ESPECTROSCOPIA DE CAPACITANCIA ELECTROQUIMICA EN LA
DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LA AFINIDAD DE INTERACCION DE
FARMACOS ANTI-MITOTICOS CON 3-TUBULINA

SANDRA PATRICIA CORZO MANTILLA

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE FiSICA
BUCARAMANGA
2021



ESPECTROSCOPIA DE CAPACITANCIA ELECTROQUIMICA EN LA
DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LA AFINIDAD DE INTERACCION DE
FARMACOS ANTI-MITOTICOS CON 3-TUBULINA

SANDRA PATRICIA CORZO MANTILLA

Trabajo de Grado para optar al titulo de

Doctora en fisica

Directores
David Alejandro Miranda Mercado

Doctor en fisica

Paulo Roberto Bueno

Doctor en Fisico Quimica Tedrica

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE FiSICA
BUCARAMANGA
2021



A Mario Enrique

g.e.p.d.

"Si quieren ustedes estudiar a un hombre y conocer su alma, no presten
atencion a la forma que tenga de callarse, de hablar, de llorar, 0 a la
forma en que se conmueva por las mas nobles ideas. Miradlo mas bien

cuando rie. Si rie bien, es que es bueno".

Fiodor Dostoievski, El adolescente.



AGRADECIMIENTOS

A mi tutor, David Alejandro Miranda, gran maestro y excelente colega, por la orien-
tacion, confianza y dedicacion en este trabajo y especialmente por sus ensefianzas

y su apoyo invaluables.

Al Profesor Paulo Roberto Bueno por la asesoria y por abrirme las puertas del grupo

NANOBIONICS durante mi pasantia de investigacion.

A los profesores Stelia Carolina Méndez, Angel Manuel Meléndez, Rogelio Ospina
por sus comentarios, aportes y retroalimentacién durante los seminarios y por faci-
litarme los laboratorios GIBIM, CIMBIOS vy el laboratorio de electroquimica para el

trabajo experimental.

A Sandra, Edgar, Erika, Fredy, por el apoyo, por esas discusiones entre cafés que

inspiraron la solucién a diferentes situaciones
A todos mis colegas y compaferos de los grupos CIMBIOS, NANOBIONICS vy del
laboratorio de electroquimica que compartieron conmigo durante las diferentes eta-

pas de este proyecto.

A mi madre y mis hermanos por su comprension y apoyo incondicional y a mi padre

(g.e.p.d.) por transmitirme su amor a los libros y el conocimiento.
iA mis amigos, que saben estar cuando mas los necesito!

GRACIAS



CONTENIDO

INTRODUCCION

1. SUPERFICIE DE INTERACCION|

1.1. OBTENCION DE LA SUPERFICIE DE INTERACCION
1.1.1. Pretratamiento del electrodo de orol

(1.1.2. Obtencion de la Monocapa Autoensamblada (SAM) Mixtal
1.2. RESULTADOS Y DI ION

1.2.1. Electrodos Pre-tratados|

[1.2.2. Monocapa Autoensamblada Mixta|

2.1. INMOVILIZACION DEL RECEPTOR Y MEDIDAS DE ECE

[2.1.1. Inmovilizacion de ;- Tubulinal

[2.1.2. Evaluacion de respuesta del sensor por ECE|
2.2. RESPUESTA DEL SENSOR POR ECE

[2.2.1. Epotilona B

2.2.2. Docetaxel

2.2.3. Paclitaxell

13. INTERACCION 5-TUBULINA - FARMACO |
[3.0.1. Evaluacion de la respuesta del sensor|

| . N
[3.1.1. Dureza quimica experimentall

13.2. DUREZA QUIMICA EFECTIVA

pag.

=

&«
-



[3.2.1. Dureza quimica efectiva de farmacos taxanos |

[3.2.2. Limites de deteccion y cuantificacion|

[

[3.2.3. Afinidad de interaccion (- lubulina - Farmacos y capacidad de detec-

[ cion del sensor

4. CONCLUSIONES
IBIBLIOGRAFIA|

ANEXOS

N B E

D
=,



LISTA DE FIGURAS

pag.

Figural[l. a. Representacion de las moleculas 16-MHDA'y FcC11 utillizadas

en la construccion de la SAM. b. Representacion ideal de una SAM mixta

de 16-MHDA y FcC11)

Figura2. a. Electrodo de disco rotatorio de Metrohm Autolab. EI electrodo

esta conformado por una barra de oro recubierta de un material aislante,

de manera que solo queda expuesta su area transversa, un disco de

Figura3.  Voltamperograma de un electrodo de Au en una solucion 0.5 M

de H,5S0, saturada con N, a 100 mV//s. La region sombreada representa

la reduccion de oxidos de oro y es la utilizada para calcular el area real

L del electrodo)

Figurajd.  Curva de CV obtenida para una SAM mixta de FcC11y 16-MHDA

(9:1) en TBAC10, 20 mM , con velocidad de barrido 100 mV/s.|

UL B UL RLL

Figura[s.  Esquema de la estructura de los microtubulos formados por he-

terodimeros de tubulina. Se puede observar un modelo estructural de la

g-Tubulina, diana farmacologica de los Taxanos.|

Figurale.  Diagrama de cintas de la estructura de la o S-Tubulina'y el sitio

de union del taxol. Tomado de Orr, George A. y col Licencia numero

[ 5096030417852

Figura[/.  Esquema del sensor, sus componentes principales son un po-

tenciostato PGS TAI-204, una celda electroquimica de tres puntas y una

superticie de oro modificada que funciona como electrodo de trabajo.|

gL &L L &L L



Figura|8.  Estructura quimica de los farmacos utilizados en la evaluacion del

sensor. Los tres farmacos fueron adquiridos de Sigma Aldrich.|

Figura [9.  Representacion a.Sensor antes de Interactuar con el farmaco,

p. Circuito equivalente del sensor antes de Interactuar con el farmaco

c.Sensor despues de interactuar con el tarmaco d.Circuito equivalente,

algunos centros redox Inactivados por la interaccion del tarmaco con el

L____sensor.|

Figura [10. Grafica ideal del espectro de capacitancia en el plano comple-

|0, los cortes con el eje real representan la capacitancia a alta, C',, =

C*(w — 00), y a baja frecuencia, Cy = C*(w — 0). Su diferencia determi-

na la capacitancia redox ¢, = Cy — C'oo.|

Figura[11. Curvas voltamperométricas del sensor interactuando con diferen-

tes concentraciones de Epotilona B. Para la medida se utilizo T"BAC1O,

20 [m M| como electrolito soporte y se realizo a una velocidad de barrido

de 100. [mV/sl|

Figura[12. Graficas de Nyquist para el espectro de capacitancia electroqui-

mica del sensor interactuando con los blancos y con diterentes concen-

traciones de Epotilona B. El electrolito soporte utilizado fue T'BACI1O, 20

mM ]|, las medidas se hicieron alrededor de £/, entre 1 [M Hz|y 0.05

|H z| con voltaje pico-pico de 10 [mV/|.|

Figura[13. Curvas voltamperometricas del sensor interactuando con diteren-

tes concentraciones de Docetaxel. Para la medida se utilizé6 TBACIO, 20

/mM | como electrolito soporte y se realizo a una velocidad de barrido de

100. [mV/sl||




Figura|14. Graficas de Nyquist para el espectro de capacitancia electroqui-

| mica del sensor interactuando con los blancos y con diferentes concen-

[ traciones de Docetaxel B. El electrolito soporte utilizado fue T'BACIO,

| 20 [mM |, las medidas se hicieron alrededor de £, entre 1 [M Hz|y 0.05

| |H z| con voltaje pico-pico de 10 [mV]|

Figura|15. Curvas voltamperometricas del sensor interactuando con diteren-

[ tes concentraciones de Paclitaxel. Para la medida se utilizo TBACI[O, 20

| Im M| como electrolito soporte y se realizo a una velocidad de barrido de

| 100. [mV/s]|

Figura|16. Graficas de Nyquist para el espectro de capacitancia electroqui-

| mica del sensor Interactuando con los blancos y con diferentes concen-

[ traciones de Paclitaxel B. El electrolito soporte utilizado fue T"BAC10,4 20

| /mM], las medidas se hicieron alrededor de £/, entre 1 [MHz|y 0.05

| |H z| con voltaje pico-pico de 10 [m V]|

B LR LB

Figura[1/. Representacion del sistema molecular anclado sobre el electrodo

[ de oro (amarillo) e iInmersos en un medio electrolitico (azul), las mo-

[ leculas ancladas contienen centros redox (circulos rojos y verdes) que

| Intercambian un electron con el sustrato, todo el sistema esta expuesto

| a un potencial externo v.|

Figura[18. Curvas de calibracion obtenidas para los tres experimentos reali-

| zados con Epotilona B, utilizando la dureza quimica experimental como

[ respuesta del sensor. Se grafica n—ng en tuncion del logaritmo de la con-

| centracion de Docetaxel Log|DCT X|. Cada dato se midio por triplicado

[ y la linea solida es la recta que mejor se ajusta a la media del triplicado

gy

L___delos qatos. |

68



Figura[19. Curvas de calibracion obtenidas para los tres experimentos rea-

[ lizados con Docetaxel, utilizando la dureza quimica experimental como

[ respuesta del sensor. Se grafica n—ng en tuncion del logaritmo de la con-

| centracion de Docetaxel Log|DCT X|. Cada dato se midio por triplicado

[ y la linea solida es la recta que mejor se ajusta a la media del triplicado

L____delos gatos.

Figura [20. Curvas de calibracion obtenidas para los tres experimentos rea-

[ lizados con Paclitaxel utiizando la dureza quimica experimental como

[ respuesta del sensor. Se grafica n — np en funcion del logaritmo de la

| concentracion de Docetaxel Log|PCT' X |. Cada dato se midio por tripli-

[ cado y la linea solida es la recta que mejor se ajusta a la media del

| triplicado de los datos. |

Figural21. Esquema de la nube electronica de la superficie de interaccion del

[ sensor antes y despues de ser expuesto a un farmaco|

Figura [22. Curvas de calibracion utilizando como respuesta del sensor |a

[ dureza quimica efectiva, obtenidas con diferentes concentraciones de

[ fres farmacos.

RO B U L

Figura [23. Curvas de calibracion usando como respuesta del sensor la du-

[ reza quimica efectiva n" en funcion del logaritmo de la concentracion de

| Epotilona B, [E PO

Figura [24. Curvas de calibracion usando como respuesta del sensor la du-

[ reza quimica efectiva " en funcion del logaritmo de la concentracion de

| docetaxe, |[DCTX]. |

Figura [25. Curvas de calibracion usando como respuesta del sensor la du-

[ reza quimica etectiva n" en tuncion del logaritmo de la concentracion de

[ Paclitaxel, [PCTX]]

10



Figura 26. Diagramas de Bode de capacitancia real, " Vs f, e imaginaria

, C" Vs f, para los experimentos realizados con epotilona B, (a) y (b)

experimento 1, () y (d) experimento 2, (e) y () experimento 3.|

Figura|27. Diagramas de Bode de capacitancia real, " Vs f, e imaginaria ,

C" Vs f, para los experimentos realizados con docetaxel, (a) y (b) expe-

U8 LU

rimento 1, (c) y (d) experimento 2, (e) y (f) experimento 3.|

E

Figura|28. Diagramas de Bode de capacitancia real, " Vs f, e imaginaria ,

C" Vs f, para los experimentos realizados con paclitaxel, (a) y (b) expe-

rimento 1, (c) y (d) experimento 2, (e) y (f) experimento 3.|

11



LISTA DE TABLAS

pag.
Tabla[1.  Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) obtenidos |
[ para Epotilona, Docetaxel y Paclitaxel usando una calibracion que de- |
| pende de la superficie de interaccion|
Tabla2.  Limites de deteccion LOD y de cuantificacion LOQ calculados utili- |
[ zando la dureza quimica efectiva r,_, como respuesta del sensor.| /6

12



LISTA DE ANEXOS

pag.

Anexol|A.  Dureza quimica efectiva de farmacos taxanos. Curvas de calibracion|

Anexo|B. Diagramas de Bode de capacitancia real " e imaginaria C"| 93

Anexo|C. Jupiter Notebook para el analisis de datos| 96

13



GLOSARIO DE SIGLAS

16-MHDA Acido 16 Mercaptohexadecanoico.

CV Voltamperometria Ciclica.

DCTXL Docetaxel

ECE Espectroscopia de Capacitancia Electroquimica.

EDC 1(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida.

EPO B Epotilona B

DFT Teoria del Funcional de Densidad (Density Functional Theory
DMSO Dimetilsulféxido.

FcC11 11 ferrocenil - 1 - undecanetiol.

LOD Limite de deteccién (Limit of detection)

LOD Limite de cuantificacién (Limit of quantification)

NHS N-hidroxisuccinimida.

PCTXL Paclitaxel

SAM Monocapas autoensamblada (Self Assembled Monolayer).

