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RESUMEN

Introduccion: Trastornos neuropsiquiatricos y del neurodesarrollo, entre los que
se encuentran el trastorno depresivo mayor (TDM) y el trastorno del espectro
autista (TEA), estan asociados con alteraciones en los niveles del neurotransmisor
serotonina. Objetivo: En este trabajo se describe el disefio y evaluaciéon de un
bioelectrodo para la deteccion y cuantificacion de serotonina en un fluido corporal
simulado, con base en la enzima Monoamino oxidasa-A (MAO-A). Metodologia:
El bioelectrodo desarrollado esta basado en un electrodo serigrafiado de carbono,
modificado con una matriz de nanotubos de carbono multipared (MWCNT) en la
que se inmovilizé la enzima MAO-A. La inmovilizacién covalente de la enzima
MAO-A en MWCNT funcionalizados se realizé6 mediante el método de conjugacion
que emplea 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida (EDC) y N-hidroxi
succinimida (NHS). La deteccién del neurotransmisor se logré a través de la
determinacién del peroxido de hidrogeno (H.O,) generado durante el proceso de
desaminacion oxidativa de la serotonina catalizado por la MAO-A. La capacidad
electrocatalitica del bioelectrodo fue evaluada mediante voltamperometria ciclica y
voltamperometria de pulso diferencial. Resultados: La enzima MAO-A
inmovilizada retuvo un buen porcentaje de actividad catalitica (94.3 %), asi como
una buena estabilidad térmica y de pH. Ademéas de que exhibié una buena
estabilidad operacional y de almacenamiento a 4°C. Analisis de morfologia de
superficie por medio de microscopia electrénica de barrido revelaron la presencia
de una capa fina proteica en la superficie de los MWCNT. Mediciones por
microscopia electroquimica de barrido demostraron que la enzima MAO-A
inmovilizada mantiene su actividad catalitica. Los registros de voltamperometria
ciclica del bioelectrodo, realizados a 25° C y en fluido corporal simulado,
mostraron la generacion de buenas respuestas correspondientes al proceso de
reduccion del H,O,, observadas en un intervalo de s de potencial de 0.55V y 0.65
V vs Ag/AgCl. Asimismo, las respuestas del bioelectrodo mostraron una
dependencia hacia concentraciones crecientes de serotonina, obteniéndose una
relacion lineal entre la magnitud de la corriente generada y la concentracion de
serotonina en un intervalo de 300 a 500 ng/mL, con un limite de deteccion de: 125
ng/mL (S/N = 3) y un limite de cuantificacion de: 608 ng/mL (S/N = 3). Por ultimo,
el bioelectrodo mostré6 una buena estabilidad operacional y una buena capacidad
de deteccion de serotonina en presencia de acido ascorbico.

(Palabras clave: Bioelectrodo, Serotonina, Inmovilizacion enzimatica, Monoamino
Oxidasa)



ABSTRACT

Introduction: Neuropsychiatric and neurodevelopmental diseases such as Major
Depressive Disorder and Autism Spectrum Disorder are associated with alterations
in neurotransmitter serotonin levels. Objective: The present work describes the
fabrication and evaluation of an bioelectrode for the detection of serotonin in
simulated body fluid (SBF), through the use of the enzyme monoamine oxidase-A
(MAO-A). Experimental: The proposed bioelectrode consisted on a modified
carbon screen-printed electrode where the enzyme monoamine oxidase-A is
immobilized on multi-walled carbon nanotubes (MWCNT). Firstly a carbodiimide
conjugation approach using N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide
hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS) was employed to
covalently immobilize the enzyme to functionalized MWCNT'S. The detection of
neurotransmitter serotonin was achieved by quantifying the hydrogen peroxide
(H20O,) formed during the process of oxidative deamination of serotonin catalyzed
by the enzyme. The generated enzymatic bioelectrode was electrochemically
characterized by cyclic voltammetry (CV) and differential pulse voltammetry (DPV).
Results: Immobilization on MWCNT’S resulted in high enzymatic activity, good
thermal and pH stability, up to 94.3 % biological activity retention was achieved.
Furthermore the immobilized enzyme exhibits good operational and storage
stability. Surface morphology analysis of the immobilized enzyme by scanning
electron microscopy (SEM) revealed the presence of a thin protein layer on the
MWCNT'S surface. Scanning electrochemical microscopy measurements
indicated that the immobilized enzyme retains its catalytic activity.

The electrochemical measurements with the biosensor were applied in simulated
body fluid pH 7.4, at 25 ° C. Cyclic voltammetry measurements showed good redox
responses; electrochemical currents related to the electrochemical reduction of
H.O, were observed at a potential range of 0.55 V y 0.65 V vs Ag/AgCl The
responses generated by the bioelectrode showed dependence towards the
increment of serotonin concentration. A linear relationship between the generated
currents and the concentration of serotonin was obtained in a range of 300 a 500
ng/mL, with a detection limit of: 125 ng/mL (S/N = 3) and a quantification limit of:
608 ng/mL (S/N = 3). Finally the bioelectrode showed robust operational stability
and was able to detect serotonin in presence of ascorbic acid.

(Key words: Bioelectrode, Serotonin, Enzymatic immobilization, Monoamine
oxidase-A)
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1. INTRODUCCION.

1.1. SEROTONINA.

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT), es una de las monoaminas
mas antiguas filogenéticamente (Hay-Schmidt, 2000). Es reconocida por ser una
de las moléculas con mayor efecto en el sistema nervioso central de vertebrados e
invertebrados donde actia como neurotransmisor/neuromodulador y como sefal
mitogénica durante el desarrollo (Celada, Puig, & Artigas, 2013). Se ha reportado
gue en el sistema nervioso central ésta molécula desempefia un papel clave en la
regulacion de una amplia variedad de funciones autébnomas, conductuales, y
cognitivas; entre las que se encuentran el aprendizaje, memoria, estado de animo,
apetito, temperatura corporal, excitacion, dolor, el comportamiento sexual, los
ciclos circadianos y la liberacion hormonal (Murphy & Lesch, 2008). Por otra parte,
se ha demostrado que ejerce distintas funciones fisiolégicas en la periferia, entre
las que se encuentran la regulacién de la motilidad gastrointestinal, el movimiento
peristaltico, el tono vascular y la agregacién plaquetaria (Mohammad-Zadeh,
Moses, & Gwaltney-Brant, 2008). La biosintesis de la serotonina en el sistema
nervioso central se lleva a cabo en las células de la glandula pineal y en las
neuronas serotoninérgicas, en cambio, en el sistema nervioso periférico las células
enterocromafines se encargan de su biosintesis. El precursor de la serotonina es
el L- triptéfano (Trp), un aminoacido neutro esencial de cadena ramificada, el cual
sufre procesos de hidroxilacién y descarboxilacion. El proceso de hidroxilacion es
catalizado por la enzima triptéfano hidroxilasa (Triptéfano 5-monooxigenasa, TPH),
localizada en las células enterocromafines (tphl) en las neuronas serotoninérgicas
del sistema nervioso entérico y en las células de la glandula pineal (tph2), la cual
cataliza la conversion del triptéfano en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP). Posteriormente
la enzima descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC), localizada en todas
las células aminérgicas del sistema nervioso central y periférico, cataliza la

descarboxilacion del 5-hidroxitriptéfano para generar 5-hidroxitriptamina
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(serotonina) (Keszthelyi, Troost, & Masclee, 2009). Durante el catabolismo de la
serotonina, un amplio porcentaje de ésta es degradado por la enzima monoamino
oxidasa (MAO), localizada en la membrana externa mitocondrial en una gran
variedad de células, donde cataliza la conversion de la 5-hidroxitriptamina a 5-
hidroxindol acetaldehido. Por udltimo, el 5-hidroxindol acetaldehido puede ser
convertido en acido 5-hidroxindol acético (5-HIAA) mediante la enzima aldehido

deshidrogenasa (Squires et al., 2006).

En el sistema nervioso central la serotonina es sintetizada en las
terminales presinapticas de las neuronas serotoninérgicas. Posterior a su sintesis
las serotonina es almacenada dentro de vesiculas secretorias por medio del
transportador vesicular de monoaminas tipo 2 (VMAT2). Durante la transmision de
un potencial de accién y subsecuente despolarizacion de la terminal presinaptica,
se produce un influjo de calcio que promueve la fusién de las vesiculas que
contienen serotonina a la membrana plasmatica y su posterior liberacion al
espacio sinaptico (Nichols & Nichols, 2008). La serotonina liberada difunde a
través del espacio sinaptico, donde puede interactuar con autorreceptores
acoplados a la membrana de la terminal presinaptica, o con heterorreceptores
localizados en la membrana postsinaptica o en la membrana de otros tipos
celulares, para activar vias de transduccion de sefiales involucradas en procesos
como la transmision sinaptica, despolarizacion neuronal, vasoconstriccion,
agregacion plaquetaria, relajacion del musculo liso, entre otros (Celada et al.,
2013). Un proceso crucial para la homeostasis de la serotonina y para la
regulacién de su sefializacion es su eliminacion del espacio sinaptico por medio
del transportador de serotonina de alta afinidad (SERT, 5-HTT) acoplado a la
membrana de la terminal presinaptica. La serotonina que es recapturada del
espacio sinaptico y regresa al interior de la terminal presinaptica puede
degradarse mediante la enzima monoamino oxidasa-A (MAO-A), o almacenarse
nuevamente en vesiculas para su posterior secrecion (Figura 1) (Nichols &
Nichols, 2008).

12
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Figura 1. Representacion de los procesos de biosintesis, almacenamiento,
liberacion, recaptura y degradacion de la serotonina. Modificado de Celada y col.,
2013.

La serotonina que se encuentra en el cerebro es producida por neuronas
serotoninérgicas, localizadas en el mesencéfalo y prosencéfalo. Estas neuronas
se organizan en nueve grupos discretos (grupos B1-B9) denominados
colectivamente como nucleos de rafé. Los nucleos de rafé localizados en la regién
caudal (B1-B5) envian proyecciones al sistema nervioso periférico, mientras que
los nucleos rostrales (B6-B9) conformados por los nucleos de rafé dorsales y
mediales, envian proyecciones al prosencéfalo. De los nudcleos dorsales se
originan fibras finas (tipo M) las cuales forman conexiones sinapticas extensas que
inervan densamente areas corticales y el hipocampo. En el caso de los nucleos
mediales, éstos envian proyecciones mas gruesas (tipo D) que inervan la region
dorsal del cuerpo estriado, la amigdala y la corteza prefrontal (Jacobs & Azmitia,

1992). Aun cuando las funciones de estos sistemas no han sido completamente
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elucidadas, se ha indicado que los nucleos de rafé rostrales estan involucrados en
la modulacion de funciones mentales superiores como el estado de &nimo,
ansiedad, miedo y la cognicion (Dayan & Huys, 2008). A nivel periférico, un 99%
de la serotonina (5-HT) que circula en sangre es capturada dentro de las
plaguetas, mediante el transportador SERT y posteriormente acumulada dentro de
vesiculas por el transportador vesicular VMAT2; mientras que el 1% restante de la
5-HT total circula de forma libre en el plasma y por lo tanto esta expuesta a la
actividad de enzimas catabdlicas (Zalsman et al., 2011). EI mecanismo de
regulacion de los niveles de serotonina en sangre depende de la actividad del
trasportador SERT asi como de su tréfico a través de la membrana plasmética de

las plaquetas. (Veenstra-VanderWeele & Blakely, 2012).

1.2. MONOAMINO OXIDASA (MAOQO).

La monoamino oxidasa (MAQ) es una enzima que regula la degradacion
metabdlica de monoaminas, catecolaminas y de serotonina en el sistema nervioso
central y en diversos tejidos periféricos. Es una flavoproteina integral de la
membrana externa mitocondrial en las neuronas, células gliales, células
enterocromafines, hepatocitos, entre otras, que regula la disponibilidad
presinaptica y extrasinaptica de diversas monoaminas posterior a la liberacién de
un neurotransmisor. Existen dos isoformas de la enzima MAO, la monoamino
oxidasa-B (MAO-B) y la monoamino oxidasa-A (MAO-A), la MAO-A posee una
mayor afinidad por la serotonina (5-HT) y la noradrenalina (NA) como sustratos,
mientras que la MAO-B muestra preferencia por la benzilamina y por la
feniletilamina; y ambas tienen la capacidad de degradar dopamina (DA) (Martin-
Lopez, Manuel Perea, Morabet, & Francisco Navarro, 2008). El mecanismo de
accion de la MAO, tanto de la MAO-A como de la MAO-B implica la oxidacién de
distintas monoaminas y catecolaminas mediante su desaminacion. En el caso de
la serotonina, la MAO cataliza su desaminacion en una reaccion que requiere de
flavin adenin dinucleétido (FAD) como cofactor y oxigeno molecular (O,). La MAO
produce la desaminacion de la 5-hidroxi triptamina generando 5-hidroxindol

acetaldehido, una reaccién que implica la reduccién del cofactor FAD y su
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posterior reoxidacibn mediante oxigeno molecular generandose peréxido de

hidégeno (H,0O,) y amonio. (Binda y col., 2011).

1.3. TRASTORNOS RELACIONADOS CON SEROTONINA.
1.3.1. TRASTORNO DEPRESIVO MAYOR.

El trastorno depresivo mayor es una enfermedad neuropsiquiatrica severa
ampliamente distribuida en todo el mundo. De acuerdo a la Organizaciéon Mundial
de la Salud afecta a 350 millones de personas, considerada como la cuarta causa
de discapacidad mundial y proyectada para 2020 como la segunda causa (Kessler
& Bromet, 2013; Lopez, Mathers, Ezzati, Jamison, & Murray, 2006). El Manual
Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales en su quinta edicion (DSM-
V) la define como una enfermedad caracterizada por la presencia de al menos 5
de los siguientes sintomas: 1) estado de &nimo deprimido, 2) disminucion del
interés o placer por actividades cotidianas (anhedonia), 3) modificacion de més de
un 5 % del peso corporal, 4) insomnio o hipersomnia, 5) agitaciébn o retraso
psicomotor, 6) fatiga, 7) sentimientos de inutilidad o culpabilidad, 8) disminucién de
la capacidad de concentracion, 9) pensamientos o ideaciones suicidas; durante un
periodo de dos semanas (American Psychiatric Association, 2013).

Una de las hipoétesis surgidas para la explicacion del origen del trastorno
depresivo mayor es la hipétesis monoaminérgica, la cual indica que la disfuncién
del sistema serotoninérgico esta involucrada en los procesos fisiopatolégicos y de
patogénesis de esta enfermedad (Fakhoury, 2015). Esta hipétesis postula que el
origen del trastorno depresivo mayor se debe a la deficiencia de serotonina y a la
disminucion de la actividad de neurotransmision serotoninérgica (Andrews,
Bharwani, Lee, Fox, & Thomson Jr., 2015). Una hipétesis inicialmente sustentada
por hallazgos que indicaron que las drogas que agotan o eliminan la serotonina
disminuyen el estado de animo y pueden desencadenar los sintomas del trastorno
depresivo mayor (Ruhé, Mason, & Schene, 2007). Posteriormente ésta hipotesis
recibid6 mayor apoyo gracias a estudios que mostraron que la reduccion de los
niveles de serotonina (mediante el agotamiento de triptéfano) altera el

procesamiento emocional y reduce el estado de animo en individuos con historia
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familiar de trastorno depresivo mayor (Roiser et al., 2009; Ruhé et al., 2007). De
acuerdo a esto, un estudio realizado en 2009 en una poblacion asiatica demostré
que sujetos que padecen trastorno depresivo mayor presentan un déficit de
serotonina en plasma, observandose valores promedio de 73.3 ng/ mL en
pacientes con TEA comparado con valores de 127.9 ng/ mL en sujetos sin la
enfermedad (Saldanha, Kumar, Ryali, Srivastava, & Pawar, 2009).

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que algunas moléculas
que inhiben la accién de la monoamino oxidasa e interfieren con el proceso de
recaptura de serotonina mediado por el transportador SERT presentan efectos
antidepresivos significativos; promoviendo que un amplio sector de la investigacion
y desarrollo de farmacos dedique sus esfuerzos a la generacion de nuevas
sustancias con estas propiedades. (Albert, Benkelfat, & Descarries, 2012; Holmes,
2008).

