.

Si bien se logré llegar a un punto termoestable ligeramente mayor con la
inmovilizacién, hubo gran perdida en la cantidad de MAO-A inmovilizada
cuando se inmovilizo con el quitosano, esto puede deberse a que las
condiciones del proceso experimental causan desnaturalizacion o pérdida de

actividad enzimatica.

9.3.3. Acoplamiento

La inmovilizacion enzimatica genera la base para conseguir la aplicacion

repetida de la enzima y una mayor estabilidad.

En la figura 43 se puede ver la grafica obtenida tras la inmovilizacion de la
enzima MAO-A con las macroesferas de quitosano en funcién del tiempo

necesario para una adecuada inmovilizacion.

Se observa que a 5 minutos de comenzar las pruebas se logrd inmovilizar
aproximadamente 13% de la enzima Monoamino oxidasa A y después de 10

minutos se logro inmovilizar aproximadamente 69% de la misma.
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Figura 43. Evaluacion del acoplamiento de la enzima Monoamino oxidasa A respecto al

tiempo.

Notamos que después de 10 minutos el acoplamiento de la enzima
permanecid casi constante incluso 60 minutos después del inicio de la
experimentacion, esto se debe a que las moléculas de enzima presentes se

han unido a la cantidad de sustrato disponible.

La inmovilizacién de la monoamino oxidasa A en quitosano fue utilizada
debido a que se pueden formar particulas de soporte de diferentes tamanos
y mediante varios métodos (en este caso las macroparticulas realizadas por
el método de precipitacion), las cuales poseen un area de superficie
especifica alta y numerosos sitios activos donde son capaces de unirse las
moléculas de enzima. Ademas, el menor tamano de las particulas de soporte

ayuda bastante pues el impedimento de difusidn interna disminuye.
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9.3.4. Muestras colorimétricas

Se realizaron pruebas colorimétricas de dopamina en papel a diferentes
concentraciones. Como se observa en las imagenes, durante la
experimentacion y conforme pasa el tiempo después de agregar todos los
componentes a las muestras, estas se vuelven cada vez mas oscuras al ir
aumentando su concentracion de dopamina hasta alcanzar un color

homogéneo y final al secarse completamente.

Figura 44. Muestras colorimétricas de dopamina en papel.

Se puede observar que a medida que aumenta la concentracion de dopamina
en las muestras, el color naranja debido al colorante o-dianisidina utilizado
se vuelve ligeramente mas oscuro. Esto se debe a que se utiliza el oxigeno
para eliminar el grupo amino de la molécula, lo que lleva a la formacién de
aldehido y amonio respectivamente y la liberacion de peréxido (H202), este
H202 luego la oxida o-dianisidina debido a la presencia de peroxidasa de
rabano picante. Por lo tanto, dependiendo de la cantidad de MAO-A en la
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muestra y de la creciente cantidad de perdxido liberado, a medida que
aumenta la concentracién de dopamina obtenemos colores cada vez mas

intensos.

A diferencia de las muestras de colesterol y glucosa, los colores que se
obtuvieron para la dopamina son visiblemente mas claros, esto debido a que
el rango normal de concentracion que se manejan en sangre para la
dopamina estan en 0 - 30 pg/mL, lo cual la hace dificilmente medible y menos
visible al realizar las muestras colorimétricas. Sin embargo, aun asi, podemos
observar de forma cualitativa un leve cambio en las tonalidades de naranja,
pues efectivamente se vuelven ligeramente mas oscuras conforme aumenta
la concentracién.

9.3.5. Modelo RGB

Para obtener valores que nos ayuden a examinar cuantitativamente los
cambios de color de muestras colorimétricas, se hizo uso de un dispositivo
que almacena informacion sobre su color o brillo en funcidn de los pixeles de
la imagen y proporciona 3 valores en el canal de forma cuantitativa el cambio
de color de las muestras colorimétricas, se utilizé un dispositivo que a partir
de pixeles de una imagen almacena la informacién de su tono o luminosidad

y nos arroja 3 valores en un canal de combinacion de colores primarios RGB.