STM Escaneo por microscopia electronico (Scanning tunneling microscopy).

14



RESUMEN

TiTULO: ESPECTROSCOPIA DE CAPACITANCIA ELECTROQUIMICA EN LA DETERMINACION
EXPERIMENTAL DE LA AFINIDAD DE INTERACCION DE FARMACOS ANTI-MITOTICOS CON g-
TUBULINA [

AUTOR: SANDRA PATRICIA CORZO MANTILLA [7]
PALABRAS CLAVE: MONOCAPAS, DUREZA QUIMICA, SENSORES, ANTIMITOTICOS.

DESCRIPCION: Se disefi, implementd y evalué un sensor para cuantificar la interaccién de farma-
cos antimitéticos con §-Tubulina, basado en la determinacién experimental de la dureza quimica por
Espectroscopia de Capacitancia Electroquimica (ECE).

El sensor desarrollado utiliza como receptor 5-Tubulina inmovilizada en una monocapa mixta de 11-
ferrocenil-1-undecanotiol y &cido 16-Mercaptohexadecanoico autoensamblada sobre un sustrato de
oro, el cual funciona como electrodo de trabajo en una celda electroquimica de tres puntas, junto
con un electrodo de referencia de Ag/AgC1 3 [M]y un contraelectrodo de platino. La evaluacién del
sensor se llevé a cabo midiendo el espectro de capacitancia electroquimica con diferentes concentra-
ciones de tres farmacos antimitéticos ampliamente utilizados en el tratamiento de cancer: Paclitaxel,
Docetaxel y Epotilona B. La dureza quimica se obtuvo como el inverso de la distancia entre los cortes
con las abscisas del las graficas de Nyquist de capacitancia. Los datos obtenidos se parametriza-
ron, graficaron y analizaron por medio de algoritmos desarrollados en lenguaje Python y organizados
en un Jupyter Notebook. Se calibré el sensor por medio de curvas analiticas construidas por dos
métodos diferentes, para el primero se utilizé la dureza quimica y para el segundo, se defini6 la du-
reza quimica efectiva, con la cual, se logré reducir la dependencia de la medida del sensor de las
condiciones de la superficie de interaccion, mejorando su capacidad de deteccién. Se estim6 la afi-
nidad 3-Tubulina - farmaco por medio de las isotermas de Freundlich. Los valores obtenidos para la
constante de Freundlich estan en el rango 28.20 [nM] < Ky < 57.93 [nM]. Se obtuvieron limites de

deteccién LOD y cuantificacién LOQ menores a 30 [nM] y 97 [nM] respectivamente.

Trabajo de grado

Facultad de Ciencias. Escuela de Fisica. Directores: David Alejandro Miranda Mercado PhD,
Paulo Roberto Bueno PhD

15



ABSTRACT

TITLE: ELECTROCHEMICAL CAPACITANCE SPECTROSCOPY IN THE EXPERIMENTAL DETER-
MINATION OF THE BINDING AFFINITY OF ANTI-MITOTIC DRUGS FOR -TUBULIN []

AUTHOR: SANDRA PATRICIA CORZO MANTILLA []

KEYWORDS: SELF ASSEMBLED MONOLAYERS, CHEMICAL HARDNESS, SENSORS, ANTIMI-
TOTICS, 3-TUBULIN.

DESCRIPTION:

A biosensor to quantify the binding affinity of antimitotic drugs for g - Tubulin based on the experimen-
tal determination of chemical hardness by Electrochemical Capacitance Spectroscopy was designed,
implemented, and evaluated. The biosensor developed uses as receptor S-Tubulin immobilized in
a mixed self-assembled monolayer of 11-ferrocenyl-1-undecanethiol and 16-mercaptohexadecanoic
acid on a gold substrate, which works like working electrode into an electrochemical cell of three
points, with a reference electrode of Ag/AgC! 3 [M] and a platinum counter electrode. The biosen-
sor was evaluated by measuring the electrochemical capacitance spectra of different concentrations
of three antimitotic drugs widely used in cancer treatment: Paclitaxel, Docetaxel, and Epothilone B.
The chemical hardness was obtained as the inverse of the distance between cutting points with the
abscissas of the capacitance Nyquist plot. Data was parametrized, plotted, and analyzed by using
Python algorithms developed and organized into a Jupyter Notebook. The biosensor was calibrated
by analytic curves done by two different methods, the first using the chemical hardness; for the se-
cond, the effective chemical hardness was defined, and, with this, the measurement dependence on
the interaction surface was reduced, improving the biosensor detection ability. The binding affinity of
the drug for g-Tubulin was estimated using the Freundlich isotherms. The Freundlich constant obtai-
ned for the three drugs is between the range 28.20[nM] < K; < 57.93[nM]. The limit of Detection

and Limit of Quantification for the three drugs are less than 30 [nM] and 97 [nM] respectively.

Doctoral Thesis

Facultad de Ciencias. Escuela de Fisica. Directors: David Alejandro Miranda Mercado PhD, Paulo
Roberto Bueno PhD
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INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de enfermedades causadas por factores genéticos y epige-
néticos que alteran la proliferacion celular. Sus altas tasas de incidencia y mortalidad
han hecho que se le considere uno de los mayores problemas de salud publica en-
frentados por la humanidad [l Para hacerse una idea, se estima que durante el
2020, la pandemia del SARS-CoV-2 (COVID-19) ocasion6 1.82 millones de muertes
en el mundoﬁ, mientras que por cancer murieron alrededor de 10 millones de perso-
nas el mismo afio [f| Existen diferentes métodos para el tratamiento del cancer, uno
de los mas utilizados es la quimioterapia, o uso de farmacos que, o bien, destruyen
las células cancerigenas, o detienen su crecimiento. Sin embargo, la capacidad de
mutacién de estas células les permite crear resistencia a los farmacos, convirtiendo
en un reto la busqueda de agentes anticancerigenos y el disefio de nuevos trata-

mientos cada vez mas efectivos Pl

La identificacidon de moléculas con actividad anticancerigena es la primera fase de

un largo proceso para la obtencion de posibles farmacos, de los cuales solo el 5%

' IRENE FOSTER. “Cancer: A cell cycle defect”. En: Radiography 14.2 (2008), pags. 144-149.

2 FREDDIE BRAY Yy col. “Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries”. En: CA: A Cancer Journal for Clinicians 68.6
(2018), pags. 394-424.

3 MICHAEL S.C. THOMAS y CATHY ROGERS. “Education, the science of learning, and the
COQOVID-19 crisis”. En: Prospects 0123456789 (2020), pags. 1-4.

4 INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER. Cancer Tomorrow. 2020.
5 MUTHU DHANDAPAN y AARON GOLDMAN. “Preclinical Cancer Models and Biomarkers for

Drug Development: New Technologies and Emerging Tools”. En: J Mol Biomark Diagn 8.5 (2017),
pags. 1-8.
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llega a la fase clinica; en este sentido, se hace necesaria la implementacioén de nue-
vas técnicas que permitan optimizar el tamizaje de dichas moléculas B. Un método
para evaluar la actividad anticancerigena consiste en comparar la afinidad de in-
teraccién de diferentes moléculas por una diana farmacol6gica conocida; una alta
afinidad supone mayor eficiencia y menos efectos colateralesﬂ Por ejemplo, desde
qgue se conocid la actividad antitumoral del paclitaxel y en 1967 se logrd extraer su
principio activo de la corteza del tejo del pacifico, se han llevado a cabo diversos tra-
bajos en la busqueda de nuevas moléculas naturales y artificiales que permitan la
obtencién de farmacos cuyo mecanismo de accion sea similar al del paclitaxel, estos
son los denominados farmacos taxanos. La diana farmacolégica de los taxanos es
la 5-Tubulina; por medio de esta, se unen a los microtubulos y los hiperestabilizan
deteniendo su proceso de despolimerizacion, como resultado se bloquea la divisién
celular durante la metafase, y asi, se inhibe la proliferacién celular y se induce apop-

tosis celular[]

Debido a su éxito en el tratamiento de diferentes tipos de cancer, el descubrimiento
de los farmacos taxanos se considera uno de los mayores avances de la quimiote-
rapiaﬂ Lo que hace que sea de especial interés desarrollar técnicas que permitan
cuantificar la interaccién de diferentes moléculas y complejos con la 5-Tubulina, para

implementarlas como pretamizaje de nuevos farmacos taxanos.

6  ATTA-UR-RAHMAN, M.l. CHOUDHARY y W.J THOMSEN. Bioassay Techniques for Drug Deve-
looment. 1.2 ed. CRC Press, 2001.

7 MARY ANN JORDAN y LESLIE WILSON. “Microtubules as a target for anticancer drugs”. En:
Nature Reviews Cancer 4.4 (2004), pags. 253-265.

8 JIE JACK LI. Top Drugs: Their History, Pharmacology, and Syntheses. New York: Oxford Univer-
sity Press, 2015.
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Los biosensores son de gran utilidad para traducir fenémenos bioldgicos en sefa-
les fisicoquimicas y pueden ser adaptados para su uso en el tamizaje de farmacos
taxanos. En un biosensor se hace interactuar un analito con un receptor. La union
entre un analito y su receptor esta gobernada por procesos de polarizacién y fuer-
zas de tipo electrostatico asociadas a los diferentes enlaces quimicos, de manera
que la interaccién entre la 5-Tubulina y las moléculas a estudiar puede ser detec-

tada a partir de cambios en las propiedades eléctricas y electrdnicas del sistemaﬁﬂﬂ

Por otro lado, recientemente se ha reportado que las medidas de espectroscopia
de capacitancia electroquimica (ECE) de monocapas moleculares con sondas re-
dox confinadas, pueden ser interpretadas desde el marco conceptual de la teoria
del funcional de densidad (DFT) y permite obtener experimentalmente informacién
acerca de la dureza quimica del sistemal['’} La dureza quimica es un indice de reac-
tividad ligado a la densidad electrénica y por tanto altamente sensible a los cambios
ambientales del sistemalﬂ que puede ser utilizado para cuantificar interaccion de

un receptores anclados en la monocapa con sus respectivos analitos.

El objetivo principal planteado para esta investigacion fue disefar un biosensor ba-

sado en espectroscopia de capacitancia electroquimica para cuantificar la interac-

® EDWARD C. HULME y MIKE A. TREVETHICK. “Ligand binding assays at equilibrium: Validation
and interpretation”. En: British Journal of Pharmacology 161.6 (2010), pags. 1219-1237.

10 T. KENAKIN. A Pharmacology Primer: Techniques for More Effective and Strategic Drug Disco-
very. Elsevier Science, 2018.

" DAVID A. MIRANDA y PAULO R. BUENO. “Density functional theory and an experimentally-
designed energy functional of electron density”. En: Phys. Chem. Chem. Phys. 18.37 (2016),
pags. 25984-25992.

2. GUY MAKOV. “Chemical Hardness in Density Functional Theory”. En: The Journal of Physical
Chemistry 99.23 (1995), pags. 9337-9339. DOI:|10.1021/j100023a006.
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cion de farmacos antimitéticos con 5-Tubulina. Con este fin, se implementé un sis-
tema para medir el espectro de capacitancia electroquimica de S-Tubulina interac-

tuando con diferentes concentraciones de farmacos taxanos.

La investigacién se dividio en tres partes: primero, la obtencién de la superficie de
interaccion; segundo, la funcionalizacidén y evaluacidén del sensor y tercero, el ana-
lisis de la interaccion de los farmacos estudiados con la g-Tubulina. La descripcion
de cada una de estas partes incluye fundamentos teéricos, procedimientos y resul-
tados, y se presenta en cada uno de los capitulos: superficie de interaccion, capitulo
(1); funcionalizacion y evaluacién del sensor, capitulo (2); interacciéon s-Tubulina -
farmaco, capitulo (3), y finalmente, en el capitulo (4) se presentan las conclusiones

del trabajo.
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1. SUPERFICIE DE INTERACCION

Los sensores son dispositivos analiticos que incorporan material bioldégico a un
micro-sistema de transduccién fisicoquimico. De acuerdo con su sistema de trans-
duccién, se clasifican en opto-electronicos, bioluminiscentes, piezoeléctricos, ter-
mistores, o electroquimicos. Estos ultimos, sobresalen por su capacidad de convertir
eventos bioldgicos en senales eléctricas sin requerir ningun tipo de marcaje de las

especies en estudio 7]

La sensibilidad de un sensor electroquimico esta altamente influenciada por las pro-
piedades de la superficie en la que la muestra entra en contacto con el receptor,
en general, la muestra esta conformada por diferentes moléculas entre las que se
puede encontrar el analito especifico que se une al receptor. Si las moléculas no
especificas se adsorben sobre la superficie sélida del transductor afectaran negati-

vamente la calidad de la sefal [[4

Se han desarrollado multiples técnicas de ingenieria de superficies para optimizar
la sefal de transduccién, una de ellas es el uso de monocapas autoensambladas
(SAM’s), estructuras organicas altamente organizadas, formadas por la quimisorcion

espontanea de moléculas sobre una superficie [?] Este método es ampliamente uti-

3 PIYUSH PARKHEY y S. VENKATA MOHAN. Biosensing applications of microbial fuel cell: Ap-
proach toward miniaturization. Elsevier B.V., 2018, pags. 977-997.