1.3.2. TRASTORNO DEL ESPECTRO AUTISTA.

El trastorno del espectro autista (TEA), agrupa a un conjunto heterogéneo
de desordenes del neurodesarrollo que se caracterizan por la presencia de
alteraciones cognitivas y del comportamiento (Zafeiriou y col., 2013). Actualmente,
la quinta edicion del manual del Manual Diagndéstico y Estadistico de los
Trastornos Mentales (DSM-V) clasifica las manifestaciones caracteristicas de esta
enfermedad dentro de dos dominios bésicos: 1) deficiencias en la comunicacion
social y alteraciones en la capacidad de interaccion social; 2) aparicion de
intereses restrictivos 'y comportamientos repetitivos (American Psychiatric
Association, 2013). EI TEA es reconocido como uno de los trastornos del
desarrollo mas comunes (S. K. Kim, 2015). Recientemente el Centro para el
Control y prevencion de Enfermedades (CDC) en Estados Unidos, estimo que
cerca de 1 nifio por cada 96 (14.8/ 10000) ha sido identificado con TEA
(Elsabbagh et al., 2012). En México la Clinica Mexicana del Autismo y
Alteraciones del Desarrollo (CLIMA), determindé que la prevalencia del TEA en
México es de 1 caso por cada 136 individuos tipicos (14.3/10,000) (Fombonne,
Marcin, Bruno, Tinoco, & Marquez, 2012).
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El aumento de los niveles de serotonina en sangre total
(hiperserotonemia) ha sido uno de los primeros biomarcadores identificados en
pacientes con TEA. Un amplio nimero de estudios describen de manera
consistente una elevacion significativa de los niveles de serotonina (5-HT) en
aproximadamente 25 a 35 % de los pacientes que presentan TEA, comparado con
individuos sin la enfermedad (Gabriele y col., 2014). La hiperserotonemia en
sangre observada en individuos que sufren TEA se debe a una excesiva
acumulacion de serotonina en el interior de las plaquetas, sin verse afectados los
niveles de serotonina libre en el plasma sanguineo (Piven et al., 1991). Un estudio
reciente reportd la presencia de hiperserotonemia en aproximadamente 40 % de
una poblacion latinoamericana de sujetos con TEA, en dicho estudio, se
reportaron valores promedio de concentracion de serotonina de 219 ng/mL para
sujetos con TEA y valores promedio de 180 ng/mL para sujetos sin TEA (Gabriele
et al., 2014; Pagan et al., 2014).

1.3.3. ESQUIZOFRENIA.

La esquizofrenia es una enfermedad mental cronica caracterizada por la
aparicion de sintomas psicoticos, tales como delirios, alucinaciones, retraccion
social, disminucion afectiva, alteraciones cognitivas y comportamiento
desorganizado, durante un periodo de un mes (American Psychiatric
Association, 2013). Se estima que afecta a 21 millones de personas en el mundo y
comunmente presenta co-morbilidad con trastorno depresivo mayor ya que
aproximadamente de 25 — 50% de pacientes esquizofrénicos presentan episodios
depresivos (Buckley, Miller, Lehrer, & Castle, 2009). La disfuncion de diversos
neurotransmisores entre los que se encuentran la dopamina y el glutamato han
sido relacionados con la fisiopatologia de la esquizofrenia (Cole, Apud,
Weinberger, & Dickinson, 2012). Sin embargo, evidencia reciente indica que la
disfuncion del sistema serotoninérgico puede contribuir a la generacion de los
sintomas de este trastorno. Especificamente, las alteraciones afectivas,
disfunciones en el procesamiento de estimulos emocionales, presentes en

pacientes con esquizofrenia, han sido relacionadas a alteraciones en la actividad
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del sistema serotoninérgico (Selvaraj, Arnone, Cappai, & Howes, 2014), ya que la
serotonina desempefia un papel clave en el procesamiento emocional y en la
modulacién de los estados afectivos (Dayan & Huys, 2008). Un estudio publicado
en 2007 indicoO una disminucion de la concentracion de serotonina en una
poblacion europea de sujetos con esquizofrenia; en promedio los valores de
serotonina en sangre total de pacientes con esquizofrenia fueron de 139 ng/mL
mientras que en sujetos sin la enfermedad la concentracion fue de 241 ng/mL
(Marcinko et al., 2007).

Por otra parte, estudios que reportan la generacién de modelos animales
transgénicos, en los que se interfiere con la expresion del receptor de serotonina
5-HT1 vy el trasportador de serotonina SERT, muestran que los animales con estas
alteraciones presentan fenotipos de ansiedad y depresion, asi como la aparicion
de respuestas anormales a estimulos estresantes (Richardson-Jones et al., 2011;
Weisstaub et al., 2006). Otro indicio de que la desregulacidon serotoninérgica
podria ser causa de los sintomas negativos y la co-morbilidad depresiva en
pacientes esquizofrénicos, es el descubrimiento de que los inhibidores selectivos
de la serotonina son efectivos para el tratamiento de los sintomas negativos
afectivos de éste desorden. Ademas, se ha demostrado que la alteracion
metabolica de la serotonina contribuye al deterioro emocional y a la aparicion de
alteraciones afectivas (Singh, Singh, Kar, & Chan, 2010).

1.4. METODOS ACTUALES PARA LA DETECCION DE SEROTONINA.

La implicacibn de la serotonina (5-HT) en diversas condiciones
patolégicas ha motivado la busqueda de metodologias selectivas para su
determinacion en muestras biolégicas. Una amplia variedad de métodos analiticos
clasicos que incluyen fluorometria, cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC,
ensayos inmunoenzimaticos, radioinmunoensayo, ensayos de
guimioluminiscencia, electroforesis capilar y espectrometria de masas han sido
empleados para éste propdésito durante varias décadas. Sin embargo, estos

meétodos requieren de instrumentacion especializada, son metodologias costosas

18



con tiempos de analisis amplios y que a menudo requieren de procesos complejos
para la preparacion de las muestras (Mirzaei & Sawan, 2014).

1.5. BIOELECTRODOS.

La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) define un
bioelectrodo como “un dispositivo integrado auténomo capaz de proveer
informacion analitica especifica semicuantitativa o cuantitativa mediante el uso de
un elemento de reconocimiento bioldgico, el cual esta en contacto espacial directo
con un transductor. Los biolectrodos son dispositivos analiticos con la capacidad
de convertir un evento biolégico en una sefal que puede ser cuantificable
(Grieshaber y col., 2008; Kirsch y col., 2013). De manera general, un biolectrodo
estd conformado por: a) un elemento de reconocimiento bioldégico o biorreceptor
que tiene unién especifica con el analito de interés en una muestra, b) una
arquitectura de interfaz eléctrica donde sucede el evento biolégico especifico el
cual genera una sefial bioquimica, c) un elemento transductor (que comunmente
es un electrodo), el cual recoge la sefial generada del evento de unién del analito y
el biorreceptor y la convierte en una sefial eléctrica. Moléculas como los acidos
nucleicos y los anticuerpos han sido ampliamente utilizadas como elementos de
reconocimiento biolégicos para la construccion de bioelectrodos, sin embargo, las
enzimas son los elementos biolégicos utilizados con mayor frecuencia (Grieshaber
et al., 2008). En el caso de los sistemas de transduccién para el desarrollo de
bioelectrodos, los transductores de tipo electroquimico (electrodos) son los mas
utilizados, debido a su de bajo costo, a la sencillez de su disefio y a su capacidad
de miniaturizacién (Sassolas y col., 2012). Los bioelectrodos pueden ser aplicados
para deteccion de distintos analistas en una gran diversidad de muestras, que
incluyen fluidos corporales (sangre, saliva, orina), muestras de alimentos, cultivos

celulares y muestras ambientales (aire, agua, suelo, plantas) (Kirsch et al., 2013).

Los bioelectrodos de tipo enzimatico comprenden un grupo muy
importante dentro del desarrollo de esos dispositivos, ya que aprovechan la alta
afinidad y selectividad que presentan las enzimas hacia sus moléculas diana

(sustratos). Generalmente para su construccion se emplean enzimas de o6xido-
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reduccion, las cuales catalizan reacciones en las que se consumen 0 generan
electrones. Un bioelectrodo enzimatico consiste en una capa de bio-
reconocimiento formada por enzimas inmovilizadas sobre la superficie de un
electrodo. Durante el proceso de reconocimiento, la capa enzimatica interactla
con el analito, que puede ser un sustrato, co-sustrato o cofactor. De la interaccion
entre la enzima y el analito se genera una reaccién de 6xido-reduccion en la que
se liberan electrones, los cuales son detectados y convertidos en una sefial

eléctrica por el transductor (Putzbach y Ronkainen, 2013).

Producto

Tﬁ> 20 —> | —> -

L 4

—
Analito Elemer.1tc3 de Transductor
(Sustrato) reconocimiento
| (enzima) | Sefial

Bioelectrodo

Figura 2. Esquema de un bioelectrodo enziméatico. Modificado de Putzbach y Ronkainen,
2013.

De acuerdo a su disefio, los bioelectrodos enzimaticos pueden ser
dispositivos con una alta sensibilidad, debido a su capacidad de adaptar y confinar
interacciones especificas entre distintas moléculas biologicas. Las ventajas que
presentan estos dispositivos sobre los sistemas analiticos clasicos provienen de
sus caracteristicas sencillas de operacion, ya que generalmente no requieren de
una instrumentacion especializada ni de usuarios altamente capacitados para su
utilizacion. Por otra parte, los bioelectrodo pueden ser dispositivos econdmicos y
miniaturizables, lo que permite su facil manipulacion y transporte (Grieshaber et

al.,, 2008). En conjunto estas caracteristicas permiten que este tipos de
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dispositivos tengan la capacidad de complementar y en algunos casos, reemplazar
a los métodos analiticos clasicos, en el area industrial, alimenticia, ambiental,

agricola, farmacéutica, biomédica y clinica (Kirsch et al., 2013).

1.6. INMOVILIZACION ENZIMATICA.

Existen inconvenientes inherentes al uso de enzimas como elementos de
reconocimiento en bioelectrodos, entre los que se encuentran: 1) la probabilidad
de que la enzima difunda desde el transductor hacia el medio; 2) el mantenimiento
de la estabilidad y actividad de la enzima en condiciones de almacenaje y de
operacion; y 3) el aseguramiento de que la enzima pueda ser reutilizable en
ensayos posteriores (Sassolas et al., 2012). Estas dificultades pueden resolverse
gracias al uso de técnicas de inmovilizacion enzimatica, definida como el
confinamiento de estas biomoléculas en una matriz o soporte distinto al que se
encuentran de forma nativa, haciéndolas insolubles. Una gran variedad de
materiales insolubles pueden ser utilizados como soportes o matrices para la
inmovilizacidon enzimatica, siendo los mas comunes los polimeros inertes y

materiales inorganicos (Datta et al., 2013).

El uso de la inmovilizacion en el disefio de bioelectrodos ofrece distintas
ventajas, ya que provoca que la enzima se disponga a corta distancia del
transductor o que entre en contacto directo con él (ya que la enzima puede
inmovilizarse en la superficie del transductor); promoviéndose una transferencia
mas eficiente de la sefal generada por la reaccion catalitica (Putzbach &
Ronkainen, 2013). Otra ventaja que ofrece esta técnica es el favorecimiento de la
reutilizacion de la enzima, ya que al estar confinada en una forma insoluble se
permite que ésta conserve su actividad catalitica y que se mantenga disponible
para la realizacion de varios ensayos, (dependiendo de la técnica de
inmovilizacion utilizada), disminuyéndose la cantidad de enzima requerida y los
costos de operacion. Existen cinco técnicas principales para la inmovilizacion
enzimatica:  adsorcién, uniébn  covalente, atrapamiento, afinidad vy

microencapsulacion; de entre éstas la inmovilizaciébn por unién covalente y por
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atrapamiento son las estrategias mas empleadas para la construccién de
bioelectrodos. (Datta et al., 2013).

1.7. BIOELECTRODOS DESARROLLADOS PARA LA DETECCION DE
SEROTONINA.

La serotonina es una molécula electroactiva, posee la capacidad de ser
facilmente oxidable, lo que permite su deteccion electroquimica. Desde la década
de 1970 se han desarrollado distintos métodos electroquimicos basados en su
oxidacibn mediante electrodos convencionales; técnicas como la voltametria
ciclica, la voltamperometria, la cronoamperometria y la espectroscopia impedancia
electroquimica han sido las mas empleadas (Mirzaei & Sawan, 2014). En 2007 el
grupo de Li y Lin desarrollaron un sensor con base en un electrodo de carbén
vitreo recubierto con un polimero de polipirrol y nanoparticulas de oro para
provocar la oxidacion de la serotonina y su posterior deteccion mediante
voltametria. El dispositivo disefiado presento alta sensibilidad hacia la corriente de
oxidacion de la serotonina, aun en muestras biolégicas que contenian dopamina y
acido ascorbico, logrando una respuesta lineal amplia: de 7.0 x 10° M a 2.2 x 10°°
M y un limite de deteccién de 1.0 x 10 °M (Li & Lin, 2007).

Por otra parte, Mozzafari y colaboradores lograron disefiar electrodos de
oro modificados con monocapas autoensambladas (conjuntos moleculares
formados espontaneamente por adsorcion) de captopril/tiofenol para la adsorcion
selectiva de serotonina y su posterior deteccion por voltametria ciclica y
voltamperometria de pulso diferencial. Estos dispositivos resultaron ser un medio
efectivo para la adsorcion y transferencia de electrones de la serotonina, con una
alta selectividad en muestras con acido ascoérbico y dopamina; obteniéndose un
limite de deteccién de 1.2 x 10 ° M (Mozaffari, Chang, & Park, 2010).

Recientemente se describid un bioelectrodo enzimatico amperométrico
para la deteccion y cuantificacion de serotonina en muestras de comida, por medio
de la inmovilizacion de la enzima tirosinasa (monofenol monooxigenasa), sobre un

electrodo de pasta de carbono. El biosensor consistié en un electrodo empacado
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con nano-polvo de carbono sobre el que se imovilizo la enzima tirosinasa de forma
covalente. La deteccion y cuantificacién de la serotonina fue realizada mediante la
reduccion electroquimica de la o-serotonin-quinona, producto de la reaccidn
catalizada por la tirosinasa. De acuerdo a los autores éste biosensor logré una
respuesta lineal de 4 a 140 x 10° M y un limite de deteccién de 0.84 x 10° M.
(Apetrei I.M. & Apetrei C., 2013).

Como se ha descrito previamente, existen diversas enfermedades
neuropsiquiatricas como la esquizofrenia, el trastorno depresivo mayor y el
trastorno del espectro autista cuyos procesos de patogénesis y fisiopatologia
estan ligados a mecanismos que implican alteraciones en la neurotransmision
serotoninérgica y en los niveles del neurotransmisor serotonina. Los métodos
disponibles actualmente para para la deteccion y cuantificacion de serotonina
comprenden el uso de técnicas analiticas que requieren de instrumentacion
especializada, tiempos de analisis prolongados, personal capacitado y que son de
limitada disponibilidad. Los bioelectrodos representan una opcion tecnolégica
viable debido a que son dispositivos analiticos autbnomos de sencilla operacion,
portétiles, que no requieren de personal capacitado para su uso, ofrecen tiempos
de andlisis reducidos y son relativamente econOmicos. La deteccion vy
cuantificacion de los niveles de serotonina puede aportar informacion relevante
sobre el riesgo, presencia y curso de trastornos en los que el sistema
serotoninérgico presenta alteraciones. Con base en esto, el presente trabajo
propone el disefio y construcciéon de un bioelectrodo que emplee la enzima
monoamino oxidasa-A, para la deteccién indirecta de serotonina. Lo cual
comprende un primer acercamiento hacia el desarrollo de un dispositivo que
pueda ser empleado a futuro como una herramienta auxiliar para el tamizaje,
diagnéstico y seguimiento de trastornos en los que la neurotransmision

serotoninérgica esta alterada.
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2. OBJETIVOS.
2.1. OBJETIVO GENERAL.

Construir y caracterizar un bioelectrodo con base en la enzima
monoamino oxidasa-A inmovilizada, que permita la deteccién de serotonina en un

fluido corporal simulado.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

e Inmovilizar la enzima monoamino oxidasa-A de forma covalente en un
soporte conformado por nanotubos de carbono multipared.

e Determinar el efecto del pH, efecto de la temperatura, actividad y cinética
enzimatica de la monoamino oxidasa-A inmovilizada sobre el soporte.

e Desarrollar el bioelectrodo mediante la modificacion de un electrodo
serigrafiado de carbono con la monoamino oxidasa-A inmovilizada en el
soporte.

e Caracterizar el bioelectrodo mediante técnicas electroquimicas para lograr
la determinacion de serotonina a través de la deteccion de peréxido de
hidrogeno en un fluido corporal simulado.

e Evaluar el rendimiento operacional del bioelectrodo por medio de estudios
de estabilidad, de interferencia y de validacion.

3. METODOLOGIA.
3.1. DISENO EXPERIMENTAL.

El sistema desarrollado en el presente protocolo se esquematiza en la
Figura 3. Un bioelectrodo empleado para la deteccion indirecta de serotonina
conformado por: un soporte de nanotubos de carbono multipared (MWCNT) (1),
en el que se inmovilizo la enzima monoamino oxidasa-A (MAO-A) (2), acoplado a
un electrodo serigrafiado de carbono (3), el cual tuvo la funcion de detectar el
peréxido de hidrogeno producido por la desaminacién oxidativa de la serotonina
(5-hidroxi triptamina), catalizada por la MAO-A. La deteccion de serotonina se llevo
a cabo al caracterizar la sefial electroquimica (corriente) generada por el proceso
de oxidacion del peroxido de hidrogeno a nivel del electrodo serigrafiado de
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Figura 3. Esquema del bioelectrodo desarrollado para la deteccion electroquimica
del perdxido de hidrégeno producido por la desaminacion de serotonina.