De esta forma determinamos el cambio de color y el aumento de intensidad
en las muestras en funcion de la concentracion, y se obtuvieron los valores

graficados a continuacién.
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Figura 45. Evaluacién colorimétrica de dopamina en papel.

En la Figura 45 se puede observar que los valores RGB de las muestras
disminuyen debido al aumento de concentracion del analito, considerando
que, en una imagen en color con 8 bits por canal, el valor de intensidad de
cada color o el rango del componente RGB (rojo, verde, azul) desde el 0,
representado por el color mas oscuro (negro), hasta 255, representado como

el color mas claro (blanco).

Entonces inicialmente cuando la concentracion es baja el color mas claro, por
lo que los valores del pixel en RGB o nivel de color son mas altos, y al
aumentar la concentracion de muestra en muestra, el color sera mas oscuro,
por lo que los valores o nivel de color tenderan al cero que representa el

negro.

Segun la grafica, al comenzar con una concentracién baja de dopamina, los
valores de RGB son los mayores, con rojo en 252, verde en valores de 227 y
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azul en 212, y que conforme aumentamos la concentracion de esta, los
valores van disminuyendo hasta alcanzar 240 en rojo, 147 en verde y 96 en

azul.

Como se mencioné anteriormente, podemos observar en la grafica al igual
que en las imagenes, que las tonalidades no cambiaron de forma drastica
conforme se aumenté la concentracién de dopamina, sino que los cambios
son ligeramente perceptibles debido a la pequeia cantidad de analito que se
maneja en las muestras, sin embargo, al graficar los valores RGB podemos
comprobar de forma cuantitativa que efectivamente las muestras presentan
un cambio de color que se vuelve mas oscuro conforme aumenta la
concentracion, incluso cuando los valores medidos son muy pequenos.

El canal rojo que se encuentra en el grafico es el mas alto porque el tinte (o-
dianisidina (3,3'-dimetoxibenzidina)), se usa como sustrato de peroxidasa y
produce un producto final soluble caracteristico de color amarillo-anaranjado.
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Diagrama de cromaticidad
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Figura 46. Diagrama CIE 1931 de cromaticidad obtenido del algoritmo de lectura en
mediciones de dopamina.

Como podemos observar en la figura 46, tenemos un diagrama completo de
todos los colores visibles en forma tridimensional, este diagrama de
cromaticidad estd representado como un diagrama tridimensional de los
valores triestimulos X, Y, y Z de un espacio de color.

El parametro Y nos da informacién de la medida del brillo o luminosidad de

un color, mientras que x e y representan la cromaticidad de un color.

Con este diagrama observamos que la colorimetria obtenida para dopamina
tiene coordenadas cromaticas que van desde valores de (x,y)= (0.34, 0.34) a
(x, y)= (0.47, 0.39), los cuales representan una coloraciéon naranja-rojizo, en
este caso muy claros, e indican que conforme aumenta la concentracion,

aumenta el brillo o luminosidad, y al mismo tiempo la cromaticidad o
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saturacién del color, generando un color cada vez mas oscuro claramente

visible en el mapa de colores.

9.3.6. Distancia Euclidiana

Un modelo de color tiene la finalidad de facilitar la identificacién de colores
de forma estandarizada, con cada color representado por un Unico punto.
Para determinar computacionalmente la desviacién del color se hizo uso del

método de distancia euclidiana.
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Figura 47. Recta de calibrado de dopamina obtenida por vision por computador.

La distancia Euclidiana se calcul6 mediante la ecuacion:

DE = \[(Ru—R)* ¥ (Gu— Gc)2 + (Bu— Bc)?

Se usaron los valores RGB (color rojo, verde y azul) promedio de cada area

seleccionada, estos obtenidos por medio de una prueba con un colorimetro

153



a cada una de las muestras de dopamina a diferentes concentraciones. En

donde:

DE es la distancia Euclidiana.
M es el valor de la muestra en cierta concentracion

C es el control negativo de la reaccion.

Una vez obtenido el cambio de color dependiendo de la concentracion de
dopamina, los resultados se pueden utilizar para construir una curva de
calibracién (Figura 47) dependiendo de la distancia euclidiana y la
concentracion de MAO-A.