4 MANDEEP SINGH, NAVPREET KAUR y ELISABETTA COMINI. “The role of self-assembled
monolayers in electronic devices”. En: Journal of Materials Chemistry C 8.12 (2020),
pags. 3938-3955.

15 A.J. MUSCAT. Self-assembly of functionalized organic molecules on flat solid surfaces. Elsevier,
2018, pags. 810-816.
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Figura 1. a. Representacion de las moléculas 16-MHDA y FcC11 utilizadas en la
construccion de la SAM. b. Representacion ideal de una SAM mixta de 16-MHDA y
FcC11.
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lizado en el desarrollo de sensores debido a su versatilidad, a que facilitan el anclaje
de receptores especificos y el bloqueo de sitios no especificos y emulan el proceso

natural de reconocimiento molecular [¢]

En este trabajo se utiliz6 una SAM mixta de 11-ferrocenil-1-undecanotiol (FcC11) y
acido 16 Mercaptohexadecanoico (16-MHDA) ensamblada sobre un sustrato de oro.
Estas moléculas estan conformadas por un grupo tiol, una cadena carbonada y un

grupo funcional (figura[f]a). Los grupos tiol presentan alta afinidad por el oro, con el

6 SILVIA FERRETTI y col. “Self-assembled monolayers: A versatile tool for the formulation of bio-
surfaces”. En: TrAC - Trends in Analytical Chemistry 19.9 (2000), pags. 530-540.
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que forman una unién fuerte dando estabilidad a la molécula["7|["¥ La cadena carbo-
nada favorece el ensamblaje organizado por medio de fuerzas de Van der Waals y
funciona como espaciador, garantizando que el grupo funcional mantenga una dis-
tancia fija respecto al sustrato EL El grupo carboxilo del 16-MHDA facilita el anclaje
de la proteina que se utiliza como receptor, mientras que el ferroceno del FcC11,
funciona como una sonda redox atada a la superficie, dado que puede intercambiar
un electrén con el sustrato de oro, al aplicar una corriente externa al sistema, ocurri-
ran procesos reversibles de oxidacién-reduccion en la superficie??|P7] La figura [}b,

es una representacion ideal de la SAM implementada.

1.1. OBTENCION DE LA SUPERFICIE DE INTERACCION

En esta fase se buscé obtener SAM’s con alta densidad de empaquetamiento, esta-
bilidad y reproducibilidad, estos factores son influenciados por el tipo de disolvente
utilizado, la temperatura, el tiempo de formacién y las propiedades superficiales del

sustrato. El disolvente mas utilizado debido a su naturaleza polar es el etanol. El

7 THOMAS BURGI. “Properties of the gold-sulphur interface: from self-assembled monolayers to

clusters”. En: Nanoscale 7.38 (2015), pags. 15553-15567.

8 PETER MAKSYMOVYCH y col. “Gold adatom as a key structural component in self-assembled
monolayers of organosulfur molecules on Au(1 1 1)”. En: Progress in Surface Science 85.5-8
(2010), pags. 206-240.

9 R. COLORADO y T.R. LEE. “Thiol-based Self-assembled Monolayers: Formation and Organi-
zation”. En: Encyclopedia of Materials: Science and Technology. Ed. por K.H. Jirgen Buschow
y col. Oxford: Elsevier, 2001, pags. 9332 -9344.

20 LARRY R. FAULKNER ALLEN J. BARD. Electrochemical Methods: Fundamentals and Applica-
tions. second. New York: JOHN WILEY & SONS, INC., 2000, pags. 368-414.

21" NAOYUKI HIRATA y col. “Excited electron dynamics at ferrocene-terminated self-assembled mo-

nolayers on Au(1 1 1): Lengthened lifetime of image potential state”. En: Chemical Physics Letters

561-562 (2013), pags. 131-136.
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tiempo de formacién varia entre 12 y 24 horas, aunque la union de los tioles al oro
solo toma unos minutos, el tiempo restante es requerido para que las cadenas car-
bonadas se direccionen por medio de interacciones de Van der Waals y puentes de

hidrégeno hasta alcanzar un empaquetamiento compacto y mayor estabilidad .

Es importante reducir a un minimo la cantidad de imperfecciones del sustrato, tales
como defectos de grano, rugosidad y la presencia de moléculas absorbidas del am-
biente, los métodos a utilizar para lograr esto varian de acuerdo con el material y
geometria del sustrato a utilizar, en este caso se utilizd oro sélido en forma cilindrica
y se realiz6 pulido mecanico acomparnado de limpieza electroquimica. La rugosidad
del sustrato también se puede estimar por medios electroquimicos, que permiten
calcular el area electro-activa y compararla con el area geométrica F_ZL Una vez el
sustrato se encuentra en condiciones apropiadas, basta exponerlo a una solucién
gue contenga las moléculas a ensamblar durante un tiempo determinado para obte-

ner la monocapa.

A continuacion, se describe detalladamente el procedimiento que se siguié tanto en

el pretratamiento como en la formacion de la SAM:

1.1.1. Pretratamiento del electrodo de oro  Como sustrato para el ensamblaje
de la SAM se utilizé un electrodo de disco rotatorio de oro, de 2 [mm] de didmetro,
marca Metrohm (figura[2]a). El electrodo fue sometido a pulido mecanico con 6xido
de aluminio de tamano de grano decreciente de 1 [um], 0.3 [um] y 0.05 [um], inter-

calados con sonicacién en agua Milli-Q tipo |, durante 2 minutos (figura [2/b). Una

22 TJAGO A. BENITES; WILLIAN C. RIBEIRO; MARCIO S. GOES; ANTONIO A. P. FERREIRAI;
PAULO R. BUENO. “Efeitos da Rugosidade Superficial nas Propriedades de Passivacdo de Mo-
nocamadas Organicas Automontadas”. En: Quim. Nova 37.9 (2014), pags. 1533-1537.
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Figura 2. a. Electrodo de disco rotatorio de Metrohm Autolab. El electrodo esta
conformado por una barra de oro recubierta de un material aislante, de manera que
solo queda expuesta su area transversa, un disco de 2mm de didmetro b. Pulido
mecanico con 0xido de aluminio

Superficie

aislante ll /
'\ :
7

(@) (b)

vez obtenido un acabado tipo espejo, se procedié a realizar 60 ciclos de desorcion
electroquimica en NaOH 0.5 [M] en una ventana de potencial de —1.5 [V] a —0.5 [V]
con una velocidad de barrido 100[mV/s], seguida de 50 ciclos de Voltamperometria
ciclica (CV) en H,SO4 0.5 M saturada con nitrégeno, entre —0.2 [V] y 1.5 [V] a 100
[mV/s].

Finalmente se calcul6 el factor de rugosidad, f,, como el cociente entre el area real,
A, y el area geométrica, A,; fr = 2—;. Donde A, es el valor obtenido al integrar
el pico catodico del ultimo ciclo de la CV en H,S0O,, dividido en la constante de
conductividad del oro ¢ = 410 [£5] P

cm?

1 [t
A, =— | IdE (1)

cv Jy,

2 FLAVIO C.B. FERNANDES y col. “Comparing label free electrochemical impedimetric and capa-
citive biosensing architectures”. En: Biosensors and Bioelectronics 57 (2014), pags. 96-102.
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Donde v = 22 es la velocidad de barrido y £ el potencial variable en el tiempo.

1.1.2. Obtencioén de la Monocapa Autoensamblada (SAM) Mixta  Para la cons-
truccion de la SAM se indujo quimisorcion de moléculas tioladas (moléculas que
contienen un grupo tiol (-SH)) sobre el oro, por inmersién de la superficie pretratada
en una solucion de FcC11 y 16-MHDA (9 : 1) en etanol, durante 16 horas a tempe-
ratura ambiente (~ 24 °C'). Posteriormente se retir el electrodo de la solucién, se

lavé con etanol y agua Milli-Q tipo | y se secd con gas de nitrégeno.

Una vez obtenida la SAM, se estudié su comportamiento electroquimico por CV en
Perclorato de tetrabutilamonio (TTBAC10,) 20 [mM] disuelto en acetonitrilo y H,O
en una relacion 20:80. Se realizaron 10 ciclos de CV con velocidad de barrido 100
[mV/s| entre —0.1 [V]y 0.5 [V].

Con el ultimo pico de CV se calcul6 el potencial de media onda FE,/,, como el valor
medio entre los potenciales correspondientes al pico anddico E,, y al pico catodico
E

PC:

Epa + EPC

Ey)p = 5

Posteriormente se utilizara este valor para las medidas de ECE.

1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Una de las mayores dificultades experimentales que se present6 durante el desarro-

llo del sensor fue la obtencion de superficies de interaccién altamente reproducibles,

24 S.TRASATTIy O. A PETRII. “Real surface area measurements in electrochemistry”. En: Journal
of Electroanalytical Chemistry 327.1-2 (1992), pags. 353-376.
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este es uno de los obstaculos mas comunes en la fabricacién de diferentes sistemas
de deteccion de interaccion entre un analito y su receptor especifico P°l Las condi-
ciones superficiales del sustrato son clave, pero no la Unica condicién, para obtener
una superficie de interaccion reproducible, por esta razén cuando los electrodos no
mostraron condiciones apropiadas después del pretratamiento, este se repitio hasta

gue se obtuvieron condiciones satisfactorias.

Una vez ancladas las moléculas sobre la superficie de oro, se evaludé su comporta-
miento por técnicas electroquimicas, el comportamiento electroquimico de este tipo
de SAM’s es bien conocido, todas las SAM’s que no presentaron el comportamiento

esperado fueron descartadas.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante el pretratamiento del
sustrato de oro y la formacion de la SAM y se describen los criterios de evaluacién

que se tuvieron en cuenta:

1.2.1. Electrodos Pre-tratados  La seleccion de los sustratos de oro para la for-
macién de las SAM’s se llevd a cabo de acuerdo a dos criterios: Primero, se verificd
que la curva obtenida en el ultimo ciclo de la CV descrita en la seccién (1.1.1),
coincidiera con el perfil del oro policristalino en H,SO,, 0.5 [M] reportado en la lite-
ratura. La curva de la figura [3 es un ejemplo de los voltamperogramas obtenidos
de electrodos cuya superficie se consider6 6ptima para la formacion de la SAM. En
ella se pueden identificar tres regiones caracteristicas. La primera se conoce como
zona capacitiva y en la figura [3 se observa entre 0 [V] y ~ 0.75 [V]. En este tramo

se espera que la respuesta de la corriente al potencial variando en sentido positivo

25 FELIPE F. HUDARI y col. “Reagentless Detection of Low-Molecular-Weight Triamterene Using
Self-Doped TiO2 Nanotubes”. En: Analytical Chemistry 90.12 (2018), pags. 7651-7658.
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tenga simetria especular con la correspondiente respuesta a la variacién del poten-
cial en sentido negativo, lo contrario indicaria que durante el proceso la superficie
esta sufriendo cambios que afectan su naturaleza, por ejemplo, por deposicién de
especies disueltas en la solucion P8 La adsorcién de diferentes especies sobre la
superficie de oro se vera reflejada en cambios en esta regidn, la presencia de picos
y el aumento significativo del area encerrada por la curva indican que la superficie

no se a limpiado adecuadamente para la formacién de la SAM.

Las siguientes regiones corresponden a los procesos de oxido-reduccion. En res-
puesta a la variacion del potencial, circula una corriente faradaica sobre la superficie,
una monocapa de 6xidos se forma y se remueve en cada ciclo EL Aproximadamen-
te entre 1.20 [V] y 1.50 [V], se encuentran los picos de oxidacién del oro, como el
electrodo es de oro policristalino se identifican los picos correspondientes a las su-
perficies (100), (110) y (111). Si sobre la superficie hay especies adsorbidas, por
ejemplo, del ambiente, se puede dificultar diferenciar estos picos o pueden aparecer
nuevos. El pico catddico o de reduccion de 6xidos de oro se observa cerca de 0.9
[V], esta region est4 relacionada con el desgaste del electrodo, y es utilizada para
calcular el area real de la superficie. La presencia de rugosidades y defectos sobre

la superficie del electrodo se vera reflejada en un pico catédico muy pronunciado.

El segundo criterio fue el factor de rugosidad f,, en el calculo de este parametro se
asume que el oxigeno forma una monocapa sobre la superficie de oro, de manera

que la relaciéon de a&tomos de oxigeno con atomos de oro es 1:1, bajo este razona-

26 XINGXING XU vy col. “Revisiting the factors influencing gold electrodes prepared using cyclic

voltammetry”. En: Sensors and Actuators, B: Chemical 283 (2019), pags. 146-153.