En la Figura 4 se muestra diagrama referente a las distintas fases
experimentales que se llevaron a cabo para el desarrollo y caracterizacion del
bioelectrodo. En la primera fase se llevé a cabo la inmovilizacion de la enzima
monoamino oxidasa-A sobre la superficie de un soporte conformado por
nanotubos de carbono multipared (MWCNT). Los nanotubos de carbono son
estructuras huecas de carbono conformadas por una o varias paredes tubulares,
con diametros en la escala de los nanOmetros. La estructura tubular de los
nanotubos de carbono esta conformada por un arreglo hexagonal ordenado de
atomos de carbono unidos mediante enlaces tipo sp2 (Tilmaciu & Morris, 2015).
Comparado con otros nanomateriales los nanotubos de carbono poseen
propiedades estructurales, mecanicas, eléctricas, y épticas que ofrecen ventajas

para su aplicacion en el desarrollo de biosensores y bieoelctrodos (Biju, 2014). Los
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nanotubos de carbono pueden funcionar como andamios o plataformas en la
cuales se puede inmovilizar diversas moléculas como acidos nucleicos y
proteinas, debido a que poseen una amplia area especifica de superficie. Por otra
parte, se ha reconocido que debido a su tamafo, alta conductividad, alta
estabilidad y sensibilidad quimica, asi como su alta actividad electrocatalitica,
éstos materiales son adecuados para el disefio de bioelectrodos/biosensores que

integran enzimas que generan especies electroactivas (Munzer et al., 2013).

La inmovilizacién se llevé a cabo mediante la funcionalizacion de los
nanotubos de carbono multipared, para lograr la formacion de grupos carboxilo
libres en su superficie, y posteriormente promover la conjugacion de las moléculas
de monoamino oxidasa-A a través de su union de forma covalente. La
inmovilizacion enzimatica por union covalente es una técnica basada en el hecho
de que las cadenas laterales de aminoacidos como arginina, acido aspartico,
lisina, histidina, asi como los extremos amino y carboxilo terminal presentes en la
enzima, pueden formar enlaces covalentes con distintos grupos funcionales
nucleofilicos en la matriz (grupos tiol, indol, imidazol, hidroxilo etc.) dependiendo

de su reactividad y de su grado de exposicion (Zucca & Sanjust, 2014).

En la segunda fase se caracterizO bioguimicamente la MAO-A
inmovilizada en el soporte por medio de un ensayo espectrofotométrico, con el
objetivo de determinar la existencia alteraciones en su actividad y cinética a causa
de su inmovilizacion. Ademas de examinar la actividad de la MAO-A, se evalué su
cinética de Michaelis-Menten, para determinar el valor de velocidad maxima de la
reaccion catalizada por dicha enzima (Vmax), asi como el valor de concentracion de
sustrato al cual se alcanza la mitad de la velocidad maxima de reaccion (Kp), o
constante de afinidad. Po otra parte, se determinaron las condiciones de pH y
temperatura optimas en las que se alcanza la mayor actividad de la MAO-A. Para
esto se realizaron ensayos espectrofotométricos basado en la conversion del
sustrato de la MAO-A bencilamina en un aldehido, el cual absorbe a un valor de
longitud de onda especifico, permitiendo su cuantificacion y por lo tanto indicando
la actividad de la enzima.

26



La tercera fase comprendié la modificacién de un electrodo serigrafiado
de carbono con la monoamino oxidasa-A inmovilizada en los nanotubos de

carbono multipared.

En la cuarta fase experimental se realiz0 la caracterizacion electroquimica
del bioelectrodo construido para evaluar sus propiedades electrocataliticas, por
medio de técnicas las electroquimicas de voltametria ciclica y amperometria, para

lograr la deteccion de serotonina en un fluido corporal simulado.

Finalmente, en la quinta etapa experimental se llevaron a cabo estudios
operacionales del bioelectrodo desarrollado. De manera especifica, se realizé un
estudio de estabilidad de ensayo, un estudio de interferencias en el ensayo, con el
objetivo de determinar la fiabilidad del bioelectrodo para ser empleado como un

método para la deteccion de serotonina.
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Figura 4. Diagrama del procedimiento experimental.
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3.2. METODOS.
3.2.1. Determinacién de la actividad enzimaética.

Para determinar la actividad de la enzima MAO-A se empled el método
espectrofotométrico de actividad reportado por Dunn y colaboradores (2008),
basado en la desaminacion oxidativa de la bencilamina catalizada por la MAO-A 'y
la produccion de benzaldehido, el cual absorbe a una longitud de onda de 250 nm
(Dunn y col., 2008). Los ensayos se llevaron a cabo al mezclar en una celda de
cuarzo 800 pl de solucion amortiguadora de fosfatos (NaH,PO4;, 10 mM vy
Na,HPO,4, 10 mM, pH 6.5), 100 ul de una solucion de bencilamina en agua
destilada (50 mM) y 100 pl de una solucion de MAO-A (0.95 mg/ mL; 1.05 U/pl).

La actividad enzimatica, definida como el cambio de absorbancia en
funcién del tiempo, se determiné al seguir el incremento de la absorbancia a 250
nm debido a la produccion del benzaldehido (Dunn, Marshall, Munro, & Scrutton,
2008). Por cada molécula de sustrato que convierte la MAO-A se forma una

molécula de benzaldehido, por lo tanto la actividad de la MAO-A se calculé como:

E
4 AN _AGEY) Aeayw V/ea
At At At At
Dénde: V es el volumen de la celda (1 mL, 107 L); € es el coeficiente de
extincién molar de la bencilamina (13.8 mmol*cm™; d es la distancia de la celda

(1 cm) y At es el tiempo de reaccion (minutos).

La actividad especifica de la MAO-A se obtuvo al dividir la actividad entre la
cantidad de proteina en la reaccion en miligramos, definida como U, o la cantidad
de enzima capaz de desaminar 1 pmol de bencilamina por minuto por unidad de

soporte.

3.2.2. Estandarizacion de las condiciones operacionales para los ensayos de

actividad enzimética.

Con la finalidad de conocer los parametros Optimos necesarios para la

realizacion de los ensayos enzimaticos se realizaron pruebas de estandarizacion
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de la cantidad de enzima y tiempo de reacciéon requeridos. Para determinar el
tiempo en el que la MAO-A cataliz6 la degradacion (desaminacion) de serotonina
se realizaron ensayos de actividad enzimatica en los que se examind la
generacion del producto enzimatico en funcion del tiempo. Para esto se realizo el
ensayo de actividad descrito en la seccion anterior, en el que la mezcla de
reaccion se incub6 a temperatura ambiente (25 °C) y se realizaron mediciones
continuas de densidad Optica en un espectrofotometro UV-Vis calibrado a 250 nm,
cada 5 minutos durante un periodo de 30 minutos. Los valores densidad Optica
obtenidos se utilizaron para construir una curva tipo en la que se grafico la
generacion del producto (densidad 6ptica) vs el tiempo trascurrido en la reaccion
(minutos). El tiempo en el que se observé la mayor generacion de producto fue

seleccionado como el tiempo 6ptimo de reaccion.

Para determinar la cantidad de enzima en los distintos ensayos se empled
el método de Lowry para cuantificacion de proteinas. Dicho método se basa en la
reaccion de Biuret, en la que los enlaces peptidicos de las proteinas reaccionan
con cobre en condiciones alcalinas para producir Cu®, el cual reacciona a su vez
con el reactivo de Folin. Esta reaccion resulta en la formacién de color azul, cuya

absorbancia se registré a 630 nm (Lowry et al., 1951).

Se construy6 una curva de calibracion conformada por 8 soluciones de albumina
sérica bovina (BSA, fraccion V, Sigma) como proteina estandar en un intervalo de
concentracion de 0 a 1000 pg/mL. Las soluciones se prepararon al diluir una
solucién estandar (stock) de 2 mg/mL como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracion de proteina.

Solucién estandar BSA (uL) 0 2.5 5 |125| 25 50 125 250

Agua destilada (uL) 500 | 498 | 495 | 488 | 475 | 450 | 375 | 250

Concentracion (ug/mL) 0 10 | 20 | 50 | 100 | 200 | 500 | 1000
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El método se llevé a cabo al agregar en una celda de cuarzo 100 pl de
las soluciones estandar de BSA, o de muestra (enzima MAO-A) y 1250 pl de una
solucion conformada por Na,CO3 (2 % p/v); CuSO4 (1 % p/v) y KNaC4H406-4H,0
(tartrato de sodio potasio, 2 % p/v). Las soluciones se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos y se les afiadié 100 ul del reactivo de Folin-Ciocalteu
(Sigma) bajo agitacion suave, dejando reposar la mezcla a temperatura ambiente
durante 30 minutos, y posteriormente se registr0 la densidad Optica de las

soluciones a 630 nm con ayuda de un espectrofotometro UV-Vis.
3.2.3. Funcionalizacién de los nanotubos de carbono multipared.

Los nanotubos de carbono multipared (MWCNT) fueron donados
amablemente por la Dra. Lorena Alvarez Contreras, del Centro de Investigaciones
en Materiales Avanzados (CIMAV S.A., México). La funcionalizacion de nanotubos
de carbono multipared se llevé a cabo mediante oxidacién con acido nitrico
(HNO3) y é&cido sulfarico (H.SO4) (Rosca y col., 2005). Para esto, 40 mg de
nanotubos de carbono se suspendieron en 50 mL de una solucién conformada por
HNO3; (70%, 37.5 mL) y H,SO,; (98 %, 12.5 mL), proporcion 3:1 (v/v). La
suspension de nanotubos fue sonicada durante 3 horas a temperatura ambiente
(25° C), y se mantuvo en agitacion durante la noche (~15 horas). Posteriormente
los nanotubos de carbono fueron recuperados mediante centrifugacion y
resuspendidos en 50 mL de agua destilada. Los nanotubos obtenidos fueron
sometidos a una serie de lavados con agua desionizada hasta que el pH de la
solucién de lavado fue neutro (pH 7). Finalmente los nanotubos se obtuvieron por
centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos y se secaron en un horno a 80° C

durante 5 horas.

3.2.4. Inmovilizacién de la enzima MAO-A en los nanotubos de carbono
multipared.

Para la inmovilizacion de la enzima MAO-A en los nanotubos de carbono
multipared se empleé una modificacién del método de unién covalente reportado

por Kim et al. (2017), que emplea 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida
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(EDC) como agente activador del soporte (B. C. Kim et al., 2017). En dicho método
la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida reacciona con los grupos carboxilo
de los nanotubos de carbono, para formar el intermediario reactivo O-acilisourea,
el cual reacciona con los grupos amino libres en la enzima produciéndose un
enlace de tipo amida estable. Es necesario mencionar que el intemediario O-
acilourea es inestable y suceptible, lo cual interfiere con la union, sin embargo, la
adicion del compuesto N-hidroxi succinimida lo estabiliza, convirtiéndolo en un
éster mas estable e incrementado la eficiencia de la union (Gao & Kyratzis, 2008)
(Figura 5).

Nanotubo
de carbono a
carboxilado NH

de carbono ﬁJ
~ «—0 Proteina
778  Oxidacion g‘u’
i ey B N "
B H,S0,:HNO, Ei )l\ @
A aad /ﬁé B
O-acilourea Ester de NHS Enlace amida
inestable l 5 semireactivo estable
N
i EDC
c
1

Figura 5. Mecanismo de conjugacion de proteinas en nanotubos de carbono
empleando EDC en presencia de NHS. Modificado de Gao & Kyratzis, 2008.

Nanotubo

De acuerdo a esto, la inmovilizacion de la enzima MAO-A en los
nanotubos de carbono multipared se realiz6 al preparar una suspension de
nanotubos de carbono funcionalizados (4 mg) en 5 mL de agua desionizada por
sonicacion, durante 1 hora a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente se
agrego a la suspension de MWCNT 1 mL de solucion amortiguadora de acido-N-
morfolino etanosulfénico (MES, 500 mM, pH 6.2), 2.3 mL de una solucién acuosa
de N-hidroxi succinimida (NHS, 500 mM en amortiguador MES) y 1.2 mL de una
solucion acuosa de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida (EDC 70 mM). Al
finalizar, los MWCNT fueron obtenidos mediante centrifugacion y lavados 3 veces

con solucién amortiguadora MES para eliminar los residuos de EDC, MES y urea.
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Para inmovilizar la MAO-A se afiadio 1 mL de solucién de enzima (0.095 mg/mL;
1.05 U/uL) en amortiguador de fosfatos (NaH,PO,4, 10 mM y Na,HPO4, 10 mM pH
6.5), a 1 mL de la suspension de MWCNT (4 mg/ mL). Posteriormente la mezcla
se mantuvo en agitacion orbital a 200 rpm durante 60 minutos a 4° C, y se permitio
gue el acoplamiento de la enzima ocurriera durante 15 horas a 4 °C. Finalmente
los nanotubos de carbono conjugados con la enzima MAO-A (denominado MAO-
A/MWCNT) fueron recuperados por centrifugacion a 3500 rpm y se suspendieron

en 1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos.

3.2.5. Estudio de cinética de acoplamiento de la enzima MAO-A en los

nanotubos de carbono multipared.

Para examinar el acoplamiento de la enzima MAO-A a los nanotubos de
carbono se llevé a cabo un ensayo de cinética de acoplamiento. Este ensayo
evalia la cantidad de enzima que se acopla al soporte mediante un método
espectrofotométrico. El ensayo consisti6 en mantener una de las mezclas de
MAO-A/ MWCNT (1 mL) a 4°C durante un periodo de 60 minutos, y se obtuvieron
muestra del sobrenadante durante los minutos O, 3, 6, 15, 30, 45 y 60 mediante
centrifugacion (1500 rpm).

Posteriormente se cuantificO la proteina total de cada uno de los
sobrenadantes mediante el método de Lowry (véase la seccion 1), para construir
una curva de cinética en la que se graficd el cambio de densidad éptica versus el
tiempo. Dicha curva permitié apreciar el acoplamiento de la enzima al soporte, el
cual es indicado por una reduccion de la concentracion de la enzima presente en
los sobrenadantes conforme transcurre el tiempo. Ademéas se determind la
cantidad de enzima inmovilizada en los nanotubos de carbono, expresada como

microgramos de proteina por miligramo del soporte:

HImAa0-4
mgmwcnr
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3.2.6. Andlisis de morfologia de superficie de MWCNT/MAO-A mediante
microscopia electronica de transmision (MET).

La microscopia electrénica es una técnica que permite la obtencion de informacién
estructural de materiales en una resolucion a escala de nanOmetros. La
microscopia electrénica de transmisibn (MET, SEM en inglés Transmission
Electron Microscopy) provee informacion estructural de materiales solidos en dos
dimensiones en una mayor resolucién que la microscopia electronica de barrido.
En la técnica de MET una imagen es generada por medio de la trasmision de
electrones a través de la muestra. Los electrones son generados por un filamento
de tungsteno en una camara de vacio y posteriormente son enfocados y
acelerados a través de un campo electromagnético para formar un haz que se
hace pasar a través de la muestra. Los electrones que logran atravesar la muestra
son colectados en una superficie reactiva donde se genera la imagen. Para la
inmovilizacién enzimatica, la MET ha sido empleada para visualizar la distribucion
de la enzima en un soporte determinado, ademas de que provee informacion
sobre el tamafio de la particula y morfologia de los materiales. (Mohamad,
Marzuki, Buang, Huyop, & Wahab, 2015).

Con el objetivo de caracterizar los materiales empleados para la inmovilizacién de
la enzima MAO-A, asi como visualizar su inmovilizacion en nanotubos de carbono
multipared (MWCNT) se llevé a cabo un andlisis de morfologia de superficie por
medio de microscopia electronica de transmision. Se us6 el microscopio
electrénico marca Hitachi, modelo HT770 (3146-02), para evaluar: a) nhanotubos
de carbono funcionalizados y b) nanotubos de carbono funcionalizados posterior al

procedimiento de inmovilizacion de la enzima MAO-A.

3.2.7. Estudio de los parametros cinéticos de la enzima MAO-A libre e
inmovilizada en nanotubos de carbono multipared (MWCNT/MAO-A).

La evaluacion de los valores cinéticos de la enzima MAO-A (Km Y Vmax)
en su forma soluble e inmovilizada se llevdo a cabo por medio del método
espectrofotométrico de actividad enzimatica descrito previamente. Para la

determinacién de la actividad catalitica de la MAO-A inmovilizada se emplearon
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100 pl de la suspension MWCNT/MAO-A los cuales fueron resuspendidos en 800
pl de amortiguador de fosfatos (NaH,PO4, 10 mM y Na;HPO,4, 10 mM, pH 6.5) y se
les afiadié 100 pl de bencilamina en agua destilada. Posteriormente se incubaron
durante 10 minutos a 25° C, y se recuperd el sobrenadante por centrifugacion
para la posterior lectura de su absorbancia. Para las determinaciones con la
enzima libre e inmivilizada emplearon soluciones de sustrato (bencilamina) a un
intervalo de concentraciones de 10 mM a 100 mM. Los valores de los parametros
de cinética se obtuvieron mediante el modelo de Lineweaver- Burk:
1 Km 1 1
m ~ Vmax E + [Vmax]

Dénde v es la actividad de la MAO-A y S es la concentracion del sustrato.