Observando la gréfica anteriormente mencionada se determiné que el
método colorimétrico de vision por computador es especialmente lineal en un
rango corto de concentracion de dopamina, especificamente en un inicio de
la grafica y en concentraciones bajas. En general, para los métodos
colorimétricos de visidn por computador, valores de R2 superiores a 0,98 son
considerados buenos para el analisis cuantitativo.

Debido a las ventajas de las ecuaciones de primer grado; como la simplicidad
de representar gréficos, la facilidad para resolver las ecuaciones y su
sencillez de comprobar y dar una respuesta exacta. El grafico ha sido
representado de esta manera y segmentado para resaltar la primera parte de
la ecuacidn donde ocurre la linealidad y asi mejorar el valor del coeficiente
(R2), que evaluala magnitud de la relacion lineal entre dos variables y cuando
fluctia entre a y 1, cuanto mas cerca esté su valor de 1, mejor se ajustara el

modelo.

La Figura 48, representada a continuacion, se muestra el rango de
concentracion de dopamina, el cual es de 0 a2 0.010 pg/mL.
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Weight Instrumental (=1/ei"2)
Intercept 7.39345 £ 5.10613
Slope 5249.38319 + 1484.15234
Residual Sum of Squares 135.93668
Pearson's r 0.8981
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Figura 48. Recta de calibrado de dopamina obtenido por vision por computador.

El coeficiente de determinacion (R2) fue de 0.80659. Este coeficiente es el
indicador de la relacién lineal entre la distancia Euclidiana y la concentracién

de dopamina.

Con esta segmentacion podemos observar que obtenemos un mejor valor de
R2, aun asi, este valor se encuentra por debajo de los valores de R2
deseados (superiores a 0.98), los cuales son considerados buenos para el
andlisis cuantitativo. La pendiente obtenida mediante el ajuste lineal fue de
5249.38319, y el incremento del color esta aplicado en un 80.65% del
aumento de la concentracién de dopamina que abarca desde 0 a 0.01 pg/ml.

9.3.7. Limite de deteccion
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La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, 1975) menciona
que el limite de deteccion es un nimero el cual se expresa en unidades de
concentracion o cantidad. Por lo que, describe el mas valor mas bajo de
concentracion o cantidad de una sustancia (Corley, Johannes, 2003). Y
segun The American Chemical Society (1980) este limite es la concentracion
mas baja de un analito que puede detectarse de manera confiable mediante

un procedimiento analitico. (Corley, Johannes, 2003).

Para determinar el limite de deteccién segun la figura 48, la cual fue obtenida
de concentraciones de 0 a 0.010 pg/mL de dopamina, se obtuvieron los
valores que se sefalan a continuaciéon, donde o es la desviaciéon estandar y

s es la pendiente de la ecuacion.
o =0.023
$=5249.38319

30
LOD = —
S

3(0.023
¢ ) = 1.3144x107° 8 _ 13. 1E

LoD = 57938319 mL mL

08.5543x10> mM de MAO — A .

La Tabla 7 proporciona una descripcion general de los limites de deteccidn
reportados en la bibliografia. Comparando estos resultados con los obtenidos
en este proyecto, se puede observar que el limite de deteccidén resultante
aqui es mas bajo o pequerio que el presentado por Zhu J. et al en 2019, esto
es bueno debido a que en ambos proyectos se hizo uso del mismo colorante
y lo cual significa que se logré6 mejorar la sensibilidad de deteccién de MAO-
A

156



Colorante Limite de deteccion Referencia
nanoparticulas de oro (Feng, et al. 2013)
(AHMP-AuNP) 0.07 pM
Nanoparticulas de (Youhui, et al. 2011)
plata 40 nM
3,3',5,5'- (Jun, et al. 2019)
tetrametilbencidina
Nanoparticulas de oro. 3x107° M. (Dan, et al. 2016)
Suero: 1.6x107°M (Yumin Leng et al., 2015)
Nanoparticulas de Oro Orina: 5.7x10~"M
Nanoparticulas de oro (Biao Kong et al., 2011)
(AuNP) 0.5nM
3,3',5,5'- (Zhu J. et al., 2019)
tetrametilbencidina 1.67 uM

Tabla 7. Limites de deteccion de Monoamino oxidasa A con distintos colorantes.