27 A. HAMELIN y A. M. MARTINS. “Cyclic voltammetry at gold single-crystal surfaces. Part 2. Beha-
viour of high-index faces”. En: Journal of Electroanalytical Chemistry 407.1-2 (1996), pags. 13-21.
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Figura 3. Voltamperograma de un electrodo de Au en una solucion 0.5 M de
H,S0, saturada con N, a 100 mV//s. La region sombreada representa la reduccion
de 6xidos de oro y es la utilizada para calcular el area real del electrodo.
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miento el area encerrada por el pico de reduccion de 6xido de oro esta directamente
relacionado con el area electro-activa 6 area real del electrodo, que dividida en el
area geomeétrica proporciona el factor de rugosidad. A pesar de las aproximaciones
necesarias, se ha mostrado que la rugosidad calculada por este método es com-
parable con la obtenida por métodos fisicos como el escaneo por microscopia de
efecto tunel (STM), con la ventaja de presentar resultados en tiempo real y de no
requerir una geometria especifica de muestra 24, Mientras mas cercano sea f, a la
unidad, mas parecido es el valor del area real al area geométrica, indicando menor
rugosidad. En este caso, se seleccionaron como 6ptimos todos los electrodos con
fr <14

Ademas de las especies adsorbidas del ambiente, las alteraciones en el area ca-
pacitiva o en los picos de oxidacion se pueden atribuir a la fuga de iones de cloro
del electrodo de referencia, asi como a la deposicion de iones de platino del con-

traelectrodo. Estos iones, se disuelven en la solucién y pueden formar complejos
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que terminan por depositarse en la superficie alterando su estructura. Durante los
experimentos fueron muy pocos los casos en que se debid repetir la limpieza de los
electrodos por este tipo de alteraciones, de lo cual, se puede deducir que la presen-
cia de especies adsorbidas del ambiente o de la solucidon fue escasa. Sin embargo,
aunqgue la mayoria de los voltamperogramas coincidieron con el perfil indicado, en
muchos de los casos el pico de reduccion alcanzé valores absolutos de corriente su-
periores a 300 [ A], evidenciado alta rugosidad del electrodo, la cual, se confirmoé al
calcular valores de f, > 1.4. Estos valores se pueden asociar tanto a fallas durante
el proceso de pulido mecanico, que representa una de las mayores dificultades en
la obtencién de superficies reproducibles, como al desgaste sufrido por el electrodo
durante la CV.

En general, obtener el perfil del oro y los factores de rugosidad aceptables, siguien-
do el proceso descrito en la seccion (1.1.1), fue mas sencillo durante los primeros
experimentos, es decir, cuando los electrodos tenian poco uso. Sin embargo, tras
someter los electrodos a sucesivas limpiezas, después de varios experimentos, se
evidencio el desgaste de la superficie de oro reflejado en un mayor grado de difi-
cultad para obtener valores de rugosidad aceptables. En los ultimos experimentos
realizados, correspondientes a Docetaxel, el mejor factor de rugosidad obtenido fue
de f, = 1.4, en contraste con los primeros experimentos (correspondientes a Epoti-

lona B) en los que este parametro oscilé en el rango 1.1 < f, < 1.2.
1.2.2. Monocapa Autoensamblada Mixta Las curvas voltamperométricas per-

miten verificar el correcto anclaje de las moléculas al sustrato de Au. En el caso de

una SAM mixta de FcC11y 16-MHDA (9 : 1), las CV’s se caracterizan por la presen-
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Figura 4. Curva de CV obtenida para una SAM mixta de FcC11 y 16-MHDA (9:1)
en TBACIO4 20 mM, con velocidad de barrido 100 mV/s.
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cia de picos de reduccidn y oxidacion debidos a los de ferrocenos del FcC11 |7_g| La

densidad de empaquetamiento y estructura organizada de la SAM se evidencia en

la simetria de la curva, un voltamperograma carente de simetria indica un anclaje

poco organizado de las moléculas. Adicionalmente, la diferencia entre el voltaje del

pico anddico y el catédico AE, debe ser menor a 60 [mV], si la superficie tiene un

comportamiento reversible.

Aunque la CV no es una técnica ideal para cuantificar la concentracion de especies,
la corriente de pico puede asociarse con la densidad superficial de moléculas de
FcC11 BIB8 En este caso, la corriente de pico fue muy variable de una monoca-

pa a otra y en algunos casos muy inestable. Para continuar los experimentos, se

28 ADRIANO SANTOS y PAULO R. BUENO. “Glycoprotein assay based on the optimized immittan-
ce signal of a redox tagged and lectin-based receptive interface”. En: Biosens. Bioelectron. 83
(2016), pags. 368-378.
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seleccionaron las SAM’s que presentaron valores de corriente de pico desde 0, 42
[tA] hasta 1.5 [ A]. El potencial de media onda oscil6 entre 0.35 [V] y 0.4 [V] para
todas las SAM’s seleccionadas. Se descartaron las SAM’s cuya corriente de pico no
superd 0.4 [ A], las que no presentaron estabilidad después del séptimo ciclo de CV
y las que presentaron un AE, > 60 [mV] debido a que estos son indicadores de un

anclaje de moléculas muy pobre o poco organizado.

En la literatura se ha reportado que las SAM’s de moléculas tioladas cuentan con al-
ta estabilidad y son faciles de obtener. Sin embargo, también se sabe que las SAM’s
gue contienen moléculas con grupos terminales pesados, como el ferroceno, tienen
un menor grado de organizacion en su estructura, menor densidad de empaqueta-
miento y se ha reportado que este tipo de moléculas tiende a formar multiples capas
iﬁil

En esta etapa se presentaron grandes dificultades con la obtencién de monoca-
pas estables y reproducibles, alrededor del 40 % de las SAM fabricadas se debieron
descartar, en su mayoria por presentar corrientes de pico muy bajas o inestables.
Teniendo en cuenta que para la quimisorcion de las moléculas solo se utilizaron sus-
tratos que presentaran condiciones éptimas, la dificultad para obtener la SAM mixta
con alta reproducibilidad se atribuy6 al comportamiento intrinseco de las moléculas
utilizadas, esto evidencia la necesidad de estudiar otros tipos de superficies que per-
mitan alta sensibilidad como lo hacen las SAM’s con sondas redox ancladas, pero

qgue cuenten con mayor reproducibilidad .
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2. FUNCIONALIZACION Y EVALUACION DEL BIOSENSOR

Uno de los componentes mas importantes de un biosensor es el elemento de re-
conocimiento o receptor, encargado de reconocer al analito de interés; su seleccién
depende de las aplicaciones que tendra el biosensor. En este caso, se utilizé6 (-
Tubulina, una proteina que junto con la a-Tubulina forma heterodimeros complejos.
De la polimerizacion de varios heterodimeros de « g-Tubulina resultan largos fila-
mentos proteicos tubulares denominados microtubulos. Los microtubulos son parte
esencial del citoesqueleto, una estructura encargada de dar forma y dinamismo a la
célula. Los microtubulos tienen la capacidad de aumentar y reducir su tamafo por
polimerizacion y despolimerizacién de heterodimeros de Tubulina. Esta habilidad
juega papel muy importante en la divisién celular, durante la interfase los microtu-
bulos se desensamblan y se reorganizan para formar el uso celular que permite la

separacion de los cromosomas .

La s-Tubulina es la diana farmacolégica de los taxanos, los cuales, al unirse a esta
proteina, hiperestabilizan los microtubulos, bloquean la division celular durante la
metafase y como resultado inhiben la proliferacion celular P°lEn la figura [5] se pre-

senta un esquema de de los microtubulos, y el punto de anclaje de los farmacos de

tipo taxano |}

29 PHILIPPA CHEETHAM y DANIEL P. PETRYLAK. “Tubulin-targeted agents including docetaxel
and cabazitaxel”. En: Cancer Journal (United States) 19.1 (2013), pags. 59-65.

30 FILIP BORYS y col. “Intrinsic and Extrinsic Factors Affecting Microtubule Dynamics in Normal and
Cancer Cells”. En: Molecules 25.16 (2020).

31 DAVID VELA-CORCIA y col. “Analysis of 3-tubulin-carbendazim interaction reveals that binding

site for MBC fungicides does not include residues involved in fungicide resistance”. En: Scientific
Reports 8.1 (2018), pag. 7161.
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Figura 5. Esquema de la estructura de los microtubulos formados por
heterodimeros de tubulina. Se puede observar un modelo estructural de la
B-Tubulina, diana farmacolégica de los Taxanos.

™ Terminal C

B -Tubulina

<> Taxanos

El sitio de union y el mecanismo de estabilizacion del taxol han sido tema de dis-
cusion en los ultimos anos, gran parte de los estudios sugieren que hay dos puntos
principales de union ambos en la S-tubulina: El primero localizado en la cara ex-
terna del microtubulo, denominado poro tipo I, al cual, se une inicialmente el taxol
para luego disociarse e ingresar al segundo sitio de unién, un bolsillo hidrofébico en
el lumen de los microtubulos entre el dominio intermedio los aminoacidos 1-31 del
terminal N y los residuos 217-233 de la $-tubulina, en contacto con el lazo M (Ver

figurd6) 2 Con este sitio interactta principalmente el anillo taxano por formacion

32 GEORGE A. ORR Yy col. “Mechanisms of Taxol resistance related to microtubules”. En: Oncogene
22.47 REV. ISS. 6 (2003), pags. 7280-7295.
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Figura 6. Diagrama de cintas de la estructura de la « g-Tubulina y el sitio de union
del taxol. Tomado de Orr, George A. y col Licencia numero 5096030417852

B - Tubulina

puentes de hidrégeno y contactos hidrofébicos °|f% de esta manera estabiliza al

lazo M y favorece la polimerizacion 9|9

Otros agentes estabilizadores que presentan diferencias estructurales con el taxol,

comparten con este el sitio de unién, un ejemplo son las epotilonas que compiten

con el taxol para unirse a la S-tubulina, lo que indica que sus sitios de union se su-
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perponen. Las epotilonas forman puentes de hidrégeno e interacciones polares con
residuos aminoacidos del sitio de unién del taxol que son claves en la interaccion

del taxol con la 3-tubulina &7

Uno de los métodos mas utilizados para funcionalizar las SAM’s con el elemento
de reconocimiento es la inmovilizaciéon covalente por medio de EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) y NHS (N -hidroxisuccinimida), el EDC activa los
grupos carboxilos de las moléculas en la SAM, para que formen un enlace covalen-
te con los grupos — N H, del receptor, mientras que el NHS estabiliza al EDC dando
mayor eficiencia a la reaccion P¥F% Estudios tedricos predicen que los sitios de unién
mas probables entre la 5-Tubulina y los grupos carboxilos en la SAM son los amino-
acidos H15405y GLU411 Ffl cuya ubicacion es opuesta al bucle M, reportado como
el sitio de union del taxol @, es decir, la inmovilizacion es tal, que el sitio de unién del

taxol queda expuesto para interactuar con la muestra.

La superficie modificada y funcionalizada con el receptor especifico integrada a un
sistema de medicion constituye el biosensor. Para garantizar el correcto funciona-

miento de un biosensor se suele evaluar su respuesta utilizando muestras cuya

37 JAMES H. NETTLES y col. “The binding mode of epothilone A on «,-tubulin by electron crysta-
llography”. En: Science 305.5685 (2004), pags. 866-869.

38 MARCEL J E FISCHER. “Amine Coupling Through EDC/NHS: A Practical Approach.” En: Surface
Plasmon Resonance: Methods and Protocols (2010), pag. 255.

3% NIKIN PATEL y col. “Immobilization of protein molecules onto homogeneous and mi-
xed carboxylate-terminated self-assembled monolayers”. En: Langmuir 13.24 (1997),
pags. 6485-6490.

40 BARTOSZ TRZASKOWSKI y col. “Modeling Tubulin at Interfaces. Immobilization of Microtubu-

les on Self-Assembled Monolayers”. En: The Journal of Physical Chemistry B 109.37 (2005),
pags. 17734-17742.
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afinidad de interaccion por el receptor especifico sea conocida. El biosensor de-
sarrollado en este trabajo se basa en ECE, su respuesta mide los cambios en la
capacitancia electroquimica o capacitancia redox, C.,., de una monocapa molecular
autoensamblada sobre el electrodo de trabajo ']’ C, esta asociada a procesos de
oxidacién-reduccion de la superficie molecular, por tanto, para medirla se requiere
la presencia de especies redox ancladas a la superficie, como es el caso de la SAM
mixta descrita en el capitulo (1). Es importante notar que C, no es una capacitancia
electrostatica clasica, sino que esta ligada al potencial electroquimico y por tanto,

depende de la densidad de estados,

@_A%i

O=—w=4TE

(3)

Donde ¢ es la carga fundamental, »n la densidad numérica de e, Q = Ane es la
carga total suministrada al sistema, I' la cobertura superficial de moléculas redox,
f =  eslafraccion de ocupacion y E; la energia de Fermi m

Para un nivel de energia C, esta dada por:

e’

C, =
KgT

f=17) (4)

Y es maxima para f = i que corresponde al potencial de media onda E% 23

41 ADRIANO SANTOS y col. “Impedance-derived electrochemical capacitance spectroscopy for the

evaluation of lectin—glycoprotein binding affinity”. En: Biosensors and Bioelectronics 62 (2014),
pags. 102-105.