3.2.8. Efecto del pH sobre la actividad catalitica de la MAO-A libre e
inmovilizada en MWCNT (MAO-A/MWCNT).

Para evaluar el efecto del pH en la actividad catalitica de la MAO-A
soluble e inmovilizada, se realizaron ensayos de actividad empleando distintas
soluciones amortiguadoras en un intervalo de pH de 3 a 10. Se empled solucién
acuosa de glicina (0.01 M) para el intervalo de pH 3-4, solucién acuosa de acetato
de sodio (0.01 M) para pH 4.5-6, soluciébn amortiguadora de fosfatos (NaH2PO4,
0.01 My Na2HPO4, 0.01 M) para pH 6.5-8, y solucién amortiguadora de Tris (0.01
M) para pH 8.5-10. Posteriormente se obtuvo la actividad enzimatica relativa
(expresada como porcentaje, %) mediante el célculo de la relacién entre la
actividad enzimatica a distintos valores de pH vy la actividad enzimatica al pH
optimo.

Actividad a pH;

100
Actividad a pH 6ptimo

3.2.9. Efecto de la temperatura sobre la actividad catalitica de la MAO-A libre
e inmovilizada en MWCNT (MAO-A MWCNT).

Para evaluar el efecto de la temperatura en la actividad de la MAO-A se

realizaron ensayos de actividad en los que la solucién amortiguadora de fosfatos

35



(NaH,PO,4, 0.01 M y Na,HPO,4, 0.01 M) en la reaccion se incub6 a distintas
temperaturas: 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 y 70 °C. De igual
manera los resultados se expresaron como la relacion entre los valores de
actividad enzimatica a distintas temperaturas y la actividad enzimatica a la

temperatura optima.

Actividad a temperatura;

100
Actividad a temperatura 6ptima

3.2.10. Evaluacion de la estabilidad térmica de la enzima MAO-A libre e
inmovilizada (MWCNT/MAO-A).

La evaluacion de estabilidad térmica de la enzima MAO-A en su forma libre e
inmovilizada (MWCNT/MAO-A) se realizé al mantener en incubacion 1 mL de
solucion de MAO-A (enzima (0.095 mg/mL; 1.05 U/ul) o 1 mL de suspension
MWCNT/MAO-A (4 mg) en amortiguador de fosfatos a temperaturas de: 30, 35, 40
y 50 °C. Las muestras se incubaron en un bafio térmico a temperatura controlada
durante distintos periodos de tiempo. Se tomaron muestras regularmente para la
determinacion de la actividad enzimatica de acuerdo al método previamente

descrito.

3.2.11. Evaluacion de la estabilidad operacional y de almacenamiento de la
enzima MAO-A inmovilizada en nanotubos de carbono multipared
(MWCNT/MAO-A).

El estudio de la estabilidad operacional de la enzima MAO-A inmovilizada
(MWCNT/MAO-A) se llevé a cabo empleando una columna cromatografica (Bio-
Rad). Previo a su uso, la columna fue lavada tres veces con 5 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos (10 mM, pH 6.5) y posteriormente se empacé con 1 mL
de la suspension MWCNT/MAO-A (4 mg). Se llevé a cabo la reaccién enzimética
al agregar 900 ul de amortiguador de fosfatos y 100 pl de solucion de bencilamina
(50 mM) durante 10 minutos. Posteriormente se permitié la elucion del solvente
para su andlisis espectrofotométrico y determinacién de actividad enzimatica. Al

finalizar la reaccion (considerada como 1 ciclo), se lavé la columna con 2 mL de
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solucion amortiguadora de fosfatos. Se llevaron a cabo 15 ciclos consecutivos
empleando soluciones nuevas de amortiguador y bencilamina, repitiéndose el

procedimiento de lavado previo a cada ciclo.

La evaluacion de la estabilidad de almacenamiento de la enzima inmovilizada
(MWCNT/MAO-A) se realiz6 al mantener 1 mL de la suspensién (4 mg) a 4 °C en
amortiguador de fosfatos (10 mM, pH 6.5). Se llevo a cabo la determinacion de la

actividad enzimatica de la muestra durante un periodo de 30 dias.

3.2.12. Caracterizacion electrocinética de la enzima MAO-A inmovilizada en
nanotubos de carbono multipared mediante potencial Z.

La afinidad de una enzima a una particula no depende solamente del tipo de
interacciones quimicas que puedan existir, también depende de las interacciones
electrostaticas que puedan formarse entre ambos elementos. Cuando una
particula acarreadora (soporte) y una proteina se encuentran en una fase liquida,
estas desarrollan una carga eléctrica debida a sus caracteristicas ionicas, y cada
particula se encuentra rodeada por una capa fija de iones con carga opuesta,
denominada capa Stern, la cual a su vez esta envuelta por una capa difusa de
iones con distintas polaridades. En este caso el potencial eléctrico en la capa
difusa disminuye exponencialmente conforme la distancia desde la superficie de la
particula incrementa. De acuerdo a esto, el potencial eléctrico que se encuentra a
nivel donde la capa difusa y la capa de Stern se unen es denominado como
potencial Zeta. Este valor es de mucha importancia para el estudio de la
inmovilizacidn enzimatica ya que se conoce experimentalmente que cuando el
potencial de las particulas se acerca a 0, éstas tienden a agregarse (Schultz y col.,
2008).

Se realizé un estudio del potencial Zeta con el objetivo de evaluar la interaccién de
la enzima MAO-A acoplada a los nanotubos de carbono multipared y el sustrato
serotonina. Para esto, se obtuvieron los valores de potencial zeta por medio del
equipo electrocinético SurPASS para muestras sélidas, empleando una celda

ajustable con una separacién de placas de 100 £ 2 um. Se usaron placas de
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carbon vitreo como superficies conductoras, en las que se deposito el soporte con
la enzima acoplada. Se evalud el valor del potencial zeta del bioconjugado en
presencia de distintas concentraciones de serotonina (50, 100, 200 y 400 ng/mL)
en amortiguador de fosfatos (NaH,PO4, 10 mM y Na,HPO,4, 10 mM) a pH 6,5.

Existe evidencia la cual indica que tanto el pH de las particulas, asi como el de la
fase liquida tienen un efecto en el valor del potencial Z y por lo tanto en el
comportamiento que éstas tendran cuando se encuentran juntas en solucion, ya
que influye en la carga neta de las particulas asi como en el punto isoeléctrico de
éstas. Debido a esto, se realizaron determinaciones de potencial Zeta evaluando
el efecto del pH, empleando soluciones de serotonina (400 ng/mL) en
amortiguadora de fosfatos (NaH,PO4, 10 mM y Na,HPO4, 10 mM) a pH de 6, 6.5,
7,75vyS8.

3.2.13. Evaluacibn de MWCNT/MAO por microscopia electroquimica de

barrido.

La microscopia electroquimica de barrido (SECM por sus siglas en inglés
Scanning Electrochemical Microscopy) es una técnica que incorpora componentes
electroguimicos, posicionadores y controladores computarizados. Durante el
experimento una corriente es aplicada a través de un ultramicroelectrodo inmerso
en una solucién electrolitica situado a poca distancia de un sustrato, el cual puede
ser un material conductor, semiconductor o aislante. Tanto el ultramicroelectrodo
(que funciona como electrodo de trabajo) como el sustrato, forman parte de una
celda electroquimica que a su vez incorpora un electrodo de referencia, auxiliar, y
en algunos casos un electrodo de trabajo secundario. El ultramicroelectrodo es
usado para hacer un barrido de la superficie del sustrato, registrando las
respuestas electroquimicas generadas a nivel del ultramicroelectrodo o en el
propio sustrato, generando informacion sobre los fendmenos que suceden entre
ambas fases (Mohamad et al., 2015). La SECM ha mostrado un gran potencial
para el estudio de biomoléculas inmovilizadas, asi como en el estudio de
reacciones bioldgicas a nivel de la interfaz electrodo-sustrato. Por otra parte, esta

técnica puede ser empleada para detectar especies electroactivas generadas por
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enzimas rédox inmovilizadas, permitiendo determinar la cinética de Ila
transferencia de electrones ocurrida en una determinada reaccién (Lu, Wang, &
Liu, 2007; Zigah, Pellissier, Fabre, Barriere, & Hapiot, 2009).

La actividad enzimatica de la MAO-A acoplada a los nanotubos de carbono
multipared (MWCNT/MAO-A) se evalué mediante microscopia electroquimica de
barrido. Se empleé un microscopio de barrido BioLogic modelo ac-
SECM/SECM470, con una configuracion de cuatro electrodos, la cual consistio en
una barra de grafito como electrodo auxiliar, un electrodo de Ag/AgCl (3 M KCI)
como referencia, un ultramicroelectrodo de platino (25 pum didmetro) como
electrodo de trabajo y un electrodo de grafito como electrodo de trabajo
secundario. En la superficie del electrodo secundario se deposité el material
(MWCNT/MAO-A) para su evaluacion a 25 °C. La distancia entre el
ultramicroelectrodo y el electrodo secundario fue de 34 um. La evaluacion de la
actividad catalitica de la enzima MAO-A inmovilizada en MWCNT se aplicé un
potencial -0.7 V en el electrodo de trabajo (MWCNT/MAO-A), para promover la
reduccion del peroxido de hidrogeno generado enzimaticamente. Los electrolitos
empleados para las determinaciones consistieron en dos soluciones de
amortiguador de fosfatos (NaH,PO4, 10 mM y Na,HPO,4, 10 mM, pH 6.5) con

concentraciones de 200 ng/mL y 500 ng/mL de serotonina.

3.2.14. Modificacién del electrodo serigrafiado de carbono con la MAO-A

inmovilizada en los nanotubos de carbono multipared.

Para el desarrollo del bioelectrodo se emple6 un electrodo serigrafiado de
carbono (ESC, Dropsens, Espafia) cuya superficie (2 cm x 2cm) se limpid
mediante sonicacion en un bafio de acetona al 20 % en agua desionizada.
Posteriormente se le realizaron dos lavados con agua desionizada y un lavado con
etanol al 96 % y se dej6 secar a temperatura ambiente (25° C). En la superficie del
electrodo fueron depositadas dos gotas (aproximadamente 2 pl) de la MAO-A
inmovilizada en los nanotubos de carbono multipared (MWCNT/MAQO-A), y se seco
a temperatura ambiente. Finalmente el electrodo modificado (ESC/MWCNT/MAO-

A) fue sometido a tres lavados con una solucién de PBS 20 mM para eliminar el
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soporte que no se adsorbié a su superficie, y se almacen6 en PSB 20 mM a 4° C
hasta la realizacion de las pruebas electroquimicas.

3.2.15. Preparacion del fluido corporal simulado.

Un fluido corporal simulado (FCS) es una solucion que contiene
concentraciones de iones similares a las presentes en el plasma humano. Este
tipo de solucién ha sido ampliamente utilizada en para procesos de evaluacién in
vitro de biomateriales y en la caracterizacion electroquimica de biolectrodos
(Kokubo & Takadama, 2006). Para llevar a cabo la caracterizacion del bioelectrodo
se prepard una solucién de fluido simulado al agregar en 1 L de agua desionizada
los reactivos que se indican en la tabla 1:

Tabla 2. Reactivos requeridos para la preparacion de fluido corporal simulado
(FCS) (Kokubo & Takadama, 2006).

lon Concentracion

Reactivo (MM) Cantidad
1 NaCl Na* 142 8.035¢
2 NaHCOs3 HCO3 27 0.355¢
3 KCI K* 5 0.225g
4 Ko,HPO4 HPO,* 1 0.231g
5 MgCl, Mg®* 1.5 0.311¢g
6 HCI (1M) cr 103 39mL
7 CaCl, ca® 2.5 0.292 g
8 NaySO, S0~ 0.5 0.072 g
9 (CH20H)3CNH, - - 6.118 g

El pH de la solucién se ajusté a 7.4 con HCL (1M) y se almacené a 10° C,

hasta por 1 mes.

3.2.16. Caracterizacion electroquimica del bioelectrodo (ESC/MWCNT/MAO-
A).

En los sistemas de transduccion electroquimica la deteccion del analito
ocurre cuando se consume 0 se libera una especie electro-activa durante una

reaccion catalitica de oxido-reduccion, y posteriormente dichas especies son

40



capturadas por el transductor (electrodo) y convertidas en una sefial eléctrica; en
un fendmeno denominado “transduccién de electrones”. En el caso del
bioelectrodo desarrollado en este trabajo la deteccion del analito (serotonina) se
llevé a cabo mediante la caracterizacion de la sefial proveniente de la oxidacion
del peroxido de hidrégeno (H20,), producido por la desaminacion de la serotonina,
a nivel del electrodo serigrafiado de carbono, mediante las técnicas de

voltamperometria ciclica y voltamperometria de pulso diferencial.

La voltametria ciclica se ha convertido en una de las técnicas
electroanaliticas mas empleadas en diversas areas de la quimica. Su uso se ve
limitado en aplicaciones cuantitativas, sin embargo, es muy util para el estudio de
procesos de oxido-reduccion, para la evaluacion de la formacion de intermediarios
en una reaccion, y para determinar la estabilidad de los productos. Esta técnica se
basa en la variacion del potencial aplicado a un electrodo de trabajo, en direccién
hacia delante y en direccion inversa (a una velocidad de barrido determinada),
mientras se registra la corriente generada. Por ejemplo, un barrido inicial puede
tener direccién negativa, y en un punto determinado cambiar su direccion de
manera inversa, y ahora dirigirse en sentido positivo. Estas variaciones del
potencial pueden realizarse de manera que se complete un ciclo o una serie de
ciclos. Los pardmetros relevantes en la voltamperometria ciclica son los
potenciales maximos (E) y las corrientes maximas (I) de los picos anddicos y
catddicos generados (Bertrand, 1998).

Con el objetivo de demostrar la capacidad electrocatalitica del
bioelectrodo, conformado por el electrodo serigrafiado de carbono modificado con
la enzima MAO-A inmovilizada en nanotubos de carbono multipared
(ESC/MWCNT/MAOQO-A), se realizaron mediciones de voltamperometria ciclica a
temperatura ambiente (25° C) por medio de un potenciostato (Modelo VSP, Bio-
Logic, Francia), empleando un conector modelo DSC (Dropsens, Espafia) para

adaptar el bioelectrodo al potenciostato.

Como primera aproximacion, los registros se llevaron a cabo en presencia de una

solucion estandar de serotonina (400 ng/mL) en amortiguador de fosfatos (pH 6.5,
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0.1 M) en una solucién de serotonina (400 ng/mL) en fluido corporal simulado (pH
7.4); utilizando un intervalo de potencial eléctrico de 0.1 V a -0.6 V vs Ag/AgCl y
una velocidad de barrido de 20 mV/s. Las sefiales generadas por el bioelectrodo

fueron analizadas por medio del programa EC-Lab.

Posteriormente se evaluo la capacidad del electrodo para la deteccion de
serotonina por medio de pruebas de voltamperometria de pulso diferencial. A
diferencia de la voltamperometria ciclica, en la voltamperometria de pulso
diferencial el barrido de potencial se hace mediante una serie de pulsos de
amplitud pequefa (10 a 100 mV), los cuales se superponen formando lo que se
denomina un “tren de pulsos”. En esta técnica la corriente es medida en dos
puntos para cada pulso, justo antes de la aplicacion del pulso y al final de este. La
diferencia entre ambas mediciones da un valor de corriente el cual es graficado
contra un valor de potencial base. El valor maximo de corriente de la sefal
generada corresponde directamente a la concentracion de la especie electroactiva

(analito) en la muestra (Bertrand, 1998).

Las pruebas se llevaron a cabo en el sistema electroquimico previamente
descrito, estableciendo un intervalo de potencial de -0.2 V a 0.6 V vs Ag/AgCl, una
velocidad de barrido de 20 mVs™, una amplitud de pulso de 100 mV, un periodo de
pulso de 500 ms y un tiempo de estabilizacion de 60 s. Se registraron las
respuestas amperométricas del bioelectrodo en presencia de 6 diluciones seriadas
de serotonina en amortiguador de fosfatos (pH 6.5, 0.1 M), a concentraciones de
200, 400, 600, 800, 1000, 2500 y 5000 ng/mL. Posteriormente se hicieron registros
de las respuestas del bioelectrodo en presencia de soluciones de serotonina a las

mismas concentraciones pero en fluido corporal simulado (pH 7.4)

Los valores de las sefiales amperométricas que se obtuvieron fueron
empleadas para la construccion de una curva de calibracion en la que se grafico la
corriente versus la concentracion de serotonina de cada solucion. Esta curva de
calibracion permito conocer el intervalo lineal de concentracion que puede detectar
el bioelectrodo, asi como el limite de deteccién, o la cantidad mas pequefia del

analito que puede ser detectada pero no cuantificada de manera exacta.
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El limite de deteccién se define como:
3X%/m

Donde o es la desviacion estdndar de tres registros correspondientes a la
concentracion mas baja evaluada y m la pendiente de la ecuacion lineal de la

curva de calibracion.