9.4. Dispositivo microfluidico de tres compartimientos

Para el disefio y la fabricacién del dispositivo en donde se realizaria la
colorimetria simultanea se priorizo un dispositivos no invasivo, portatil,
rapido, econdémico, reproducible, sensible y especifico a biomarcadores de
colesterol, glucosa, dopamina y pH para el estudio de la obesidad en relacidén
con el sindrome de deficiencia de recompensa SDR.

El disefio se optimizd para adaptarlo al andlisis colorimétrico, especialmente
tomando en cuenta el objetivo final y futuro de la captacién de la sefial de la
reaccion colorimétrica por medio de una imagen tomada con ayuda de un
teléfono inteligente, asi beneficiando el diagnostico de una forma nueva, facil

y rapida.
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El disefio en estrella facilito el flujo uniforme de multiples micro fluidos a las
areas de reconocimiento y asi lograr obtener respuestas individuales para

cada bioensayo.

Figura 49. Prototipo del dispositivo microfluidico basado en papel que cuantifica tres analitos
simultaneamente. (a) Capa hidrofébica superior. (b) Polimero que forman los microcanales.
(c) Capa fluidica de papel de celulosa. (d) Capa hidrofdbica inferior

La Figura 49 se muestra un prototipo del biosensor microfluidico, el cual se
realizd en papel en el cual se integran tintas cromogénicas, quienes
cuantifican los 3 analitos mencionados de forma simultanea. El prototipo se
disefd estructuralmente en dos dimensiones (2D), incorporando una red de
canales fluidicos en la plataforma de papel de celulosa (c) y formando
barreras hidrofébicas mediante diversas capas (a,b y d).

Las técnicas de fabricacion del dispositivo microfluidico facilitaron el
desarrollo de estas capas fluidicas e hidrofobicas. Esta técnica incorpora una
cuchilla controlada por computadora y un plotter de corte en lugar de tinta. El
plotter y el software utilizado para la manipulacion de la impresora por
computadora permitié disefiar y cortar con precision en aproximadamente 30-
60s (dependiendo del material utilizado y de la complejidad de la forma) las
diversas caracteristicas buscadas, incluidas esquinas o agujeros de radio

pequeno.
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Figura 50. Zonas del dispositivo microfluidico basado en papel.

El disefio del sistema de micro fluidos en papel consta de un canal central de
papel absorbente (Figura 50), en el que se introducird una muestra para su
estudio (zona D) y una red de 3 canales fluidicos en la plataforma de papel
de celulosa (c en Figura 49, zonas A1, A2, A3 en Figura 50), formando
barreras hidrofdbicas con un polimero (b en Figura 49) que dirigen la muestra
a las tres areas de reaccién aisladas (Figura 50, zonas A1 — A3), cada una
de las cuales contiene los reactivos correspondientes y en donde se realizan

los bioensayos de forma independiente.
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10. Conclusiones

Como se mencioné anteriormente, se ha aportado un nuevo modelo de
comprensién para poder explicar adecuadamente la complejidad
psicopatoldgica de las adicciones, en especifico con relacién a el sindrome
de déficit de recompensa, que engloba una amplia gama de trastornos
mentales y provoca diferentes tipos de conductas adictivas, compulsivas e
impulsivas. (Blum et al., 2022)

El sindrome de deficiencia de recompensa (SDR) desata la alimentacion
patolégica como un medio para compensar la activacion disminuida de los
circuitos dopaminérgicos. (Avena et al., 2008)

Durante el desarrollo de este proyecto se tomd en cuenta las caracteristicas
fundamentales de los biosensores como: accesibilidad, deteccién sensible,
repetibilidad y ser selectivo, ademas del uso de materiales estables y
resistentes para alargar la vida media del dispositivo, su facil manejo de
operar y transportar, su automatizacion, su efectividad, su corto tiempo de
analisis, y la capacidad de obtencion de resultados en tiempo real. (Castro-
Ortiz L. et al., 2007) Lo cual nos llevd experimentacion y periodos de prueba
y error, sin embargo, se logré6 crear un prototipo y obtener pruebas

colorimétricas a diferentes concentraciones en papel.