42 PAULO R. BUENO, GUSTAVO T. FELICIANO y JASON J. DAVIS. “Capacitance spectros-
copy and density functional theory”. En: Physical Chemistry Chemical Physics 17.14 (2015),
pags. 9375-9382.

43 PAULO R. BUENO, GIULIA MIZZON y JASON J. DAVIS. “Capacitance spectroscopy: A versatile
approach to resolving the redox density of states and kinetics in redox-active self-assembled
monolayers”. En: Journal of Physical Chemistry B 116.30 (2012), pags. 8822-8829.
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Esta técnica cuenta con alta sensibilidad a la interaccién de la SAM con su entorno,
lo que la hace ideal para identificar y cuantificar interaccién entre un receptor y su
analitd®[*] Adicionalmente permite acceder a la dureza quimica del sistema ™, co-

mo se discutira mas adelante.

Experimentalmente la ECE consiste en medir el espectro de impedancia electroqui-
mica y calcular el espectro de capacitancia electroquimica. La impedancia Z*(w) y
la capacitancia C*(w) son dos cantidades complejas que se relacionan por medio
de la expresion:

1

C*(w) = 07 (@) (5)

Donde j = v/—1y w es la frecuencia angular. Las partes real e imaginaria se pueden

resolver por analisis fasorial,
C' = 7" (6)

o' = (,OZ/ (7)

Siendo ¢ = ;7 B2

Para obtener la capacitancia redox son utiles los diagramas de Nyquist de capaci-
tancia, graficas de C” Vs C’ que se asemejan a un semicirculo, C, se calcula como
la distancia entre los cortes de dicho semicirculo con las abscisas y es inversamente

proporcional a la concentracion del analito 2.

44 JOSHUA LEHR y col. “Label-free Capacitive Diagnostics: Exploiting Local Redox Probe State
Occupancy”. En: Analytical Chemistry 86.5 (2014), pags. 2559-2564.
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2.1. INMOVILIZACION DEL RECEPTOR Y MEDIDAS DE ECE

2.1.1. Inmovilizacion de 5-Tubulina  Para inmovilizar la 5-Tubulina en la SAM, se
activaron los grupos carboxilos del 16-MHDA incubando el electrodo en una solucién
acuosa de EDC-NHS ( 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 0.4[A] y N-Hidroxisuccinimida
0.1[M]) durante 30 minutos.

Cumplidos los 30 minutos se lavo la superficie con agua MilliQ tipo I, se secd con
gas nitrégeno y se incubo durante 1 hora con una alicuota de 20 [nL] de g-Tubulina
1 [pM] en Tris — HCl pH 7.5. Finalmente, se lavo y secé nuevamente el electrodo y
se bloquearon lo sitios inespecificos por inmersidn de la superficie en etanolamina
1 [M].

2.1.2. Evaluacion de respuesta del sensor por ECE  El sistema de medicion
consiste en una celda electroquimica de tres puntas, en la que, la superficie de oro
modificada y funcionalizada con /-Tubulina funciona como electrodo de trabajo. Co-
mo referencia se utilizé un electrodo de Ag/AgCl [3M]y como contra-electrodo un
hilo de platino. Los electrodos fueron conectados a un potenciostato PGSTAT-204
de Metrohm - Autolab equipado con modulo FRA-32M y controlado por el software
NOVA 1.11, por medio del cual se impone un potencial externo variable al siste-
ma y se registra la corriente de respuesta para obtener el espectro de impedancia
electroquimica compleja (Ver figura [7] Durante la medicién se utilizé una jaula de
Faraday para aislar la celda electroquimica y reducir el ruido externo. El sistema fue

programado para calcular el espectro de capacitancia electroquimica utilizando las

ecuaciones (9),(6) y ().

Para evaluar la respuesta del sensor se utilizaron tres diferentes farmacos con ac-

tividad antimitética conocida: Paclitaxel (PCTXL) Cy;Hs; NO,4, Docetaxcel (DCTXL)
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Figura 7. Esquema del sensor, sus componentes principales son un potenciostato
PGSTAT-204, una celda electroquimica de tres puntas y una superficie de oro
modificada que funciona como electrodo de trabajo.

Detector

S CH2(CHz)gCH:SH
[*) F:e

<

Superficie de Au

o modificada

HSCH3(CHz) |3CH2)LOH

Cy3Hs3NOq4 y Epotilona B (EPO B) Cy; H;1 NOgS. La evaluacién consistié en expo-
ner el biosensor a diferentes concentraciones de cada uno de los farmacos y medir
su espectro de capacitancia electroquimica alrededor del potencial de media onda

FE )5, para posteriormente obtener C,.

Las diferentes concentraciones de farmaco se obtuvieron por dilucion del mismo en

Figura 8. Estructura quimica de los farmacos utilizados en la evaluacion del sensor.
Los tres farmacos fueron adquiridos de Sigma Aldrich.

(a) Paclitaxel (b) Docetaxel (c) Epotilona B
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dimetilsulféxido (DMSQ) de grado de biologia molecular. Los blancos corresponden
a DMSO sin farmaco. En cada experimento se realizaron medidas de ECE de al
menos 3 blancos, con el fin de estabilizar la respuesta que se tomé referencia para
las siguientes medidas. La respuesta se considera estable si la variacion entre los
C, obtenidos para los diferentes blancos es mucho menor que la variacién entre las
respuestas obtenidas para diferentes concentraciones de farmaco. Para cada me-
dida se incub¢ la superficie modificada en 250 [L] de DMSO, durante 30 minutos.
Cumplido el tiempo se realizaron 10 ciclos de CV en TBAC10, 20 [mM] en una ven-
tana de potencial de —0.1 [V] a 0.7 [V]. Con el voltamperograma del ultimo ciclo de
CV se determin¢ el potencial de media onda E; , y alrededor de este se midieron 80
puntos de ECE en un rango de frecuencias entre 1 [M Hz| y 0.05 [H z] con un voltaje

pico-pico de 10 [mV]. Todas las medidas se realizaron por triplicado

Después de las medidas de los blancos se procedi6 realizar las medidas con di-
ferentes concentraciones de farmaco, para esto se incubé el electrodo durante 30
minutos en 20 [L] de la concentracién mas baja de farmaco a utilizar. Cumplido el
tiempo, se lavé el sensor con DMSO y agua Milli-Q, se secd con nitrégeno gaseoso
y se procedié a realizar la CV y ECE siguiendo el mismo procedimiento descrito para
los blancos. Cada medida se realizé por triplicado. Al finalizar las medias se lavéd la
superficie con DMSO y se sec6 con nitrégeno para iniciar nuevamente el proceso
con la siguiente concentracion de farmaco en orden ascendente. Este procedimien-

to se repitié hasta medir todas las concentraciones de farmaco a estudiar.

Se utilizaron concentraciones de farmaco comprendidas entre 0.1 [pA] y 1000 [pM |
qgue corresponden a la menor concentracion para la que se obtuvo una respuesta
con diferencias significativas respecto de la respuesta del blanco y a la concentra-

cidén de saturacion del sistema respectivamente:
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Paclitaxel: 0.1 [uM], 5 [uM], 10 [xM], 20 [;uM], 50 [xM] y 1000 [iM].
Docetaxel: 0.1 [uM], 0.5 [uM], 5 [pM], 10 [uM], 20 [pM], 50 [M]y 1000 [pM].
Epotilona B : 0.1 [uM], 0.5 [uM], 5 [uM], 10 [uM], 20 [uM], 50 [uM] y 1000 [pM].

Al finalizar las mediciones con cada farmaco se realizaron 40 ciclos de CV en hidro6-

xido de potasio (KOH) para retirar las SAM de la superficie de oro.

2.2. RESPUESTA DEL SENSOR POR ECE

Figura 9. Representacion a.Sensor antes de interactuar con el farmaco, b. Circuito
equivalente del sensor antes de interactuar con el farmaco c.Sensor después de
interactuar con el farmaco d.Circuito equivalente, algunos centros redox inactivados
por la interaccion del farmaco con el sensor.

1
Centros redox . Receptores —_— Ce.rt

El espectro de capacitancia electroquimica de peliculas moleculares con sondas re-
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dox confinadas, reporta informacion muy sensible al ambiente de los centros redox.
llustrativamente, la SAM mixta puede verse como un circuito en el que todas las
moléculas de FcC11 estan conectadas en paralelo, y son representadas por un con-
densador (ferroceno) conectado enserie con una resistencia (cadena carbonada).
De esta forma, la superficie de interaccion puede ser modelada por un circuito como
el que se presenta en la figura[9c, en el que Cy;, representa la capacitancia cuantica
debida al i-ésimo centro redox, R, la resistencia que opone el puente molecular
al intercambio de electrones entre el i-ésimo centro redox y el sustrato de oro, C,.;,
comprende todas las capacitancias no cuanticas en el sistema, como la capacitancia
de la doble capa y la capacitancia debida a efectos de polarizacion sobre la SAM.
La capacitancia redox C,, y la resistencia R,, son respectivamente la capacitancia
y la resistencia equivalentes del sistema. C, esta relacionada con el potencial qui-
mico del sistema y no se puede estudiar como la capacitancia de un condensador

convencional (Ver capitulo[3).

Diversos estudios indican que el evento de union taxano-S-Tubulina se da por for-
macién de puentes de hidrogend®R, |os cuales, conllevan a una deslocalizacién de
la densidad electronica [} esta deslocalizacion sumada a la presencia de las molé-
culas de farmaco sobre la superficie producen cambios en la ocupacién de estados
que se traducen en variaciones del potencial quimico del sistema afectando consi-
derablemente la capacitancia redox C., B4 Es decir, la interaccion del farmaco con
la 5-Tubulina altera el ambiente quimico local y modifica la nube electrénica de los
ferrocenos aledafos (figura [9| b), generando un apantallamiento o desactivando los

centros redox correspondientes, como se representa en la figura[9d. Lo anterior, se

45 ZHIYUAN ZHANG vy col. “The electron density delocalization of hydrogen bond systems”. En:
Advances in Physics: X 3.1 (2018), pags. 298-315.
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evidencia experimentalmente como un decrecimiento de C, [

En el caso ideal, la capacitancia y la resistencia cuanticas son iguales para todas
las moléculas redox sobre la superficie, C,;, = C; = C;; Ry = R,; = R, Sienla
superficie hay N centros redox, la capacitancia cuantica del sensor en ausencia de
analito (blanco) estara dada por NC,. Cuando el sensor interactua con una concen-
tracion [X] de analito se desactivan algunos centros redox, asumiendo que quedan
N’ centros redox activos (N’ < N), la capacitancia cuantica resultante después
de la interaccion sera N'C,. Por tanto, hay un cambio en la capacitancia cuantica
AC, = (N — N')C, asociado a la interaccion receptor - analito. Teniendo en cuenta
que, al darse la interaccion, el analito permanecera unido a la superficie por medio
de su receptor, su aporte a la capacitancia externa es minimo y puede considerar-
se que los cambios de C,.,; son nulos, es decir, los cambios de C, asociados a la

interaccion seran, en buena aproximacion, iguales a los cambios de C,; AC, =~ AC,,.

La grafica de Nyquist o grafica en el plano complejo de la capacitancia, ¢’ Vs C”,
correspondiente al circuito equivalente de la figura[Bc, se asemeja a un semicirculo
cuyos cortes con el eje real representan la capacitancia a alta, C,, = C*(w — o0),
y a baja frecuencia, Cy, = C*(w — 0) y C, puede ser obtenida como la distancia
entre estos (figura[{0). Como se mencioné anteriormente, la interaccién del analito
con el receptor se vera reflejada en una disminucién de sitios redox activos sobre
la superficie, esto se traduce en una reducciéon del diametro del semicirculo en la

grafica de Nyquist.

Las graficas de Nyquist obtenidas de los datos experimentales presentan un buen

46 PAULO R. BUENO. “Common Principles of Molecular Electronics and Nanoscale Electroche-
mistry”. En: Analytical Chemistry 90.12 (2018), pags. 7095-7106.

44



Figura 10. Grafica ideal del espectro de capacitancia en el plano complejo, los
cortes con el eje real representan la capacitancia a alta, C,, = C*(w — o0), y a baja
frecuencia, Cy = C*(w — 0). Su diferencia determina la capacitancia redox

C, =Cy— Coo.