Por otra parte el limite de cuantificacion, es decir, la menor cantidad de
analito en una muestra que puede ser cuantificada con adecuada exactitud se

define como:
10X %9/,

3.2.17. Estudios operacionales del bioelectrodo (ESC/MWCNT/MAO-A).

Con el objetivo de evaluar el rendimiento operacional del bioelectrodo
construido se llevaron a cabo estudios de estabilidad de ensayo y de interferencias

en el ensayo.

El propésito del estudio de estabilidad de ensayo es examinar el
rendimiento del bioelectrodo durante la realizacion de diversos ensayos. En este
estudio se analizaron las respuestas amperométricas del bioelectrodo generadas
por soluciones de serotonina en FCS a distintas concentraciones, realizando un
paso intermedio de lavado entre cada registro. Las pruebas fueron realizadas en el
sistema electroquimico previamente descrito; en el que el bioelectrodo se
sumergioé en tres soluciones de serotonina en FCS (pH 7.4) a concentraciones de
400 ng/mL, 600 ng/mL y 800 ng/ mL. Las respuestas amperométricas generadas
por cada solucion de serotonina fueron registradas durante tres ciclos, realizando

un lavado del bioelectrodo con FCS (pH 7.4) entre cada registro (ciclo).

El estudio de interferencias en el ensayo es esencial si se pretenden
realizar analisis con muestras bioldgicas reales. Para esto se evaluo la influencia
de otras aminas biogénicas degradables por la MAO-A como dopamina y
noradrenalina en la respuesta amperométrica del bioelectrodo. La influencia de
estos compuestos fue evaluada al analizar las respuestas amperométricas de dos
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soluciones estandar de serotonina en FCS (concentraciones de 50 ng/mL y 100
ng/mL), asi como las respuestas amperométricas de estas soluciones con la

misma concentracion de dopamina y noradrenalina respectivamente.

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Estudio de cinética de acoplamiento de la enzima MAO-A en nanotubos
de carbono multipared.

El 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida (EDC) es un agente
intercalador ampliamente usado para la conjugacién enzimética, debido a que
permite la formacion de enlaces de tipo amida estables entre las enzimas y
nanotubos de carbono funcionalizados con grupos carboxilo (Gao y Kyratzis,
2008). Para evaluar el rendimiento de la inmovilizacion de la enzima MAO-A en
nanotubos de carbono multipared por medio del método que de EDC se llevo a
cabo un ensayo de cinética de acoplamiento, que consistié en la cuantificacion de
la proteina total presente en el sobrenadante de la suspension durante el
procedimiento de inmovilizacion. Este ensayo permite evaluar parametros
relevantes en el procedimiento de inmovilizacién como: tiempo de acoplamiento y
porcentaje de rendimiento, es decir, la cantidad de enzima acoplada en el soporte.
La inmovilizacion de la enzima se realiz6 empleando 4 mg de MWCNT. Como se
puede apreciar en la figura 6, el acoplamiento de la enzima a los MWCNT se
completd durante 6 minutos de incubacion, logrdndose acoplar 19.98 pg de MAO-
A por mg de soporte, significando un 81 % de rendimiento de inmovilizacién. Por
otra parte los ensayos de actividad mostraron que la enzima inmovilizada retuvo
un 94.3 % de su actividad catalitica (3,79 U/mg) en comparaciéon con la actividad
de la enzima soluble (4,08 U/mg). En un trabajo similar reportado por Costa
(2015), donde se realiz6 la inmovilizacion de la enzima lacasa en MWCNT por
medio de su conjugacion con EDC, reporta un 99.7 % de rendimiento de
inmovilizacidbn en condiciones oOptimas de concentracion de EDC y NHS. Los
resultados obtenidos en este trabajo para la inmovilizacion de la MAO-A en
MWCNT indican que la enzima se acoplo al soporte en un buen porcentaje, el cual
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podria mejorarse al optimizar parametros como la concentracion de EDC y NHS
empleadas durante la conjugacion de la MAO-A.
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Figura 6. Representacion grafica de la cinética de acoplamiento de la enzima
MAO-A en los MWCNT, mediante union covalente mediada por EDC.

4.2. Anédlisis de morfologia de superficie de MWCNT/MAO-A mediante
microscopia electrénica de transmisiéon (TEM).

En la figura 7 se muestran micrografias por medio de microscopia
electronica de transmision de los nanotubos de carbono multipared
funcionalizados (a) y posterior al procedimiento de inmovilizacién de la enzima
MAO-A (b). En la figura 7 (a) se puede apreciar el cambio en la morfologia de los
nanotubos de carbono, como consecuencia del procedimiento de funcionalizacién
observando su estructura tubular, los cuales adoptaron un arreglo en forma de
entramado. Este cambio en la estructura de los MWCNTS es debido a que durante
el proceso de funcionalizacion son sometidos a fuerzas mecéanicas (bafio

ultrasénico), asi como a un tratamiento acido, lo que promueve su ruptura y
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acortamiento. Por otra parte, la figura 7 (b) muestra el cambio en la superficie de
los nanotubos de carbono debido a la inmovilizacién de la enzima MAO-A. La
micrografia con un aumento de x500 000 (figura 7b’) muestra la presencia de una
capa fina en la superficie de la estructura de los nanotubos de carbono, que
posiblemente indique el acoplamiento de la ENZIMA MAO-A a lo largo de las
paredes que conforman su estructura tubular (flechas figura 7 b’).

50 nm

CIMAV CIMAV
MEXICO MEXICO

Figura 7. Micrografias por microscopia electrénica de transmision. (a) nanotubos
de carbono multipared funcionalizados, (b) nanotubos de carbono posterior a la
inmovilizacién de la enzima MAO-A. (') Aumento de x500 000.
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4.3. Estudio de los parametros cinéticos de la enzima MAO-A libre e
inmovilizada en nanotubos de carbono multipared (MWCNT/MAO-A).

El estudio de los parametros cinéticos de la enzima MAO-A permite
determinar una posible modificacién en la dinamica catalitica de una enzima, como
consecuencia del procedimiento de inmovilizacién, a través de la evaluacion de la
aparente constante de especificidad de Michaelis-Menten (Ky) y velocidad maxima
de reaccion (Vmax).Para esto, se obtuvieron los valores de velocidad inicial (V)
referentes a la oxidacién de distintas concentraciones de bencilamina (10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 mM) usando la enzima MAO-A libre e inmovilizada en
MWCNT. La figura 8 (a) muestra los valores de velocidad inicial de reaccion
obtenidos para la enzima MAO-A libre e inmovilizada en MWCNT, apreciandose
que tanto la enzima libre como la inmovilizada muestran un comportamiento que

sigue el modelo cinético de Michaelis-Menten.

En la figura 8 (b) se muestra el ajuste de los datos mediante el modelo de
Lineweaver-Burk. De acuerdo a la ecuacion de Lineweaver-Burke, se obtuvieron
valores de Ky de 76.71 mM para la enzima MAO-A libre y 39.44 mM para la MAO-
A inmovilizada en MWCNT. Por otra parte, los valores de V. fueron de 1.35
mM/s y 197 mM/s para la enzima libre e inmovilizada en MWCNT
respectivamente. Estos datos muestran la presencia de cambios en el perfil
cinético de la enzima inmovilizada en MWCNT, especificamente, existe una
disminucién del 51.4 % en el valor de la constante de Michaelis-Menten, lo que
indica un mejoramiento en la afinidad de la MAO-A inmovilizada a su sustrato
(bencilamina), asi como en su oxidacion. Esta modificacion en la constante de
especificidad de la enzima inmovilizada en MWCNT puede atribuirse a que la
inmovilizacibn no generé cambios en la conformacién, ni en la estructura del
centro activo de la enzima. Estas observaciones contrastan con lo publicado por
Verma y colaboradores, quienes reportan un aumento de 4 veces en el valor de
Km de la enzima lipasa inmovilizada covalentemente por conjugacion con

glutaraldehido (Verma y col., 2013). Por otra parte, en el trabajo de Markosova y
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colaboradores se encontré6 que la enzima MAO-N-D5 presentd un aumento de
12.5 % en su Ky a causa de su inmovilizacién en gel de poli (vinil) alcohol.

En conjunto, los datos obtenidos del estudio de cinética de la enzima
inmovilizada en MWCNT indican que la inmovilizacion covalente por medio del
agente intercalador EDC promueve una mejora en la afinidad de la enzima hacia
su sustrato (bencilamina) asi como en la velocidad de catalisis de la enzima,
propiedades que resultan ser de gran relevancia para la aplicacién en el desarrollo
de bioelectrodos y biosensores (Putzbach & Ronkainen, 2013).
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Figura 8. Representacion de las velocidades iniciales de reaccion de la enzima
MAO-A libre e inmovilizada, para la desaminacién de bencilamina (10-100 mM)
(a). Ajuste con el modelo de Lineweaver-Burk de los datos de velocidad inicial de
reaccion (b). Los datos se expresan como el promedio de tres mediciones.
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4.4. Efecto del pH sobre la actividad catalitica de la enzima MAO-A
inmovilizada en MWCNT.

El valor de pH oOptimo para la actividad de una enzima es uno de los
principales parametros bioquimicos que se ven alterados por el procedimiento de
inmovilizacion, debido a que la fuerza ionica en el ambiente de la enzima puede
influir en la formacion de los enlaces intermoleculares, asi como los enlaces
formados entre la enzima y el soporte. Para evaluar el efecto del pH sobre la
actividad catalitica de la MAO-A inmovilizada en nanotubos de carbono multipared
(MWCNT/MAO-A), asi como en su forma libre (soluble), se realizaron ensayos de
actividad empleando un intervalo de pH de 4 - 8.5 a 25 °C (figura 9). Para llevar a
cabo una comparacion entre ambas enzimas, los resultados se representan en
forma de actividad relativa (%), tomando como 100 % el valor maximo de actividad
observado en los ensayos. En el caso de la enzima MAO-A libre a pH &cidos (4 y
4.5) se observo un bajo porcentaje de actividad catalitica, la cual increment6 a
partir del pH 5, presentando su maxima actividad a pH 6.5; mientras que a valores
de pH mayores que 7 se aprecio una disminucién significativa de la actividad. Por
su parte, la enzima MAO-A inmovilizada en los MWCNT mostr6 un buen
porcentaje de actividad a pH 4 y un valor de pH 6ptimo de 6.5 para la
desaminacion oxidativa de bencilamina, siendo el mismo valor de pH 6ptimo para
la MAO-A en su forma libre. Por otra parte, se pudo apreciar que MAO-A
inmovilizada mantuvo un porcentaje de actividad significativo a pH alcalinos: 7,
7.5,8Yy 8.5 (94.5 %, 93.3 %, 91.2 % y 90. 4 % de MWCNT/MAO-A versus 80.2 %
55.7 % 51.6 % y 24. 6 % de MAO-A libre).

Trabajos de inmovilizaciéon de otras enzimas en MWCNT reportan
comportamientos similares en el perfil de pH; por ejemplo, el estudio publicado por
Verma y colaboradores (2013) donde se inmovilizé covalentemente la enzima
lipasa en MWCNT empleando glutaraldehido reporta que la lipasa inmovilizada no
presentd un cambio en su pH optimo, comparada con la enzima en forma libre (pH
de 9), ademas se observo que la enzima inmovilizada en MWCNT mantuvo un

mayor porcentaje de actividad a pH acidos (Verma et al., 2013). Por otra parte el
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trabajo publicado por Markov y colaboradores (2016) donde se inmovilizd6 una
monoamino oxidasa de Aspergillus niger (MAO-N-D5) en gel de poli (vinil) alcohol
describi6 que la MAO-N-D5 inmovilizada presentd un mayor porcentaje de
actividad a pH alcalinos (pH de 8 y 8.5) (MarkoSova et al., 2016). En conjunto, los
resultados obtenidos del estudio del efecto del pH en la actividad catalitica de la
MAO-A inmovilizada en MWCNT indican que el acoplamiento a los MWCNT
mejora la estabilidad de la enzima a distintos valores de pH, especificamente a pH
alcalinos, este comportamiento puede deberse a que el confinamiento covalente
de la enzima a la estructura de los nanotubos de carbono previene la ionizacién de
las cadenas laterales de los aminoacidos en la enzima, promoviendo el

mantenimiento de su conformacién (Saifuddin, Raziah, & Junizah, 2013)

--e--MAO-A
100 4 |—— MAO-A/MWCNT
80
X 604
(14
< 1 \
40 -
/ [}
20 - .
1 1 1 1 1
4 5 6 7 8 9

pH

Figura 9. Efecto del pH sobre la actividad catalitica de la MAO-A libre e
inmovilizada en MWCNT. Los valores son representados como actividad relativa
(AR, %) versus el pH de reaccion, a 25 °C.
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4.5. Efecto de latemperatura sobre la actividad catalitica de la enzima MAO-A
inmovilizada en MWCNT.

Las enzimas, como la MAO-A, son moléculas que se ven afectadas por la
temperatura, la cual puede modificar su conformacion y alterar el establecimiento
del complejo enzima-sustrato, influyendo en su actividad catalitica. Para
determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad catalitica de la enzima
MAO-A inmovilizada y en su forma libre, se llevaron a cabo ensayos de actividad a
distintas temperaturas (15 - 60° C). En la figura 10 se puede apreciar que la MAO-
A en forma libre presentd una temperatura 6ptima de 30 °C, asimismo, la enzima
retuvo un buen porcentaje de actividad a 35 y 40 °C (928 % y 90 %
respectivamente). En el caso de la enzima MAO-A inmovilizada en MWCNT se
observo un incremento de la temperatura éptima (35 °C), aprecidndose que la
enzima inmovilizada mostré una actividad significativa a temperaturas de 40, 45y
50 °C (96.5 %, 95.2 % y 81.6 %). Cabe sefalar que estos valores fueron
significativamente mayores a los mostrados por la enzima libre (46.6 %, 41.6 % y
36.1 % respectivamente. Este efecto de estabilidad corresponde a lo observado
por el grupo de Ji (2010) quienes observaron que la enzima lipasa inmovilizada
covalentemente en MWCNT con EDC retuvo un buen porcentaje de actividad en
un intervalo de temperatura de 40 — 55 °C (76 — 82 % de actividad) (Ji, Tan, Xu, &
Feng, 2010). Asimismo el reporte de MarkoSova y colaboradores indicé que la
enzima MAO-N-D5 presenté un incremento en su actividad a temperaturas altas
en comparacion con la enzima soluble (MarkoSova et al., 2016). El efecto de
estabilidad a temperaturas altas observado en la MAO-A inmovilizada en MWCNT
puede ser atribuido a las propiedades intrinsecas de los nanotubos de carbono, ya
gue son materiales con una alta eficiencia para la transferencia de calor, una
propiedad que permite que la enzima acoplada conserve su conformacién a altas

temperaturas (Saifuddin et al., 2013).
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Figura 10. Efecto de la temperatura sobre la actividad catalitica de la MAO-A libre
e inmovilizada en MWCNT. Los valores son representados como actividad relativa
(AR, %) versus la temperatura de reaccion, a pH de 6.5.

4.6. Evaluacion de la estabilidad térmica de la enzima MAO-A libre e
inmovilizada (MWCNT/MAO-A).

Con el objetivo de evaluar la existencia de cambios en la estabilidad
térmica de la enzima MAO-A promovidos por la inmovilizacibon en MWCNT, se
llevaron a cabo ensayos de actividad en los que se mantuvo una suspension de
enzima inmovilizada (MWCNT/MAO-A), y una solucién de la enzima en incubacion
a un intervalo de temperaturas de 30 a 50 °C. Los resultados experimentales son
expresados como actividad relativa (%). Como se puede apreciar en la figura 11, a
la temperatura de 30 °C la MAO-A inmovilizada presentd valores de actividad
relativa similares a la enzima libre a lo largo del periodo de tiempo examinado,
apreciandose un ligero aumento de actividad durante 120, 180, y 240 minutos
(85.8 %, 81.4 % y 70.4 % de MWCNT/MAO-A versus 82.8 %, 78.1% y 66,9 % de

MAO-A libre). Para la temperatura de 35 °C, la MAO-A inmovilizada conservé una
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mayor actividad relativa en comparacion con la enzima libre durante los periodos
de 60 y 90 minutos de incubacién (83.4 % y 79.7 % de MWCNT/MAO-A versus
756 % y 71.1 % de MAO-A libre), a partir de este periodo se observo una
disminucién su actividad relativa en una magnitud similar a la observada en la
enzima soluble. De igual manera, en el caso de la temperatura de 40°C la MAO-A
inmovilizada retuvo una mayor porcentaje de actividad relativa durante 60 y 90
minutos de incubacién comparado con la enzima libre (66.5 % y 62.5 % de
MWCNT/MAO-A versus 55.3 % y 55.7 % de MAO-A libre), la cual disminuyo

posterior a este periodo.