Para ello se ha hecho uso de reactivos especificos con el fin de cuantificar e
identificar biomoléculas en solucion, como el colorante O-Dianisidina, que
reaccionaron con los compuestos que se analizaron y formaron un producto
coloreado que detectamos en las diferentes muestras cualitativas vy
cuantitativas (por medio de procesamientos electrénicos con ayuda de
dispositivos de radiacion electromagnética).

160



Asi, se relacion6 y observo la importancia que existe entre este
neurotransmisor (dopamina) y la glucosa y colesterol en el cuerpo humano.
Dicha relacién es importante por la cantidad de alimentos ricos en
carbohidratos, azlUcares y grasas que consumen las personas en la
actualidad, especialmente aquellas que constantemente buscan de ellas para
liberar dopamina, lo que termina como ocasiona como consecuente

problemas de salud como los es la obesidad. (Aguilera et al., 2019)

De acuerdo con los resultados obtenidos, el limite de deteccién obtenido en
este proyecto para glucosa fue de 2.052 mg/dl o 1.653 mM de glucosa
oxidasa, el cual es considerado aceptable debido a que es menor que la
mayoria de los resultados obtenidos para glucosa por otras investigaciones
revisadas para este documento (fabla 5), al mismo tiempo que se encuentra
muy por debajo de los valores que se espera detectar del analito en el suero
sanguineo para este estudio.

Para el colesterol, el limite de deteccion resultante es de 0.428 mg/dl 0 0.11
mM de colesterol oxidasa para concentraciones de 0-120mg/dl y para
concentraciones de 120-500 mg/dI el resultado fue un limite de deteccién de
2.055 mg/dl o 0.563 mM. Comparados con otros estudios relacionados, estos
resultados podrian considerarse malos debido a que se obtuvo valores mas
altos a los presentados en la tabla 6, sin embargo, para fines del proyecto
este limite es aceptable debido a que el colesterol en suero sanguineo se
presenta en un rango de 125 — 200 mg/dl.

Finalmente, en el caso de la dopamina, el limite de deteccién de la
monoamino oxidasa A fue de 713.1 pg/ml 0 8.5543x 10~> mM de monoamino
oxidasa A. Al comparar estos resultados con otros estudios, se puede
observar que el limite de deteccidn obtenido es mas bajo que el presentado
por Zhu J. et al en 2019, aun cuando en ambos proyectos se hizo uso del
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mismo colorante, lo cual es satisfactorio e importante para la optimizacion de

su deteccidn en suero sanguineo.

En general con ayuda del método de inmovilizacién con quitosano se obtuvo
una mayor estabilidad en las graficas al exponer a las enzimas a diferentes
pH y temperaturas, sin embargo, en la mayoria también manifesté una baja
en la actividad de las enzimas.

Algunos de los retos involucrados a este estudio estuvieron la medicion de la
monoamino oxidasa A, debido a la cantidad tan reducida contenida en el
suero sanguineo. Aun con esta complejidad se logré obtener un valor
detectable, sin embargo, los valores que se manejan en suero sanguineo de
dopamina van de 0-30 pg/ml, y aqui se obtuvo un limite de deteccion de tan
solo 13.1 pg/ml, lo cual deja espacio para continuar con la investigacion y la
optimizacién de la medicién y deteccion de dicho analito.

Asi mismo, la realizacion del prototipo del dispositivo microfluidico de tres
compartimientos genero distintos retos, desde el disefio, la eleccidon de los
materiales utilizados en cada una de las capas, y el perfeccionamiento
constante de la microfluidica involucrada.

Con este estudio se espera dar pauta para que en un futuro no muy lejano
se desarrollen soluciones y tratamientos a enfermedades relacionadas tanto
a las adicciones como a la obesidad, comenzando con poner sobre la mesa
la importancia de la salud mental y fisica de la poblacién actual.
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