— C"=C'-jC"

Cr=Co—Cs

c"

:C*(w—nao):Cm C(w-0)=C, :

ajuste a una semicircunferencia, confirmando que el sistema puede ser modelado
por el circuito equivalente propuesto en la figura [9] Los parametros de la semicir-
cunferencia con mejor ajuste a los datos experimentales se obtuvieron por modela-
do inverso haciendo uso de la libreria semiCirclesEISModel de python, escrita por
David A. Miranda, Ph.D., e implementada en el Jupyter Notebook del anexo B. Esta

libreria ajusta los datos a la ecuacién:

y=—-B+ /R~ (z+ A)? (8)

R*=A*+B*-C (9)

A, B,C, R, son los parametros de la circunferencia, x es la parte real de la capaci-

tancia y, y menos la parte imaginaria.

La capacitancia redox se defini6 como distancia entre los cruces con las con las
abscisas:
Cr = C10 - Coo (1 0)
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Donde C es la capacitancia a bajas frecuencias y C, la capacitancia a alta frecuen-

cia.

En esta seccién se muestran los resultados de ECE obtenidos para el biosensor
interactuando con Epotilona B, Paclitaxel y docetaxel. Para cada farmaco se pre-
sentan las curvas de CV, figuras[11] [13]y[15y las gréaficas de Nyquist, figuras[12]14]
y[16] en las que las curvas punteadas de colores corresponden al promedio del tri-
plicado de los datos obtenidos de ECE para cada concentracién de farmaco, la linea

gris es el ajuste de cada curva a un semi-circulo.

2.2.1. Epotilona B

Voltamperometria Ciclica CV  Las curvas de la figura[11] corresponden a al Ulti-
mo ciclo de las CV’s de tres experimentos realizados en diferentes dias con Epotilo-
na B. Cada curva se construy6 utilizando el valor medio del triplicado de los datos.
Se puede observar que, en los tres casos, se obtuvo un potencial de media onda en

el rango de 0.35[V] < Ey, < 0.40[V] para todas las concentraciones de epotilona B.

Ademas de ser utiles para obtener el potencial de media onda E; /,, alrededor del
cual se toma la medida de ECE, los voltamperogramas proporcionan informacion de
las condiciones de la superficie que afectaran directamente la respuesta del sensor
(ver seccion[1.2.2). Un ejemplo es la estabilidad de la SAM que puede ser evaluada
por sucesivos ciclos de CV del sensor en ausencia de analito (blancos). En este ca-
SO se obtienen picos de oxidacidn y reduccion que indican la presencia de centros
redox sobre la superficie, si las moléculas de FcC11 estan correctamente ancladas
la cantidad de centros redox en la superficie se mantiene constante, de lo contrario

la SAM puede perder moléculas de FcC11 en cada ciclo de CV y por tanto se redu-
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Figura 11. Curvas voltamperométricas del sensor interactuando con diferentes
concentraciones de Epotilona B. Para la medida se utilizé6 TBACIO, 20 [mM] como
electrolito soporte y se realizd a una velocidad de barrido de 100. [mV/s]

1'57—Blanc01 s E5 UM = BlanCo 1 == E5 um
e Blanco 2 — E15 pM e Blanco 2 s E10 pm
1 07 = Blanco 3 e E40 UM 04_ m—— Blanco 3 === E20 um
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ce la cantidad de centros redox. Lo anterior se ve reflejado en una reduccién de la
corriente de pico. Idealmente, se puede decir que la superficie es estable si la co-
rriente de pico se mantiene constante entre los diferentes ciclos de CV, en general,
una superficie en buenas condiciones alcanza estabilidad después del quinto ciclo.
Para garantizar una respuesta confiable del sensor, es importante que las variacio-
nes del pico de corriente entre las dos Ultimas repeticiones de la medida de CV en

los blancos sean minimas.

Se realizaron por lo menos tres medidas de CV de los blancos con 10 ciclos cada
una, las superficies que continuaron presentando variaciones superiores al 30 % en
la corriente de pico o cambios drasticos en la forma del voltamperograma, después
de la cuarta medida fueron descartadas, en la primera gréfica de la figura[11] co-
rrespondiente al experimento (1), la corriente de pico de los blancos tiene un valor
alrededor de 1.4 [pA], y muestra estabilidad en las tres medidas. La curva corres-
pondiente al experimento (2) muestra una corriente de pico igual 0.54 [ A] para el
primer blanco, en este caso hay menor estabilidad de este valor en las sucesivas
medidas cayendo a 0.45 [ A] para el segundo blanco y finalmente a 0.41 [ A] para el
tercer blanco. En el experimento (3), la notoria diferencia entre la corriente de pico
para el primer blanco, ~ 0.4 [u], y del segundo, 0,28 [1A], evidencia alta inestabili-

dad de la monocapa, a partir del segundo blanco el sistema se muestra mas estable.

Por otro lado, las curvas correspondientes a las CV’s del sensor interactuando con
diferentes concentraciones de epotilona B, en los tres experimentos independientes
presentan un decrecimiento gradual de la corriente de pico, con el aumento de con-
centracion. En el experimento (1), la corriente de pico correspondiente a 1000 [pM],
cae de manera abrupta y desaparecen los picos de reduccion y oxidacion, aunque

esto puede asociarse a saturacion total de los sitios de interaccién, los siguientes
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experimentos no confirman esta hipétesis, por tanto, esta concentracion se descarté

al construir las curvas de calibracién.

Figura 12. Graficas de Nyquist para el espectro de capacitancia electroquimica del
sensor interactuando con los blancos y con diferentes concentraciones de Epotilona
B. El electrolito soporte utilizado fue TBACIO, 20 [mM], las medidas se hicieron
alrededor de E/, entre 1 [M Hz|y 0.05 [H z] con voltaje pico-pico de 10 [mV].
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La figura[12] presenta las gra-

ficas de Nyquist correspondientes a los tres experimentos realizados con epotilona
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B, se puede observar que en todos los casos el diametro de la curva disminuye con
el aumento de la concentracion, este es el comportamiento esperado para estas cur-
vas; debido a que el diametro se relaciona con C,., su decrecimiento se atribuye a la

ocupacion de los centros redox por la interaccién entre la 5-Tubulina y la epotilona B.

Al igual que las curvas de CV, las graficas de Nyquist evidencian diferencias signifi-
cativas en las condiciones iniciales de cada uno de los experimentos realizados con
epotilona B, el ejemplo mas claro es la medida de C, para los blancos, cuyos valo-
res fueron 254.4 [£5;],120.34 [£5] y 81.46 [£5;] para los experimentos (1), (2) y (3),
respectivamente. Estas diferencias afectan la sensibilidad del sensor y evidencian
la necesidad de fabricar superficies con mayor reproducibilidad o implementar una
metodologia apropiada de calibracion del biosensor que las compense. Un ejemplo
es el experimento (3), en el que las condiciones iniciales mostraron ser menos fa-
vorables que las de los dos anteriores. La corriente de pico de la CV de los blancos
presentd alta inestabilidad y su valor para los blancos 2 y 3 estuvo por debajo de
0.4 [A], asociado a una baja cobertura superficial de moléculas redox. Para este
experimento la curva correspondiente a 0,5 [M| se superpone con la de los blan-
cos, indicando que en este caso el biosensor cuenta con menor sensibilidad a las

concentraciones de epotilona B que en los otros dos experimentos.

Por otro lado, tal como se observé se observé en la curva de CV correspondiente a
la concentracion 1000 [ M] de epotilona B en el experimento (1) en la que desapa-
recieron los picos de corriente, el diametro de la grafica de Nyquist de esta medida
decrecié abruptamente, el hecho de que esto no ocurra en los demas experimentos
indica que la medida es errénea, por tanto no se tuvo en cuenta para los calculos

siguientes.
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2.2.2. Docetaxel

Voltamperometria Ciclica CV  En la figura se pueden observar las curvas
de CV para los experimentos realizados con docetaxel. Al igual que en el caso de la
epotilona B, el potencial de media onda esta en el rango de 0.35[V] < £, < 0.40[V],
y el sistema presenta un comportamiento reversible, acorde con la SAM utilizada. El
valor de la corriente de pico de para el primer blanco es mayor a 0.6 [z A] en los tres

experimentos.

En los experimentos (1) y (2), las medidas de los plancos presentan estabilidad a
partir del segundo blanco y, tal y como se espera, se observa un decrecimiento
gradual de la corriente de pico con el aumento de la concentracién de docetaxel.
La superficie utilizada en el experimento (3), presentd mayor inestabilidad, lo cual,
derivé en una caida del valor de la corriente de pico mas acelerada, respecto al
aumento de concentracién del farmaco, comparada con los experimentos (1) y (2).
En total, cinco experimentos realizado con docetaxel debieron ser descartados des-
pués de medir varias veces el blanco y no obtener una corriente de pico estable, en
dos de los casos el AE, aumentd notoriamente tras cada medicién alcanzando va-
lores mayores a 60 [mV/]. Lo experimentos descartados no se reportan en este libro,
sin embargo, es importante mencionarlos y resaltar que en este caso incremento la
dificultad para obtener un comportamiento estable del biosensor, dado que los ex-
perimentos con docetaxel fueron los ultimos en realizase, la falta de estabilidad se
atribuyé al desgaste y alteraciones sufridas por el sustrato de oro tras ser sometido

a sucesivas limpiezas.
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Figura 13. Curvas voltamperométricas del sensor interactuando con diferentes
concentraciones de Docetaxel. Para la medida se utiliz6 TBACIO, 20 [mM] como
electrolito soporte y se realiz6 a una velocidad de barrido de 100. [mV/s]
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(c) Experimento 3

Espectros de Capacitancia Electroquimica (ECE) Las graficas de Nyquist del
espectro de capacitancia electroquimica, obtenidas con docetaxel se presentan en
la figura[T4] En este caso, el valor de C.. correspondiente al blanco es muy similar en
los tres experimentos, manteniendo un valor en el rango 92.02 [£5] < C, < 100.46

[4E2]. En todas las graficas, C, tiende a decrecer con el aumento de la concentracion

cm?

de docetaxel, lo cual, permite corroborar la interaccion de este con la g-Tubulina
anclada en la SAM. A pesar de que las condiciones iniciales son similares en los

tres experimentos, en el experimento (3) el diametro de la curva de Nyquist decrece
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Figura 14. Graficas de Nyquist para el espectro de capacitancia electroquimica del

sensor interactuando con los blancos y con diferentes concentraciones de

Docetaxel B. El electrolito soporte utilizado fue TBAC10, 20 [mM], las medidas se
hicieron alrededor de £, , entre 1 [M H~z] y 0.05 [H 2] con voltaje pico-pico de 10

[mV1].

con la concentracién a una tasa més acelerada que en los experimentos (1) y (2).

2.2.3. Paclitaxel
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Figura 15. Curvas voltamperométricas del sensor interactuando con diferentes
concentraciones de Paclitaxel. Para la medida se utiliz6 TBACIO, 20 [mM] como
electrolito soporte y se realiz6 a una velocidad de barrido de 100. [mV/s]
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Voltamperometria Ciclica CV  Las curvas voltamperométricas de los experimen-
tos realizados con paclitaxel se presentan en la figura[15] En este caso, el comporta-
miento de las SAM en los tres experimentos corresponde al reportado en la literatura
para la SAM mixta de FcC11y 16-MHDA, 0.35[V] < E,/, < 0.40[V] y una diferencia
de voltaje de pico menor a 60 [mV]. La corriente de pico en los tres casos es mayor
a 0.6 [uA].

El experimento (1), presenta menor estabilidad en las medidas de los blancos, sin
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embargo, el pico de corriente decrece gradualmente con la concentracién, al igual
qgue en los experimentos (2) y (3), en los que se observa una alta estabilidad desde
la segunda medida del blanco. La superficie del experimento (3), presenta un com-
portamiento levemente diferente a la de los otros dos experimentos, estos cambios
pueden afectar la reproducibilidad de la respuesta y seran corregidos por medio de

calibracion.

Espectroscopia de Capacitancia Electroquimica (ECE) Las curvas de ECE
obtenidas al hacer interactuar el biosensor con paclitaxel se presentan en la figu-
ra [T6] en este caso, las condiciones iniciales de los tres experimentos presentan
menos diferencias entre si que en el caso de los experimentos con epotilona B. El

menor valor de C, para los blancos es 84.4 [£5] mientras el mayor es 155.98 [£5].