Diversos reportes indican que la inmovilizacion enzimatica en nanotubos
de carbono multipared por medio de conjugacion con EDC incrementa la
estabilidad térmica de la enzima lipasa conjugada significativamente a
temperaturas de 60 y 70 °C (Ji et al., 2010; Verma et al., 2013). En el caso de la
enzima MAO-N-D5 inmovilizada se reportd que esta retiene un porcentaje de
actividad mayor que la enzima soluble a en un intervalo de temperatura de 35 — 55
°C (MarkoSova et al.,, 2016). Cabe sefalar que este comportamiento ha sido
reportado de mayor manera en trabajos donde la estrategia de inmovilizacién en
MWCNT es de tipo covalente, en el caso de otros tipos de inmovilizacién, como la
adsorcion, se han observado pérdidas en la estabilidad térmica de la enzima
inmovilizada, debido al desprendimiento de la enzima del soporte (Tavares et al.,
2015).

Una de las explicaciones para éste efecto residen en la naturaleza de la
conjugacion covalente; la enzima al estar anclada en distintos puntos a la
estructura de los nanotubos de carbono, genera rigidez en su estructura asi como
su confinamiento, impidiendo su plegamiento y por lo tanto promoviendo su

estabilizacion a temperaturas altas (Wang, 2006)

Por ultimo, a la temperatura de 50 °C se apreci0 una disminucion
significativa en la actividad relativa de la enzima MAO-A inmovilizada y soluble,
posterior a 10 minutos de incubacion, conservando solo el 21 % y 28 % de su

actividad. A altas temperaturas se aprecia una disminucion significativa de la
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actividad, debido a la inactivacion de la enzima tanto en su forma libre como
inmovilizada, un efecto atribuido a la vibracion de los atomos de la enzima,
provocado por la temperatura, 10 que resulta en la ruptura de enlaces y en la

alteracion de su estructura tridimensional (Tavares et al., 2015).
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Figura 11. Estudio de estabilidad térmica de la enzima MAO-A libre (MAO-A) e
inmovilizada (MWCNT/MAO-A) a temperaturas de 30 - 50 °C. Los valores son
representados como actividad relativa (AR, %) versus la temperatura de reaccion,
a pH de 6.5. Las barras indican el error estandar de la media de tres
determinaciones.

4.7. Evaluacion de la estabilidad operacional y de almacenamiento de la
enzima MAO-A inmovilizada en nanotubos de carbono multipared
(MWCNT/MAO-A).

Una de las ventajas que ofrece el procedimiento de inmovilizaciéon de una
enzima es la capacidad que presenta para ser reutilizada, denominada estabilidad
operacional. Esta caracteristica permite que una enzima pueda ser recuperada del

medio de reaccibn mediante métodos de separacion fisicos, como la

55



centrifugacion o filtracion, permitiendo que pueda volver a emplearse por varios
ciclos de reaccion, reduciendo los costos de operacion (Sassolas et al., 2012). El
ensayo de estabilidad operacional de la enzima MAO-A inmovilizada en MWCNT
permite obtener informacion relevante sobre la resistencia y efectividad que posee
el conjugado enzima-soporte durante ciclos consecutivos de biocatalisis. En este
caso el biocatalizador MWCNT/MAO-A fue empacado en una columna
cromatografica en la cual se llevd a cabo 15 ciclos de desaminacion oxidativa,

empleando solucion amortiguadora de fosfatos y bencilamina.

En la figura 12 se presentan de forma grafica los valores de actividad
relativa obtenidos durante los 15 ciclos del ensayo. Se puede apreciar que la
enzima inmovilizada mantuvo un porcentaje de actividad mayor al 80 % hasta el
ciclo 3 de reaccion, posteriormente, durante los ciclos 4, 5 y 6 la enzima
inmovilizada conservé de manera constante el 72 % de la actividad inicial. Durante
el ciclo 7 se observo una disminucion de la actividad relativa de la enzima, la cual
alcanzé un 54.4 %; dicha disminucion se aprecio durante los ciclos consecuentes
hasta llegar a 13.1 % durante el ciclo 11. Los resultados obtenidos son similares a
los reportados por Verma y colaboradores, quienes encontraron que la enzima
lipasa inmovilizada covalentemente en nanotubos de carbono conservé 80 % de
su actividad hasta el ciclo 4. Sin embargo, a diferencia del presente trabajo, la
lipasa inmovilizada retuvo 60 % de su actividad hasta el ciclo 10 (Verma et al.,
2013)

Es de importancia sefalar que la disminucién de la actividad observada
durante el ensayo no se atribuyé al desprendimiento de la enzima de su soporte,
ya que no se detectd la presencia de proteina en la mezcla de reaccion ni en las
soluciones de lavado. En este caso, la disminucién de la actividad enzimatica pudo
deberse a una pérdida de la capacidad catalitica de la propia enzima. Los datos
obtenidos de este estudio indican que la enzima MAO-A inmovilizada de forma
covalente en nanotubos de carbono multipared presenta una buena capacidad de

redso.
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Figura 12. Ensayo de estabilidad operacional de la enzima MAO-A inmovilizada
en MWCNT. La actividad de desaminacion oxidativa fue determinada mediante el
método reportado por Dunn y col., 2008, empleando bencilamina como sustrato a

25° C. Las barras indican el error estandar de la media de tres determinaciones.

Por dltimo, se evalu6 la estabilidad en almacenamiento de la enzima
MAO-A libre e inmovilizada mediante su mantenimiento a 4° C y determinacién de
su actividad catalitica. Como se puede apreciar en la figura 13, la MAO-A
inmovilizada en nanotubos de carbono multipared mantuvo un buen porcentaje de
actividad (64.8 % a 63 %) en un periodo de 6 a 13 dias de almacenamiento. Dicho
mantenimiento de la actividad catalitica fue mayor que el mostrado por la enzima
en forma soluble, el cual disminuyé 37.7 % a 33.2 % durante el mismo periodo.
Como se ha mencionado anteriormente, el comportamiento de la enzima
inmovilizada en nanotubos de carbono puede explicarse de acuerdo a la
naturaleza del acoplamiento de la enzima al soporte, ya que la unién es de tipo
covalente, la formacion de los enlaces entre la enzima y el sustrato pueden

promover el mantenimiento de la estructura a temperaturas bajas, afectando en
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menor grado su actividad catalitica. En caso contrario, la enzima al estar en forma
soluble es mas susceptible a los cambios de temperatura en su microambiente,
ademas de que en la solucién estan presentes compuestos como lo son: glicerol,

sacarosa, EDTA, los cuales pueden interferir con la actividad catalitica de la

enzima a largo plazo.

100 4 —e— MWCNT/MAO-A|

AR (%)

25 30

Dias

Figura 13. Estabilidad en almacenamiento de la enzima MAO-A libre e
inmovilizada en nanotubos de carbono multipared a 4° C.
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4.8. Caracterizacion electrocinética de la enzima MAO-A inmovilizada en

nanotubos de carbono multipared mediante potencial Z.

Las interacciones electrostéaticas entre la enzima MAO-A acoplada a los
nanotubos de carbono multipared (MWCNT/MAO-A) y el sustrato serotonina se
evaluaron por medio de la determinacidbn del potencial zeta a distintas
concentraciones del sustrato en soluciéon amortiguadora de fosfatos. En la figura
14 (a) se muestran los datos de potencial z obtenidos. Se puede observar que el
valor del potencial z del bioconjugado MWCNT/MAO-A disminuyd en presencia de
concentraciones bajas de serotonina, presentando valores de -13.5 mV y -14.8 mV
en concentraciones de 50 ng/mL y 100 ng/mL respectivamente. A concentraciones
mayores de serotonina se observo un incremento en el valor del potencial zeta, el
cual se acerc6 a cero (¢= 0.19 mV) en presencia de 200 ng/mL de serotonina, y
presentando posteriormente un valor de 11.32 mV en exposicion a 400 ng/mL de
serotonina. Dicho incremento en el potencial zeta se le atribuye al aumento de los

grupos amino de la serotonina presentes en la solucion.

Por otra parte, se evaluo el valor de potencial zeta en funcién del pH, en
presencia de serotonina (400 ng/mL). En la figura 12 (b) se puede apreciar el
incremento del potencial zeta a un valor de pH de 6.5 ((= 12.48 mV), el cual
disminuyé en presencia de soluciones de serotonina con valores de pH mas
alcalinos: pH 7 ¢=9.72 mV, pH 7.5 ¢= 3.25, pH 8 (= -4.12. Asimismo se pudo
apreciar que el punto isoeléctrico, pH al cual el valor de { se acerc6 a 0, fue de
7.5; indicando que la MAO-A inmovilizada presenta una mayor interaccion con la

serotonina a ese valor de pH.
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Figura 14. Potencial Zeta de la enzima MAO-A inmovilizada en nanotubos de
carbono multipared. (a) En presencia de 50, 100, 200 y 400 ng/mL de serotonina
en amortiguador de fosfatos (pH 6.5), (b) en presencia de soluciones de 400
ng/mL de serotoninaa pH 6, 6.5,7, 7.5y 8.
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4.10. Caracterizacién electroquimica del bioelectrodo (ESC/MWCNT/MAO-A).

Evaluacion de la oxidacion de serotonina por el biocatalizador (MWCNT/MAO-A) y
el bioelectrodo ESC/MWCNT/MAO-A por voltamperometria ciclica.

Con el objetivo de demostrar las propiedades electrocataliticas del
bioelectrodo = ESC/MWCNT/MAO-A, se realizaron registros mediante
voltamperometria ciclica de distintos arreglos de electrodos: A) Electrodo
serigrafiado de carbono modificado con nanotubos de carbono funcionalizados, B)
Electrodo serigrafiado de carbono modificado con nanotubos de carbono
funcionalizados y activados con EDC, y C) electrodo serigrafiado de carbono
modificado con el biocatalizador MWCNT/MAO-A, en presencia de una solucién

de serotonina (400 ng/mL) en fluido corporal simulado (pH 7.4).

Como se puede apreciar en la figura 15, los voltamperogramas
correspondientes a las respuestas de los electrodos serigrafiados modificados con
nanotubos de carbono funcionalizados y nanotubos de carbono activados con
EDC, no muestran sefales de un proceso de oxido-reduccion en presencia de la
solucion de serotonina. En cambio, en el voltamperograma perteneciente al
electrodo modificado con el biocatalizador MWCNT/MAO-A se puede observar la
aparicion de una respuesta de Oxido-reduccion, identificandose un pico anddico
localizado en un potencial de 0.26 V vs Ag/AgCl y un pico catédico en 0.21 V vs
Ag/AgCI.

El comportamiento electrocatalitico exhibido por el electrodo modificado
en este trabajo es similar a lo reportado por Xu y colaboradores (2015), quienes al
emplear nanocomposito conformado por nanotubos de carbono multipared y
quitosano lograron identificar respuestas correspondientes a la oxidacion de
serotonina en un valor de potencial de 0.27 V vs Ag/AgCl, a nivel de un arreglo de

microelectrodos de oro (Au) (Xu et al., 2015).

Estas respuestas electroquimicas son atribuidas al proceso de O6xido-
reduccion de la serotonina a nivel del electrodo modificado. Existe una cantidad

significativa de literatura que describe el mecanismo de oxidacion electroquimico
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de la serotonina, ya que ésta es una especie electro-activa; en dicho proceso dos
electrones (2e") y dos protones (2H") son generados, formandose la molécula
serotonina quinona imina, de forma reversible (Michael & Borland, 2007; Patel,
Unwin, & Macpherson, 2013; Wrona, Lemordant, Lin, Blank, & Dryhurst, 1986) (fig.
16). Con base en esto se puede inferir que en la superficie del electrodo
modificado ocurre la oxidacion de la serotonina, donde los nanotubos de carbono
multipared (MWCNT) que forman parte del biocatalizador, actian como
mediadores para la transferencia de los electrones generados, dando como

resultado las corrientes de oxidacion y reduccién observadas.
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Figura 15. Registros de voltamperometria ciclica de las distintas configuraciones

del electrodo en presencia de una solucion de serotonina (400 ng/mL) en fluido
corporal simulado (pH 7.4) a 25° C.
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Figura 16. Proceso de Oxido-reduccion electroquimico de la serotonina
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Evaluacion de la oxidacion de serotonina por el biocatalizador (MWCNT/MAO-A) y
el bioelectrodo (ESC/MWCNT/MAO-A) mediante voltamperometria de pulso
diferencial.

Como primera aproximacion, se examind el proceso de oxidacion de la
serotonina, a nivel de un electrodo de carbon vitreo modificado con el
biocatalizador (MWCNT/MAO-A). Se evaluaron las respuestas del biocatalizador
hacia diferentes diluciones de serotonina (200, 400, 600, 800, 1000, 2500, y 5000
ng/mL) en solucibn amortiguadora de fosfatos (10 mM, pH 6.5), mediante
voltamperometria de pulso diferencial (DPV). La figura 17 (a) muestra las sefiales
de oxidacién generadas por el biocatalizador, apreciandose un incremento de la
corriente debida a la oxidacién de la serotonina, identificandose la generaciéon de

picos anddicos entre los potenciales 0.1 V 'y 0.3 V vs Ag/AgCI.

El incremento en la corriente anddica respondié al incremento de la
concentracion de serotonina presente en las distintas soluciones. Esto se pudo
confirmar al observar el aumento en la magnitud de los picos en presencia de
soluciones con una mayor concentraciéon de serotonina. Con el objetivo de
construir una curva de calibracion, los registros se realizaron por triplicado. En la
figura 17 (b) se muestra la curva de calibracién obtenida de los registros de
oxidacion del electrodo de carbon vitreo modificado con el biocatalizador
(MWCNT/MAO-A) en presencia de las distintas soluciones de serotonina en
amortiguador de fosfatos. Como se puede apreciar en la figura, se logré una
respuesta lineal entre la sefial maxima de corriente anddica y la concentracion de
serotonina en un intervalo de 200 ng/mL a 1000 ng/mL (S/N = 3), con un
coeficiente de correlacién (R?) de 0.99271.

Posteriormente, para examinar el efecto de la solucion de fluido corporal
simulado sobre el comportamiento electroquimico del biocatalizador
(MWCNT/MAO-A), se llevaron a cabo registros de voltamperometria de pulso
diferencial bajo los mismos parametros, en presencia de distintas soluciones de
serotonina preparadas en fluido corporal simulado (pH 7.4). La figura 18 (@)

muestra las senales del electrodo de carbdn vitreo modificado con MWCNT/MAO-
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A, para las soluciones de serotonina en fluido corporal simulado, apreciandose la
aparicion de distintos picos anddicos localizados en valores de potencial de 0.21 V
y 0.3 V vs Ag/AgCI.

Siguiendo un comportamiento similar a los registros obtenidos en el
ensayo previo, la magnitud de la corriente anddica aumentdé en funcion del
aumento en la concentracion de serotonina en las soluciones. La construccion de
la curva de calibracion permitié determinar que la variacion en la magnitud maxima
de la corriente anddica versus la concentracion de serotonina presenta una
respuesta lineal en un intervalo de 400 a 1000 ng/mL (S/N = 3), con un coeficiente

de correlacién (R?) de 0.94

Cabe sefialar que los picos anodicos generados en presencia de
soluciones de serotonina en fluido corporal simulado mostraron una disminucién
en su magnitud, y en su relacién lineal (R*=0.94), a comparacion de la relacién
lineal mostrada por el electrodo modificado en presencia de soluciones de

serotonina preparadas con amortiguador de fosfatos.
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Figura 17. Respuestas amperométricas generadas por el electrodo de carbon
vitreo modificado con MWCNT/MAOQO-A para de distintas concentraciones de
serotonina en solucidon amortiguadora de fosfatos (pH 6.5, 10 mM) (a). Curva de
calibracion la magnitud de la corriente anddica vs concentracion de serotonina (b).
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Figura 18. Respuestas amperométricas generadas por el electrodo de carb6n
vitreo modificado con MWCNT/MAO-A para de distintas concentraciones de
serotonina en fluido corporal simulado (pH 7.4) (a). Curva de calibracion de la
magnitud de la corriente anddica vs concentracion de serotonina (b).

66



Una vez evaluada la capacidad electrocatalitica del biocatalizador
MWCNT/MAO-A en soluciones de serotonina preparadas con amortiguador de
fosfatos y fluido corporal simulado, se examin6 el comportamiento del bioelectrodo
(ESC/MWCNT/MAOQO-A) hacia distintas soluciones de serotonina (800, 1000, 1500,
2500, 3750 y 5000 ng/mL) en solucién amortiguadora de fosfatos (pH 6.5 10 mM).
Los registros mediante voltamperometria de pulso diferencial se muestran en la
figura 19 (a), de igual manera se registraron corrientes anddicas correspondientes
a la oxidacion de la serotonina en potenciales de 0.21 V y 0.3 V vs Ag/AgCl,
confirmando los registros encontrados durante las evaluaciones con el electrodo
de carbon vitreo modificado. Asimismo, se observdé una dependencia de la
corriente anddica hacia las diferentes concentraciones de serotonina. De acuerdo
a la curva de calibracion obtenida, la variacion de la corriente anddica versus la
concentracion de serotonina mostré una respuesta lineal en un intervalo de
concentracion de 800 a 1500 ng/mL (s/n=3), con un coeficiente de correlacién (R?)
de 0.897 (figura 19 b). Ademas se aprecié una disminucion en la magnitud de los
picos anddicos generados, un efecto que puede deberse al cambio en las
propiedades fisicoquimicas del material (carbono) que forma parte del electrodo
serigrafiado, en comparacion con el electrodo de carbén vitreo.

Por dltimo, se realizaron evaluaciones de las corrientes anddicas
generadas por el bioelectrodo en presencia de soluciones de serotonina en
solucién de fluido corporal simulado (pH 7.4), a concentraciones de 600, 1000,
1250, 2500, 3750 y 5000 ng/mL (figura 20 a). En concordancia a lo observado en
las evaluaciones previas, se observo una dependencia de los picos anddicos hacia
concentraciones crecientes de serotonina. La curva de calibracion correspondiente
a estas mediciones indic6é que la variacion de la corriente anodica generada por el
bioelectrodo versus la concentracion de serotonina tuvo una respuesta lineal en un
intervalo de concentracién de 600 a 1250 ng/mL (S/N = 3), con un coeficiente de
correlacién (R?) de 0.929 (figura 20 b). En este caso, se pudo apreciar una mejor
definicion en los picos anddicos en comparacion a las respuestas generadas en

amortiguador de fosfatos, asi como una mejor correlacion entre las respuestas y la
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concentracion de serotonina en las soluciones, indicada por el aumento en el

coeficiente de correlacion (R?).

La ecuacion lineal de la curva de calibracion fue estimada como:
y=7.75957x10* (x)+ 0.92994. Con base en la desviacién estandar de la respuesta
(o) y en la pendiente (m) de la ecuacion lineal, se determiné el limite de deteccién
(L.D) y el limite de cuantificacion (L.C.) para el bioelectrodo, obteniéndose valores
de 187.01 ng/mL (S/N = 3) y 618.59 ng/mL (S/N = 3) respectivamente.

En conjunto, los datos obtenidos en las distintas evaluaciones indican que
el biocatalizador (MWCNT/MAO-A) posee una buena capacidad electro-catalitica
hacia la oxidacion de serotonina, principalmente cuando es empleado en conjunto
con un electrodo serigrafiado de carbono y en presencia de fluido corporal
simulado. Estos resultados indican que el bioelectrodo generado puede ser

aplicado para la deteccién de serotonina a través de su oxidacion electroquimica.
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Figura 19. Respuestas amperométricas generadas por el electrodo serigrafiado de
carbono modificado con MWCNT/MAO-A para de distintas concentraciones de
serotonina en solucion amortiguadora de fosfatos (pH 6.5, 10 mM) (a). Curva de
calibracion de la corriente anodica vs concentracion de serotonina (b).
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Figura 20. Respuestas amperométricas generadas por el electrodo serigrafiado de
carbono modificado con MWCNT/MAO-A para distintas concentraciones de
serotonina en fluido corporal simulado (pH 7.4).Curva de calibracion de la corriente
anodica vs concentracion de serotonina (a).

70



Evaluacion de la reduccion de peréxido de hidrégeno por el biocatalizador
(MWCNT/MAO-A) mediante voltamperometria ciclica.

En el sistema propuesto en el presente trabajo la deteccién de serotonina
ocurre de manera indirecta, a través de la deteccion del peroxido de hidrégeno
generado durante la desaminacion oxidativa de la serotonina por la enzima MAO-
A. Este proceso puede dividirse en dos etapas: en la primera, la enzima
monoamino oxidasa-A cataliza la desaminacion de la molécula de serotonina, lo
qgue implica la reduccion enzimatica del cofactor flavin adenin dinucleotido (FAD), y
su posterior oxidacion por el oxigeno molecular en el medio, generandose
peroxido de hidrogeno. Posteriormente, en la segunda etapa, el peroxido de
hidrogeno es detectado a partir de su reduccion electroquimica a nivel del

electrodo modificado (fig. 21).

ECV MAO-A

Figura 21. Esquema que representa la conformacion y mecanismo de reaccion del
biocatalizador MWCNT/MAO-A. ECV: Electrodo de carbon vitreo, MWCNT:
Nanotubos de carbono multipared, MAO-A: Monoamino oxidasa A, 5-HT: 5-hidroxi
triptamina, 5-HIAAL: 5-hidroxi indolacetaldehido.

Con el objetivo de demostrar la capacidad electro-catalitica del
biocatalizador MWCNT/MAO-A para la reducciéon del peréxido de hidrégeno se

realizaron ensayos de voltamperometria ciclica en los que se registraron las
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respuestas de tres arreglos distintos de electrodos como resultado de la
modificacion de un electrodo de carbén vitreo con: a) nanotubos de carbono
multipared no funcionalizados (MWCNT NF), b) nanotubos de carbono multipared
funcionalizados (MWCNT F), y nanotubos de carbono multipared con la enzima
MAO-A acoplada (biocatalizador, MWCNT/MAO-A); en presencia de una solucion
de perdxido de hidrégeno 10 mM en amortiguador de fosfatos (10 mM, pH 6.5).

La figura 22 muestra los voltamperogramas ciclicos correspondientes a
las respuestas generadas por el electrodo de carbén vitreo modificado con los
distintos materiales. En el caso del electrodo modificado con MWCNT sin
funcionalizar no se apreciaron respuestas en presencia de peroxido de hidrégeno,
indicando que este material no posee una buena actividad electro-catalitica. En
cambio, en el electrodo modificado con MWCNT funcionalizados se aprecié un
incremento de la corriente catdédica en un valor de potencial de -0.45 V vs
Ag/AgClI. Asimismo el electrodo modificado con el biocatalizador MWCNT/MAO-A
presentd un incremento en la corriente catédica, en este caso en un valor de
potencial de -0.5 V vs Ag/AgCl. El incremento de las corrientes catddicas
apreciado corresponde al proceso de reduccion electroquimica del peréxido de
hidrogeno, En el que dos electrones (2e") se consumen, generandose dos aniones
oxidrilo (20H") (figura 23) (Rismetov, Ivandini, Saepudin, & Einaga, 2014).

Estos resultados indican que tanto los MWCNT funcionalizados como el
biocatalizador MWCNT/MAO-A poseen una buena capacidad electro-catalitica
hacia la reduccion de peroxido de hidrogeno. Resultados similares han sido
obtenidos con electrodos de carbon vitreo modificados con nanotubos de carbono
mutipared, por ejemplo, en el trabajo de Nasirizadeh y colaboradores (2015) se
reporté que un carbén vitreo modificado con MWCNT vy el colorante azul reactivo
19 es capaz de detectar peréxido de hidrégeno a través de su reduccion
electroguimica, ya que se pudieron apreciar incrementos en las corrientes
catédicas en valores de potencial de -0.21 V vs ESC (electrodo saturado de

calomel) (Nasirizadeh, Shekari, Nazari, & Tabatabaee, 2016).
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Figura 22. Registros de voltamperometria ciclica de un electrodo de carbodn vitreo
modificado con distintos materiales en presencia de una solucion de peroxido de
hidrégeno 10 mM en amortiguador de fosfatos (10 mM, pH 6.5) a 25° C.

H,0, +2e — 20H
Figura 23. Proceso de reduccién electroquimico del perdxido de hidrégeno.

Una vez demostrada la capacidad electro-catalitica del biocatalizador
MWCNT para la reduccién de peroxido de hidrégeno, se realizaron registros de
voltamperometria ciclica con el objetivo de evaluar la produccién enzimética de
peréxido de hidrégeno a través de su reduccion electroquimica. De igual manera,
se realizaron registraron las respuestas de un electrodo de carbon vitreo
modificado con MWCNT no funcionalizados, MWCNT funcionalizados vy
MWCNT/MAO-A, pero, en este caso, en presencia de una solucion de 5000 ng/

mL de serotonina en amortiguador de fosfatos (pH 6.5, 10 mM).

Las respuestas obtenidas de los distintos arreglos de electrodos se
muestran en la figura 24, se puede apreciar que el electrodo modificado con

MWCNT no funcionalizados careci®6 de cambios en las corrientes catddicas
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(reduccién) en presencia de la solucién de serotonina. De igual manera no se
identificaron cambios en las corrientes de reduccion en el electrodo modificado
con MWCNT funcionalizados. A diferencia de esto, el electrodo modificado con el
biocatalizador MWCNT/MAO-A mostro un leve incremento de la corriente catédica
en un valor de potencial de -0.68 V vs Ag/AgCI. Este incremento de la corriente
catddica corresponde al proceso de reduccion de peréxido de hidrégeno generado
de forma enzimatica durante la desaminacion de la serotonina en la solucién, el
cual difunde hacia la superficie del electrodo de carbon vitreo modificado con los
nanotubos de carbono donde ocurre su reduccién electroquimica. Cabe sefalar
que el incremento de la corriente catédica observado no fue muy alto, esto puede
deberse a que la cantidad de perdxido de hidrogeno producido enzimaticamente
es baja, aun empleando una solucion de serotonina a una concentracion de 5000

ng/mL.
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Figura 24. Registros de voltameperometria ciclica de un electrodo de carbén

vitreo modificado con distintos materiales en presencia de una soluciéon de
serotonina 5000 ng/mL en amortiguador de fosfatos (10 mM, pH 6.5) a 25 °C.

Evaluacion de la actividad del biocatalizador MWCNT/MAO-A mediante
microscopia electroquimica de barrido (SECM).

Existen dos etapas cruciales durante el desarrollo de
bioelectrodos/biosensores, la primera comprende la eleccion de un elemento de
reconocimiento biolégico (por ejemplo una enzima) el cual interactia con el
analito, y la segunda que corresponde al proceso de inmovilizacion de dicho
elemento de reconocimiento en la superficie de un transductor. Cuando se
emplean enzimas de Oxido-reduccibn como elementos de reconocimiento
bioldgicos, la interaccion catalitica con sus respectivos sustratos crea cambios de
oxido-reduccion locales en una zona de difusién localizada de manera préxima a
la superficie donde se encuentra inmovilizada (Maciejewska, Schafer, &
Schuhmann, 2006).

La microscopia electroquimica de barrido (en inglés scanning

electrochemical microscopy, SECM), es una técnica que permite evaluar cambios
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en los estados de Oxido-reduccibn. En esta técnica son empleados
ultramicroelectrodos con un diametro de micrémetros (um) o menos, como sondas
electroquimicas (denominadas puntas) para identificar cambios en las corrientes
Faradaicas generadas en la interfaz formada con la superficie que contiene el
biocatalizador. El registro de los cambios en dichas corrientes es realizado en
funcion de la posicion de la punta con respecto a la superficie de la muestra en los
ejes x, y (Lu et al., 2007).

Los estudios de SECM pueden llevarse a cabo empleando distintos
modos de operacion, siendo el modo de generacion en sustrato/coleccion en
punta (en inglés substrate generation/ tip collection, SG/TC) el mas empleado para
visualizar la actividad de una enzima inmovilizada. En este modo de operacion el
ultramicroelectrodo funciona como electrodo de trabajo y la muestra (enzima
inmovilizada) es colocada en un segundo electrodo de trabajo, denominado
sustrato. Durante el experimento, cuando la enzima interactia con el analito de
forma catalitica se genera una especie (molécula) la cual es colectada por la punta
(ultramicroelectrodo). Posteriormente, a nivel de la punta, dicha especie puede
sufrir un proceso de oxidacion o reduccion. Este modo se basa en la generacion
de una especie electro-activa, la cual difunde a través de la interfaz formada por el
sustrato que contiene el biocatalizador y la punta, donde ocurre su oxidacién o
reduccion promoviendo cambios en las corrientes Faradaicas producidas (Lu et
al., 2007).

Con base en lo anterior se empled la técnica de SECM en modo de
operacion SG/TC para evaluar la actividad de la enzima MAO-A inmovilizada en
MWCNT, en soluciones de serotonina a distintas concentraciones. El sistema
establecido en el presente trabajo consistié en el uso de un ultramicroelectrodo de
platino como electrodo de trabajo y un electrodo de grafito donde se deposité el
biocatalizador MWCNT/MAO-A. En presencia de serotonina la enzima MAO-A
inmovilizada cataliza su desaminacion, un proceso en el que el cofactor enzimatico
flavin adenin dinucleotido (FAD) es reducido y posteriormente oxidado por el

oxigeno molecular en el medio, generandose perdxido de hidrogeno, el cual
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difunde a través de la solucion hacia la punta (ultramicroelectrodo) donde ocurre

su reduccion electroquimica (figura 25).

UME

SUSTRATO

Figura 25. Esquema que representa la evaluacion de la actividad del
biocatalizador MWCNT/MAO-A mediante SECM. MWCNT: Nanotubos de carbono
multipared, MAO-A: Monoamino oxidasa-A, UME: Ultramicroelectrodo, 5-HT: 5-
Hidroxi triptamina, 5-HIAL: 5-Hidroxi indolacetaldehido.

Empleando la técnica de SECM se evalué la actividad del biocatalizador
MWCNT/MAO-A mediante la reduccion electroquimica del peréxido de hidrégeno
generado enziméaticamente a nivel de la punta del microelectrodo, aplicando un
potencial de -0.7 V (Maciejewska et al., 2006; Schafer, Maciejewska, &
Schuhmann, 2007). En la figura 26 se muestran imagenes de SECM del
biocatalizador MWCNT/MAO-A en: (a) ausencia de serotonina y (b) en presencia
de 200 ng/mL de serotonina en amortiguador de fosfatos (10 mM, pH 6.5). en la
figura 26 (a) no se aprecia la generacion de una sefial, debido a la ausencia de
serotonina en el electrolito, por otra parte, en la figura 26 (b) se observa un

incremento en la corriente catddica, indicada por las areas de color violeta, en
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presencia del sustrato. Estas respuestas se atribuyen a una mayor reduccion del
peroxido de hidrégeno producido por la enzima MAO-A que forma parte del
biocatalizador, la cual alcanzé valores de -1.5 nA a -2 nA en presencia de 500

ng/mL de serotonina.

Por medio del sistema descrito previamente y empleando el potenciostato
integrado en el equipo del microscopio electroquimico de barrido (Bio-Logic, ac-
SECM/SECM470) se examinaron las respuestas de reduccién generadas por el
biocatalizador hacia distintas soluciones de serotonina (100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900 y 1000 ng/mL) en solucién amortiguadora de fosfatos (10 mM,

pH 6.5), por medio de la técnica de voltamperometria de pulso diferencial.

La figura 27 (a) muestra las sefiales generadas por el biocatalizador en
presencia de distintas concentraciones de serotonina, observandose el incremento
de las corrientes catdédicas como consecuencia del proceso de reduccion del
peréxido de hidrégeno generado enzimaticamente por el biocatalizador
MWCNT/MAO-A. Se aprecié la generacion de picos catddicos localizados en
valores de potencial de -0.55 V y -0.65 V vs Ag/AgCl. Asimismo, se observé una
dependencia de las respuestas de reduccion hacia las distintas concentraciones
de serotonina, ya que la magnitud de las corrientes catodicas incrementé en

funcién de la concentracion de serotonina.

Los registros fueron realizados por triplicado, permitiendo la obtencion de
la curva de calibracidbn correspondiente a las sefiales registradas por el
biocatalizador (figura 27 b). Se obtuvo una respuesta lineal entre la sefial maxima
de corriente catddica y la concentracion de serotonina en un intervalo de 100
ng/mL a 400 ng/mL (S/N = 3), con un coeficiente de correlaciéon (R?) de 0.99329.
De acuerdo a la ecuacién lineal de la curva de calibracion: y= -0.008 (x) — 0.014,
se obtuvo un limite de deteccion (L.D.) de 35.6 ng/mL y un limite de cuantificacion
de 118.7 ng/mL.
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Figura 26. Imagenes de microscopia electroquimica de barrido en modo (SG/TC)
de la enzima MAO-A inmovilizada en nanotubos de carbono multipared, (a) en
amortiguador de fosfatos, (b) 200 ng/mL de serotonina en amortiguador de
fosfatos (10 mM, pH 6.5).
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Figura 27. Respuestas de reduccion generadas por el biocatalizador
MWCNT/MAO-A hacia distintas concentraciones de serotonina en soluciéon
amortiguadora de fosfatos (pH 6.5, 10 mM) (a). Curva de calibracién de la

corriente catodica vs concentracion de serotonina (b).
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De igual manera, con el objetivo de evaluar el efecto de la solucion de
fluido corporal simulado sobre el rendimiento del biocatalizador para la reduccion
del peroxido de hidrogeno generado enzimaticamente se realizaron registros de
las corrientes catddicas por medio de voltamperometria de pulso diferencial, en
presencia de distintas soluciones de serotonina preparadas en fluido corporal
simulado (pH 7.4). Como se puede observar en la figura 28 a, se identificé la
generacion de corrientes catodicas en potenciales de -0.55 V y -0.65 V vs
Ag/AgCl, coincidiendo con las sefiales observadas en los experimentos previos
con soluciones preparadas con solucién amortiguadora de fosfatos. Dichas
corrientes, relacionadas a la reduccion electroquimica del peroxido de hidrogeno,
mostraron dependencia hacia la concentracion de serotonina presente en la

solucioén.