Al igual que con los demas farmacos, C, disminuye con el incremento de concen-
tracién de paclitaxel, esta tendencia evidencia la existencia de interaccién de este
farmaco con g-Tubulina. En los tres experimentos la tasa de decrecimiento de C,,
respecto al aumento de concentracion de paclitaxel, es similar. Por ejemplo, si se
calcula la diferencia entre el valor de C,. para el blanco y para 100 [M] de pacli-
taxel en los experimentos (1), (2) y (3) se obtiene AC, = 63.44 [C’:n—ﬂ], AC, = 66.88

[£5], AC, = 75,87 [£L;] respectivamente. En el experimento (3), se observa la gra-
fica de Nyquist del espectro correspondiente a la concentracion de 20 [uM] tiene
un didmetro de 104.38 [£L5], mayor que el de la curva correspondiente a 10 [pM]
cuyo valor es de 101.41 [ 1 dado que esto no ocurre en los demas experimentos,
este comportamiento se considera anémalo y se puede atribuir errores durante la

medicién.
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Figura 16. Graficas de Nyquist para el espectro de capacitancia electroquimica del

sensor interactuando con los blancos y con diferentes concentraciones de

Paclitaxel B. El electrolito soporte utilizado fue TBAC10, 20 [mM], las medidas se

hicieron alrededor de E/, entre 1 [M Hz|y 0.05 [Hz] con voltaje pico-pico de 10

[mV].
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3. INTERACCION 3-TUBULINA - FARMACO

En el capitulo (2), se describié como se obtuvo la capacitancia redox, C.., del sensor
interactuando con diferentes concentraciones de farmaco por medio de ECE. Es im-
portante resaltar que C, no es la capacitancia de un condensador clasico de placas
paralelas en el que cada una de las placas cuenta con una cantidad indefinida de
electrones. Por el contrario, el sistema estudiado es una monocapa de moléculas re-
dox autoensambladas sobre un electrodo de oro, inmersos en un medio electrolitico
y expuestos a un potencial externo que es controlado por un potenciostato, como se
representa en la figura La diferencia de potencial se genera entre el electrodo
de oro, que se comporta como un reservorio de electrones, y las moléculas electro-

activas, estas ultimas cuentan con un nimero limitado de electrones.

Desde el punto de vista de la fisica estadistica, el electrodo con superficie modifica-
da se puede modelar como un sistema de N particulas y energia E, interactuando
con un bano térmico (medio electrolitico) de N’ particulas y energia £’. De manera
que el conjunto electrodo - electrolito tiene Q¢ (E7, Nr) = Q(E, N)Q/'(E', N') estados
accesibles, energia Er = E+ E'y Ny = N + N’ particulas.

Dado que el sistema y el bafo térmico intercambian particulas, la funcién de parti-

cidén esta dada por:
Z =Y e (BFrtaNy (11)

Donde, el subindice r denota el r-ésimo estado, § = (Z2AENDY) v o — (AnUELNY)

son constantes caracteristicas del bafio térmico, cuya temperatura absoluta esta da-

da por T = (Kf3)~! y se define el potencial quimico como la energia necesaria para
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Figura 17. Representacion del sistema molecular anclado sobre el electrodo de oro
(amarillo) e inmersos en un medio electrolitico (azul), las moléculas ancladas
contienen centros redox (circulos rojos y verdes) que intercambian un electrén con
el sustrato, todo el sistema esta expuesto a un potencial externo v.

Electrolito
(/—' & Oxidado

fo) [\ e e /& (® Reducido

.[.ZI.[I.Z.Z.[

Electrodo

cambiar el nimero de particulas del sistema y = —KTa[]

Si se mantienen constantes tanto la energia como el potencial externo y se conside-
ra que solo hay intercambio de electrones entre el medio electrolitico y el electrodo
modificado, el potencial electroquimico del sistema puede ser expresado como la

variacion de la energia respecto a la variacion del numero de particulas:

0E

M:(‘?_N (12)

Adicional al potencial quimico, el electrodo modificado esta sometido a un potencial

externo v = ¢¢ que controla los niveles de reduccién y oxidaciéon de los estados

47 F. REIF. Fundamentals of Statistical and Thermal Physics. Waveland Press, 2009.
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electroquimicos. Es decir, el potencial electroquimico del sistema es |f||f|

= p+qo (13)
Por definicion:
1 dV
—_ = 14
T (14)

los diferenciales de potencial electroquimico y carga se se pueden expresar como
dpn = —qdV' y dqg = edN. Reescribiendo la ecuacion (14) se puede ver explicita-
mente la relacién que guarda la capacitancia redox con los cambios en el potencial

electroquimico debidos al intercambio de particulas 29

Net _ o
C. ON

(15)

Siendo C, una capacitancia electroquimica compuesta por el aporte de procesos
faradaicos y no faradaicos, y puede modelarse como dos condesadores en serie C,
y Cy:

1 1 1

o= 1
c.-c e, (16)

C., es la capacitancia electrostatica clasica correspondiente a la separacion de las

48 DAVID A. MIRANDA y PAULO R. BUENO. “Chemical Hardness of Mesoscopic Electrochemical
Systems Directly Analyzed from Experimental Data”. En: The Journal of Physical Chemistry C
123.34 (2019), pags. 21213-21223.

49 PAULO R. BUENO y DAVID A. MIRANDA. “Conceptual density functional theory for electron
transfer and transport in mesoscopic systems”. En: Physical Chemistry Chemical Physics 19.8
(2017), pags. 6184-6195.

50 JUAN BISQUERT. Nanostructured energy devices : equilibrium concepts and kinetics. 2015,
pag. 352.
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cargas y C, es una capacitancia cuantica asociada a los cambios en el potencial qui-
mico del sistema p, debidos a procesos de oxidacion (la molécula cede un electrdn)

y reduccion (la molécula gana un electrén) ocurridos en la monocapa molecular 22
zesifeee)

Por otro lado, el numero de particulas del sistema esta relacionado con la densidad
electrénica, N = [, pdV, de manera que el potencial electroquimico puede expre-
sarse como el variacional del funcional de energia, E|p|, respecto al vacacional de

la densidad electrénica p,

_ [oE[p]
=150, an
Donde,
p=|¥(r) (18)

Siendo ¥(r) la funcién de onda del sistema.

El sistema conformado por el electrodo con superficie modificada y el medio electro-
litico constituye un problema de mdltiples particulas a escala nanométrica y a tempe-
ratura finita, que actualmente no puede ser simulado utilizando cuantica computacio-
nal. Recientemente David A. Miranda y Paulo R. Bueno, demostraron que para este
tipo de sistemas, la capacitancia electroquimica medida experimentalmente, permite
acceder a la dureza quimica del sistema 7 28, un indice de reactividad del sistema,
definido en el marco conceptual de la teoria del funcional de densidad (DFT), como
una medida de resistencia al cambio en la estructura electronica del sistema, para

un sistema sujeto a un potencial externo fijo v, la dureza quimica puede expresarse
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como FF2:

El funcional de energia propuesto por David A. Miranda y Paulo R. Bueno, se basa

en la capacitancia electroquimica obtenida experimentalmente &

Blo(n) = 2+ Blp(io) 20)

En el que E|p(110)] es una constante que depende del nivel de energia quimica de
referencia escogido y v es una constante que contiene el volumen del sistema V/, el

cuadrado de la carga eléctrica fundamental e y el numero de oxidacion Z:

_ 2262V2

S @)

v

Al calcular las derivadas de primer y segundo orden del funcional de energia se

obtiene:

OB] _0n[0E] _290E _ 2y [2wde 3G 22)
opl, oplonl, Cupon CplCpon C2 on),
222 _
OB [ P 56} (23)
op |, Cr Chp op ],

51 ROBERT G. PARR y RALPH G. PEARSON. “Absolute hardness: companion parameter to
absolute electronegativity”. En: Journal of the American Chemical Society 105.26 (1983),
pags. 7512-7516.

52 RALPH G. PEARSON. “Chemical hardness and density functional theory”. En: Journal of Che-
mical Sciences 117.5 (2005), pags. 369-377.
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(SQ_E _ 6_ﬂi 2vp o 29°p? 0Cx (24)
6p? |, dpdp | Cy c: op ],
FE] |2y +*pdC . 129°p% (3C:\*  49%p? 6°Cy (25)
op*], |Ca C3 op & Sfi Ch o oop?

El electrodo con superficie modificada utilizado como sensor en este trabajo es un
sistema mesoscdpico, cuyo funcional de energia y dureza quimica pueden ser des-
critos por las ecuaciones y respectivamente. Aunque, esta Ultima se ex-
pande en varios términos, los valores de capacitancia C,, del sistema descrito son

tales que &~ "= . Es decir, en la ecuacion {i solo el primer término es predominan-
o Cu

te, hecho que ha se puede observar experimentalmente [1#8E3 De manera que la

dureza quimica del sistema es, en buena aproximacién inversamente proporcional

a la capacitancia redox:

~y

n=~ C. (26)
3.0.1. Evaluacion de la respuesta del sensor  En general, la respuesta S de
un sensor esta relacionada con la concentracién [X| del analito. Para cuantificar la
interaccion analito-receptor se construyen curvas de calibracion, es decir, graficas
de S en funcién de [ X|; estas gréficas permiten calcular la afinidad entre el analito y
el receptor. La afinidad es una medida de la tendencia que tienen dos moléculas a

interactuar entre ellas.

La determinacién de la afinidad farmaco-receptor se realiza con base al analisis

de isotermas, en la literatura se reportan diversos modelos de isotermas™}, uno de

53 NIMIBOFA AYAWEI, AUGUSTUS NEWTON EBELEGI y DONBEBE WANKASI. “Modelling and
Interpretation of Adsorption Isotherms”. En: Journal of Chemistry 2017 (2017). DOI:|[10. 1155/
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los mas usados es el de Langmuir. Las isotermas de Langmuir permiten estudiar
el proceso de adsorcion de una especie sobre una superficie cuando se alcanza
el equilibrio, asi como, la tasa de adsorcion (TA) y la tasa de desorcion (TD) de la
especie sobre la superficie son iguales. La tasa de adsorcion es proporcional a la
concentracion de la especie en estudio [X| y a la fraccion de superficie disponible
(1 — )0

TA = a[X](1—0) (27)

Donde « es la tasa de asociacion de la especie en la superficie.
Por otro lado la tasa de desorcion es proporcional a la fraccion de area superficial
ocupada

TD =V,0 (28)

11 se conoce como la tasa de disociacion.

Igualando las ecuaciones y se obtiene la isoterma de Langmuir original:

alX]

)= — -
Vi + a[X]

(29)

En terminos farmacoldgicos, 6 es igual a la relacion de complejos farmaco-receptor
[x X R| sobre la concentracion total de receptores [R;| y esta dada por:
(XR]  KalX]

"= R] T KalX] 1 (50)

donde K4 = % es la constante de afinidad.

Suponiendo un comportamiento ideal, la respuesta del sensor S, estara directamen-

2017/3039817.
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te relacionada con la fraccién de receptores ocupados?® S = S,...0, donde S,... es
la respuesta correspondiente la maxima cantidad de receptores ocupados, es decir,
cuando ¢ es acerca a la unidad. Reemplazando la ecuacién (30) se obtiene una
expresion que puede ser linealizada de la forma:

X] _ [X] 1

? - Sma:v + KaSma:r (31)

Sin embargo, las isotermas de Langmuir no describen procesos en los que la su-
perficie de adsorcidn es heterogénea. Para estos casos es posible utilizar el modelo
empirico de Freundlich que describe la adsorcidon reversible no ideal. En su forma

lineal las isotermas de Freundlich pueden expresarse como:

(

z = log(Ce)
y = log(ge)
y=mzx+b 1 (32)
m= —
n
b= log(Ky)

Donde ¢, es la cantidad de sitios ocupados sobre la cantidad de sitios totales dis-
ponibles en equilibrio, C. es la concentracion de adsorbatos en equilibrio, K es la
constante de Freundlich asociada con la capacidad de adsorcion y 1/n describe la
intensidad de adsorcion, si 0 < 1/n < 1 la adsorcion es favorable, si 1/n = 1 la

adsorcion es irreversible P45,

Para evaluar la calidad de deteccion de un sensor por su analito de interés se cal-

culan el Limites de Deteccién (LOD) y el limite Cuantificacion (LOQ). EI LOD es una

5% MOHAMMAD A. AL-GHOUTI y DANA A. DA’ANA. “Guidelines for the use and interpretation
of adsorption isotherm models: A review”. En: Journal of Hazardous Materials 393 (2020),
pag. 122383.
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medida de la minima concentracion de analito para la cual, la respuesta del sensor
presenta una diferencia estadisticamente significativa respecto a la respuesta del
blanco. EI LOQ es la menor concentracion de analito que puede ser cuantificada a
partir de la respuesta del sensor. De acuerdo con la IUPAC, si o es la desviacién
estandar de la respuesta respecto al blanco, el LOD se calcula como 30 y el LOQ
como 100 B9

3.1. CUANTIFICACION DE LA INTERACCION

Se utiliz6 la dureza quimica, definida en la ecuacién (26), como respuesta del sen-
sor. Para cuantificar la interaccion entre la s-Tubulina y cada uno de los farmacos
se construyeron las curvas de calibracion y se calcularon los limites de deteccién
y cuantificacion. A continuacion, se describen dos métodos de calibracién propues-
tos, uno usando la dureza quimica obtenida experimentalmente, y el otro usando la
dureza quimica efectiva que se define mas adelante en este capitulo. Se presentan

los resultados obtenidos con cada uno de los métodos.

En todos los casos los célculos se llevaron a cabo utilizando algoritmos desarrolla-

dos en lenguaje python e implementados en una notebook de Jupyter (Anexo B).