La curva de calibracion correspondiente a los registros (figura 28 b)
indic6 que la variacion de las corrientes catédicas generadas por el biocatalizador
en funcién de la concentracién de serotonina mostré una respuesta lineal en un
intervalo de concentracién de 300 a 500 ng/mL (S/N = 3), con un coeficiente de
correlaciéon (R?) de 0.9897. La ecuacién lineal de la curva de calibracién fue
estimada como: y=-0.0064 (x)-0.0259, determinandose un limite de deteccion (L.D)
de 125 ng/mL y un limite de cuantificacion de 608 ng/mL. Estos datos indican que
el rendimiento del biocatalizador para la reduccién de peroxido de hidrégeno
disminuy6 cuando se emplearon soluciones de serotonina preparadas con fluido
corporal simulado. Este efecto puede ser atribuido la cantidad de distintos iones
gue conforman esta solucion, lo cuales pueden interferir en el comportamiento

electro-catalitico del material.

Los resultados descritos previamente indican que biocatalizador
conformado por la enzima MAO-A inmovilizada en nanotubos de carbono
mutipared esa activo, ya que posee la capacidad de generar peréxido de
hidrogeno en presencia de serotonina. La generacion de este subproducto puede
ser evaluada electroquimicamente a través de su reduccion, permitiendo una

deteccién indirecta de la serotonina.
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Figura 28. Respuestas de reduccion generadas por el biocatalizador
MWCNT/MAO-A hacia distintas concentraciones de serotonina en fluido corporal
simulado (pH 7.4) (a). Curva de calibracion de la corriente catodica vs
concentracion de serotonina (b).
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4.11. Estudios operacionales del bioelectrodo (ESC/MWCNT/MAO-A).

Estudio de estabilidad de ensayo.

Con el objetivo de evaluar el rendimiento del electrodo serigrafiado de
carbono modificado con la enzima inmovilizada en nanotubos de carbono
multipared (bioelectrodo, ESC/MWCNT/MAO-A) durante diversos ciclos de
deteccidon de serotonina se llevé a cabo un estudio de estabilidad de ensayo, el
cual consistié en el registro de las respuestas amperométricas generadas por el
bioelectrodo mediante de voltametria de pulso diferencial (DPV), en presencia de
soluciones de serotonina a concentraciones de 400 ng/mL, 600 ng/mL y 800
ng/mL en fluido corporal simulado (pH 7.4). Las respuestas generadas por cada
solucién de serotonina fueron registradas durante tres ciclos de reaccidn,
realizando un paso intermedio de lavado del bioelectrodo con fluido corporal

simulado.

Las respuestas electroquimicas generadas por el bioelectrodo se
muestran en la figura 29. Se registraron picos de oxidacién localizados en valores
de -0.2 y -0.35 V vs Ag/AgCl, en presencia de las distintas concentraciones de
serotonina evaluadas, los cuales corresponden al proceso de oxidacion de la
serotonina. De manera especifica, para la solucién de 400 ng/mL de serotonina se
observé la generacion de una sefial con un valor méximo de 8.69 YA durante el
primer ciclo, la cual presenté una disminucién durante los dos ciclos posteriores,
apreciandose valores maximos de 8.62 pA y 857 pA en los ciclos 2 y 3

respectivamente, con una desviacion estandar (o) de 0.06.

En el caso de la solucién de 600 ng/mL se registraron sefiales con valores
méaximos de 9.57 YA durante el ciclo 1, 9.50 pA en el ciclo 2 y 9.44 pA en el ciclo
3, y una desviacion estandar (o) de 0.065.Por ultimo, en presencia de la solucién
de 800 ng/mL se observaron sefiales con valores de 14.65 pA, 14.17 pA'y 13.47
WA, para los ciclos 1,2 y 3 respectivamente, con una desviacion estandar (o) de
0.59. Este aumento en la desviacion estandar puede ser atribuido a que durante
los ciclos de reaccion, una pequefia parte del biocatalizador comenzé a

desprenderse del electrodo.
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Delta de corriente/pA

En conjunto estos datos indican que la intensidad de la sefial generada
disminuy6 a través de los ciclos biocataliticos, sin embargo, de acuerdo a los
valores de desviacion estandar obtenidos, la magnitud de dicha disminucion no es
significativa, indicando que aun después de tres ciclos, las respuestas
electroquimicas generadas por el bioelectrodo son buenas, en el intervalo de
concentracion evaluado. Este comportamiento demuestra que el electrodo

modificado con la enzima MAO-A inmovilizada en MWCNT presenta una

estabilidad operacional consistente para la deteccion de serotonina.
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Figura 29. Respuestas amperométricas generadas por el bioelectrodo
ESC/MWCNT/MAO.A en presencia de soluciones de serotonina en fluido corporal
simulado (pH 7.4) durante tres ciclos de biocatalisis.). (a) 400 ng/mL, (b) 600
ng/mL y (c) 800 ng/mL.
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Estudio de interferentes en el ensayo.

El estudio de interferencias comprende una etapa crucial durante el
desarrollo de un bioelectrodo/biosensor dirigido hacia una aplicacion que requiera
el uso de fluidos o matrices biolégicas reales. El acido ascorbico (vitamina C) es
una molécula presente en diversos entornos biolégicos, se ha demostrado que
esta involucrada en procesos como: absorcion de hierro, sintesis de colageno,
regulacion de las respuestas inmunes, osteogénesis, mantenimiento de huesos y
dientes, asi como en la homeostasis neuronal, como antioxidante y cofactor
enzimético (Du, Cullen, & Buettner, 2012). Se ha observado que el &cido ascorbico
es una molécula electroactiva, ya que puede sufrir procesos de oxidacion y
reduccion; ademas de que posee la capacidad de ser un donador de electrones,
permitiendo que tenga un gran potencial antioxidante (Padayatty et al., 2003). Se
ha demostrado que los procesos de O6xido-reduccién del &cido ascérbico en
electrodos sin modificar ocurren en potenciales muy similares a los de
neurotransmisores como la dopamina y serotonina, lo cual resulta en una baja
selectividad de las sefales electroquimicas, afectando la deteccion conjunta de

estas moléculas (Perry, Li, & Kennedy, 2009).

Debido a esto, se estudio la influencia del &cido ascorbico al evaluar las
respuestas electroquimicas generadas por el bioelectrodo ESC/MWCNT/MAO-A
en presencia de soluciones de distintas concentraciones de acido ascorbico (200 a
800 ng/mL), asi como al examinar la respuesta de una solucion estandar de
serotonina (400 ng/mL) en fluido corporal simulado, con una concentracién igual
de &cido ascorbico, mediante voltamperometria ciclica y voltamperometria de

pulso diferencial.

En la figura 30 se muestra la respuesta electroquimica del bioelectrodo
ESC/MWCNT/MAO-A en presencia de acido ascorbico en fluido corporal simulado
(pH 7.4). Se identificaron picos de un proceso de oxido-reduccion en presencia de
400 ng/mL de &cido ascorbico, los cuales se ubicaron en 0.08 V y -0.04 V vs
Ag/AgCl.
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Figura 30. Registro de voltamperometria ciclica del bioelectrodo
(ESC/MWCNT/MAO-A) en presencia de una solucion de acido ascorbico (800
ng/mL) en fluido corporal simulado (pH 7.4) a 25° C.

Estas sefiales electroquimicas corresponden al proceso de electro-
oxidacion del acido ascorbico, en el que se forma acido dehidroascérbico
acompafnado por la transferencia de dos electrones y dos protones (Pisoschi, Pop,
Serban, & Fafaneata, 2014). La presencia de estas sefiales en los valores de
potencial previamente mencionados se asemeja a los valores de reportados en
otros trabajos. Por ejemplo, el grupo de Rand y colaboradores (2013) reporté la
presencia de picos de oxidacién de acido ascérbico en 0.13 V, los cuales fueron
generados por un electrodo de carbon vitreo modificado con nanofibras de
carbono (Rand y col., 2013). Por otra parte, Gupta y colaboradores reportaron que
la oxidacién del acido ascérbico ocurre a un potencial de 0.1 V en un electrodo de
carbon vitreo modificado con nanotubos de carbono multipared (Gupta, Jain, &
Shoora, 2013). Los datos obtenidos en este estudio, asi como la evidencia en la
literatura, indican que la oxidacion del acido ascérbico puede estar ocurriendo a

nivel de los nanotubos de carbono multipared que conforman el bioelectrodo.

Posteriormente se evaluaron las respuestas amperomeétricas generadas

por el bioelectrodo en presencia de distintas concentraciones de acido ascérbico
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(200, 400, 600 y 800 ng/mL) en fluido corporal simulado (pH 7.4). El analisis del
bioelectrodo por medio de voltamperometria de puso diferencial indicé la
generacion de respuestas correspondientes a la oxidacion del acido ascorbico en
el bioelectrodo (figura 31 a). Dichas respuestas se observaron entre valores de
potencial de 0.09 V y 0.11 V vs Ag/AgCI. Asimismo, se logré apreciar un aumento
de la magnitud las respuestas amperométricas en funcién de la concentracién de
acido ascorbico, apreciandose un aumento de la corriente en presencia de
concentraciones mayores. Lo cual indica que el bioelectrodo posee la capacidad

de oxidar distintas concentraciones de acido ascorbico.

La respuesta amperométrica generada por el bioelectrodo en presencia
de una solucion estandar de serotonina (800 ng/mL) en conjunto con una
concentracion igual de acido ascérbico en fluido corporal simulado se muestra en
la figura 31 (b). La evaluacién por voltamperometria de pulso diferencial indicé la
generacion de dos picos distintos de oxidacion, el primero correspondiente a la
oxidacion del acido ascorbico, localizado en 0.07 V y 0.09 V; y el segundo
originado entre 0.25 V y 0.3 V, referente al proceso de o6xido reduccién del
peroxido de hidrogeno.

No se aprecid una superposicion entre las respuestas generadas por los
procesos de oxidacion del acido ascorbico y de serotonina, indicando que el
bioelectrodo es capaz de discriminar entre ambos analitos en una misma solucién,
y por lo tanto, demuestra que la presencia del acido ascorbico en la muestra no

interfiere con la determinacién de serotonina.

87



9,5 . : . : . : . : . :

9.4 4 —e—200 ng
] —e—400ng| |
9,3 —e— 600 ng .
800 ng

9,2 4
9,14
9,0 1

8,9 1

Delta de corriente/pA

8,8 1

8,7

8,6 T T T T T T T
0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

E(V) vs Ag/AgCI

b)

14,5 |- -

14,0 - -

13,5 F .

Delta de corriente/pA

13,0 | .

12,5 | -

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
E(V) vs Ag/AgCI

Figura 31. Registros de voltamperometria de pulso diferencial del bioelectrodo
(ESC/MWCNT/MAO-A) en presencia de soluciones de acido ascorbico en fluido
corporal simulado (pH 7.4, 25 °C). (a) 200 ng/mL a 800 ng/mL), (b) respuesta del
bioelectrodo en presencia de una solucion estandar de serotonina (800 ng/mL) +

acido ascorbico (800 ng/mL) en fluido corporal simulado (pH 7.4, 25 °C).
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Estos resultados indican que el bioelectrodo desarrollado posee la capacidad de
detectar serotonina en presencia de &cido ascérbico, ya que las sefales
electroquimicas correspondientes a su oxidaciéon no interfieren con la sefal
generada por la oxidacién de la serotonina. Lo cual representa una ventaja, ya que
el bioelectrodo posee el potencial de tener un buen rendimiento cuando se
empleen fluidos que contengan este interferente, como es el caso de fluidos
biologicos reales. Sin embargo, es necesario realizar pruebas con otro tipo de
interferentes como el acido Urico, asi como otros tipos de neurotransmisores
(epinefrina, dopamina) para evaluar de una manera mas integral el rendimiento del

bioelectrodo generado.

5. CONCLUSIONES.

Se logr6 generar un biocatalizador basado en la enzima Monoamino
oxidasa-A (MAO-A) inmovilizada en nanotubos de carbono multipared (MWCNT).
A través de ensayos de cinética de acoplamiento se determiné que el rendimiento
de inmovilizacion de la enzima al soporte es de 81 %. Ademas de que se lograron
identificar cambios en la morfologia de superficie de los nanotubos de carbono,

debido a la inmovilizaciéon de la enzima.

Mediante ensayos bioquimicos se logré caracterizar el comportamiento de
la enzima inmovilizada en el soporte, encontrandose cambios en distintos

parametros bioquimicos de la enzima:

e La MAO-A inmovilizada (MWCNT/MAO-A) presentd un mejoramiento en la
afinidad catalitica hacia su sustrato (bencilamina), lo cual se evidencio al
mejorar sus parametros cinéticos (Ky Y Vimax)-

e La MAO-A inmovilizada (MWCNT/MAO-A) presentdé un pH Optimo de
actividad catalitica de 6.5 y exhibié un efecto de estabilidad a valores de pH
alcalinos.

e La MAO-A inmovilizada (MWCNT/MAO-A) mostr6 un cambio en su
temperatura optima de actividad catalitica (35 °C), ademas de presentar un

efecto de termoestabilidad a temperaturas altas.
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e La MAO-A inmovilizada (MWCNT/MAO-A) exhibié una buena estabilidad
térmica a temperaturas de 35° Cy 40° C.

e La MAO-A inmovilizada (MWCNT/MAO-A) mostré una buena estabilidad
operacional.

e La MAO-A inmovilizada (MWCNT/MAO-A) tuvo una buena estabilidad en

almacenamiento (4° C) comparada con la enzima en forma soluble.

En conjunto, estos datos demostraron que los nanotubos de carbono son

un soporte adecuado para la inmovilizacion covalente de la enzima MAO-A.

A través de la determinacion de los valores de potencial Z del
biocatalizador en presencia del sustrato (serotonina) se determiné que este
presenta una buena afinidad hacia su sustrato, a nivel interacciones

electrostaticas.

Por medio de técnicas electroquimicas como voltamperometria ciclica y
voltamperometria de puso diferencial se logré demostrar la capacidad
electrocatalitica del biocatalizador generado. Se identificaron sefales
correspondientes al proceso de oxidacion electroquimico de la serotonina.
Ademas determiné que existe una dependencia de las respuestas amperométricas

generadas por el bioelectrodo hacia cambios en la concentracion del analito.

Mediante microscopia electroquimica de barrido se demostré6 que la
enzima MAO-A inmovilizada en nanotubos de carbono mutipared conserva su
actividad catalitica, por medio de la reduccion electroquimica del subproducto
peréxido de hidrogeno. Ademas se determiné que el biocatalizador genera
respuestas electroquimicas correspondientes a la reduccion de peroxido de

hidrégeno, las cuales son dependientes de la concentracion de serotonina.

Se logro desarrollar un bioelectrodo por medio de la modificacion de un
electrodo serigrafiado de carbono, con un biocatalizador basado en la
inmovilizacion de la enzima MAO-A en nanotubos de carbono multipared
(MWCNT/MAO-A). El bioelectrodo mostr6 un buen rendimiento electrocatalitico

para la determinacion de serotonina en una solucién de fluido corporal simulado;
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presentando un intervalo lineal de 600 a 1250 ng/mL, con un limite de deteccién
de: 187.01 ng/mL (S/N = 3) y un limite de cuantificacion de: 618.59 ng/mL (S/N =
3). Por otra parte el bioelectrodo exhibi6 una buena estabilidad operacional
durante la determinaciébn de serotonina, asi como la capacidad de realizar
determinaciones de serotonina en presencia de interferente como &cido ascoérbico

y epinefrina.

Este trabajo comprende un primer acercamiento hacia el desarrollo de un
dispositivo autonomo para la determinacion de serotonina, que integre el
biocatalizador MWCNT/MAO-A. Sin embargo, para lograr el desarrollo de un
dispositivo autbnomo, como es el caso de un biosensor, es necesario disefar y
construir el sistema correspondiente al procesamiento de la sefial generada por el
transductor, con el objetivo de obtener una sefial que pueda ser interpretada de
forma sencilla por el usuario. Para el procesamiento de la sefal se pueden
emplear tecnologias basadas en la microelectronica y el micromaquinado, las
cuales permiten el disefio de sistemas de circuitos integrados, como es el caso de
la tecnologia de semiconductores complementarios de 6xidos-metélicos (en inglés
CMOS), con la que se pueden disefar arreglos de millones de transistores en
plataformas de tipo lab-on-a-chip. Por otra parte, para el potencial desarrollo de un
dispositivo se ha considerado la implementacion de tecnologias derivadas de la
manipulacion de fluidos en espacios del orden de los micrémetros (microfluidica),
las cuales ofrecen ventajas como la reduccién de los reactivos empleados para el
analisis, reducciéon de los tiempos de analisis, miniaturizacion y disminucion del
consumo de energia. En conjunto, se pretende implementar este tipo de
tecnologias para lograr el desarrollo de un dispositivo que tenga una potencial
aplicacion biomédica, como una herramienta que pueda ser empleada como

auxiliar en el diagndostico, dentro del area de la salud.
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