3.1.1. Dureza quimica experimental Se construyeron curvas analiticas de la
respuesta del sensor S en funcion del logaritmo de la concentracion de analito

Log[X], como sugieren las isotermas de Langmuir y de Freundlich. En este caso,

5% GARY L LONG y J D WINEFORDNER. “Limit of detection, a closer look at the IUPAC definition”.
En: Anal. Chim. Acta 55.7 (1983).
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el analito es cada uno de los farmacos y la respuesta del sensor es la dureza quimi-
ca experimental de la interaccién farmaco - 8-Tubulina. De acuerdo con la [UPAC B3
la respuesta del sensor se calcula como la diferencia entre dureza quimica obtenida
cuando el sensor interactia con una concentracion dada de analito 7x; y la dureza

quimica del blanco, es decir, en ausencia de analito 7p:

S =nx]— 1B (33)

Dada la dificultad para obtener SAM’s con alta reproducibilidad, no es viable tomar
el blanco como referencia para el calculo de los LOD y LOQ, ya que esta medida
dependera directamente de las condiciones de la SAM cuya obtencidn es indepen-
diente para cada experimento y sus propiedades pueden variar durante su forma-
cidn, esto implica que la medida del blanco varia entre diferentes experimentos. Esta
dificultad se super6 redefiniendo los limites de deteccidn y cuantificacion en funcion

de la curva de calibracion, como se describe a continuacion:

Sea (z;,m;); el j-ésimo dato experimental, correspondiente con la i-ésima concen-
tracién y la dureza quimica para la misma. Si se grafica la concentracion en las
abscisas y la dureza quimica en las ordenadas, los datos pueden ser descritos por
una linea recta conocida como curva de calibracion. En este caso, es posible definir
la desviacion estandar o, en términos de la dispersion de los datos respecto a la
linea recta de la curva de calibracidn obtenida, es decir:

> logla]) — i(logle])]* 3277 In;(loglx.]) — mlog[x] — b]?

o N-1 - N-1 (34)

Donde, m y b son la pendiente y el punto de corte de la curva de calibracién respec-
tivamente y N=3 es el numero de medidas por concentracion.
De esta manera, los limites de deteccidén y cuantificacion se pueden calcular res-

pecto a la curva de calibracion como 30, y 100, respectivamente.
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Las curvas de calibracidén obtenidas para cada farmaco se presentan en las figuras
[19y[20] La figura[18, muestra las curvas correspondientes a los tres experimen-
tos realizados con Epotilona B. Se puede observar que las curvas de calibracion
obtenidas para este farmaco presentan paradmetros son similares en cada uno de
los tres experimentos independientes. Las pendientes de las tres graficas difieren
en menos de 0.13 unidades y la incertidumbre de cada medida es mucho menor que
la diferencia entre la respuesta a diferentes concentraciones de farmaco. Al analizar
los resultados de los tres experimentos juntos, la curva no sufre cambios abrup-
tos respecto de las curvas de cada experimento, sin embargo, se observa una alta
incertidumbre en los datos, la cual se atribuye a diferencias entre los blancos utiliza-
dos para cada experimento. Esta incertidumbre se refleja en los limites de deteccidn
(LOD) y cuantificacion (LOQ).

En la tabla (1), se presentan los LOD y LOQ, se puede observar la diferencia en
los valores obtenidos para cada experimento por separado, y el valor obtenido al
agrupar los datos de los experimentos realizados con cada farmaco. Para Epotilo-
na B, los limites de deteccién y cuantificacién calculados con los datos de los tres
experimentos aumentan en un orden de magnitud comparados con los de los expe-
rimentos individuales, los LOD obtenidos en los experimentos 1, 2 y 3 son 164 [nM],
410 [nM] y 681 [nM] respectivamente, mientras que el mismo indice calculado para

los tres experimentos agrupados es 3.25 [uM].

Siguiendo el mismo procedimiento con los datos de los experimentos realizados con
Docetaxel, se construyeron las curvas de la figura[19] en este caso se observan ma-
yores diferencias entre los experimentos independientes, los rangos de valores de

la respuesta y la pendiente de las curvas varian notoriamente de un experimento
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Figura 18. Curvas de calibracion obtenidas para los tres experimentos realizados
con Epotilona B, utilizando la dureza quimica experimental como respuesta del
sensor. Se grafica n — g en funcién del logaritmo de la concentracién de Docetaxel
Log|DCT X]. Cada dato se midi6 por triplicado y la linea sélida es la recta que
mejor se ajusta a la media del triplicado de los datos.
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a otro, lo cual, como se mencioné anteriormente se atribuye a las condiciones ini-
ciales de la superficie de interaccidn, a pesar de que todas las SAM’s utilizadas se
obtuvieron a través del mismo procedimiento, su composicion final y empaqueta-
miento se ven alterados por condiciones ambientales y otros factores dificiimente
controlables, afectando directamente la sensibilidad del sensor. Los LOD Y LOQ ob-
tenidos para docetaxel fueron mas altos respecto de los otros farmacos, al analizar
los experimento agrupados estos valores aumentan en aproximadamente un orden

de magnitud, en este caso el LOD para los experimentos agrupados fue 4.06 [ M].

Las curvas de calibracion para el Paclitaxel, se presentan en la figura (20), se pue-
den observar cambios significativos en los parametros de las curvas correspondien-
tes a cada experimento independiente, por ejemplo, los datos del experimento 3
presentan mayor dispersion que los de los experimentos 1y 2, esto se evidencia en
los valores LOD y LOQ, que para el experimento 3 es igual a 0.767 [uM], mas del
doble que para los otros dos experimentos cuyo valor es menor a 0,4 [uM] en am-
bos casos. El aumento en la incertidumbre de los datos al analizar los experimentos

en conjunto es considerable, alcanzando un valor igual a 2.725 [ M].

Estos resultados evidencian la necesidad de tomar como respuesta una cantidad
gue sea independiente de la superficie de interaccidén para este tipo de sensores,
esto implica, reducir la dependencia de la respuesta del sensor a una concentracién

[X] del farmaco, de la respuesta al blanco.

3.2. DUREZA QUIMICA EFECTIVA

De acuerdo con los resultados obtenidos hasta este punto, es claro que un obstacu-
lo a superar para el sensor disefiado es la falta de reproducibilidad en la respuesta,

ocasionada por variaciones en la superficie de interaccion, que a su vez, implican
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Figura 19. Curvas de calibracion obtenidas para los tres experimentos realizados
con Docetaxel, utilizando la dureza quimica experimental como respuesta del

sensor. Se grafica n — g en funcién del logaritmo de la concentracién de Docetaxel

Log|DCT X]. Cada dato se midi6 por triplicado y la linea sélida es la recta que
mejor se ajusta a la media del triplicado de los datos.
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Figura 20. Curvas de calibracion obtenidas para los tres experimentos realizados
con Paclitaxel utilizando la dureza quimica experimental como respuesta del
sensor. Se grafica n — g en funcién del logaritmo de la concentracién de Docetaxel
Log[PCTX]. Cada dato se midié por triplicado y la linea soélida es la recta que
mejor se ajusta a la media del triplicado de los datos.
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Tabla 1. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) obtenidos para
Epotilona, Docetaxel y Paclitaxel usando una calibracién que depende de la
superficie de interaccion

Farmaco | Experimento | LOD [pM] | LQD [pM]
1 0.164 0.547

EPO 2 0.410 1.368
3 0.681 2.270

Todos 3.251 10.838

1 0.837 2.790

DCTX 2 0.906 3.021
3 1.240 4,134

Todos 4.063 13.546

1 0.281 0.939

PCTX 2 0.215 0.715
3 0.767 2.556

Todos 2.725 9.084

que el blanco es variable para cada superficie analizada experimentalmente. Este,
es un reto que no solo enfrentan los sensores basados en SAM’s, la dificultad para
obtener reproducibilidad debido factores relacionados con la superficie de interac-
cién es uno de los mayores problemas reportados en el disefio y elaboracién de
sensores 2, Este problema se puede superar si se logra eliminar la dependencia

entre la respuesta del sensor y la superficie de interaccion.

La interaccion del receptor con el analito, en este caso 5-Tubulina - farmaco, tie-
ne lugar a escalas nanoscépicas y puede ser estudiada a través variaciones en la
densidad electrénica del sistema definida en la ecuacién (18).

La densidad electrénica p de la superficie del sensor en equilibrio se ve alterada
cuando el receptor entra en contacto con el analito, dando lugar a una nueva densi-
dad o’ 23, Este fenémeno se puede representar por cambios en la nube electrénica
como se esquematiza en la figura[21] Por tanto, medir la densidad electrénica efecti-

va Ap = p — p, es decir, la diferencia entre la densidad electronica del sistema antes
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Figura 21. Esquema de la nube electronica de la superficie de interaccion del
sensor antes y después de ser expuesto a un farmaco

(a) Sensor antes de ser expuesto al far- (b) Sensor interactuando con el farmaco
maco farmaco

y después de ser expuesto al analito equivale a detectar dicha interaccion.

La dureza quimica descrita por las ecuaciones y (26), presenta una relacion en-
tre la respuesta del sensor y la densidad electronica del sistema, la cual, es funcion
de la capacitancia electroquimica C, = j—{i. De esta manera, la densidad electrénica
del sistema antes de ser expuesto al analito esta dada por p = (dg = ¢cCPav, y
después de la interacciéon con una concentracion [z] de analito, p' = (dq' = ng"]dV,
donde ¢ es una constante de proporcionalidad. Por tanto la densidad electrénica

efectiva estd dada por:

Ap=p —p=((CH - oMhav (35)

En este sentido, se puede definir la dureza quimica efectiva como:

_ g

Donde, C'"! es la capacitancia redox del sistema interactuando con una concentra-
cion [z] de analito y ") la capacitancia redox del sistema para [z] = 0 6 blanco y
es una constante que contiene el volumen, el cuadrado de la carga elemental y el

numero de oxidacion reduccion del sistema #8593
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3.2.1. Dureza quimica efectiva de farmacos taxanos  La dureza quimica efecti-
va es un parametro independiente de las condiciones iniciales del sistema, a través
de una calibracion adecuada permite mejorar la reproducibilidad de la medida de in-
teraccidn receptor - analito. Utilizando este concepto y siguiendo la recomendacion
de la IUPAC de contrastar la medida de una concentracion [x] de analito con la del

blanco B3, se redefini6 la respuesta de sensor como:

Figura 22. Curvas de calibracién utilizando como respuesta del sensor la dureza
quimica efectiva, obtenidas con diferentes concentraciones de tres farmacos.

700 4 e Datos experimentales

e Datos experimentales
— T = —134.45/0g10[x] + 416.66

E — 7= —112.62l0g1[x] + 331,57
'\“ . 600
=

107* 10° 10t 10? 103 107t 10° 10t 102 103

x = [EPO] /uM x = [DCTX] /uM
(a) Epotilona (b) Docetaxel
300
® e Datos experimentales
E 250 — 7= —92.39l0g:0[x] + 228.58
s

2001

1501

100 A

Nx—-b—Np
Y

o[> 504
1°° X = [PCTI)(:] uM -
(c) Paclitaxel
o o Y 0
N = Nz—b M = C’,,[x] _ Clb] C’,,[b] (37)

74



Las curvas de calibracion de la figura [22] se construyeron graficando n' en funcién
del logaritmo de la concentracidn log|x], en estas curvas se presentan todos los da-
tos de todos los experimentos realizados con cada uno de los farmacos: epotilona
B, docetaxel y paclitaxel. A diferencia de las curvas obtenidas con otros métodos de
calibracion mostrados anteriormente, las curvas construidas con n’ presentan menor
incertidumbre en los datos y sus pardmetros se conservan de un experimento a otro.
Se puede observar que la pendiente de todas las curvas de la figura [22] es aproxi-
madamente igual a —1.0210~2 [2], el mismo valor que se obtiene para la curva

FM
de calibracion correspondiente a cada experimento independiente de cada farmaco

2 2

(anexo A). Igualmente, el punto de corte presenta un valor entre 0.02 [%] y 0.04 [%-]

en todos los casos.

3.2.2. Limites de deteccion y cuantificacion  Los limites de deteccion y cuantifi-
cacion consignados en la tabla (2) corresponden al sensor, usando como respuesta
la dureza quimica efectiva n,_;, estos limites se calcularon con la desviacién es-
tandar respecto a la curva de calibracion (ecuacién (34)). En este caso, los limites
obtenidos para experimentos individuales son mayores que los correspondientes a
la calibracién utilizando como respuesta la dureza quimica experimental (Tabla [1).
Sin embargo, al utilizar n,_;, se logra reducir la diferencia entre el LOD y el LOQ de
cada experimento individual respecto a los calculados con los datos de todos los

experimentos independientes realizados con cada farmaco.

De manera que, utilizando 7,_;, los limites obtenidos para experimentos individua-
les son comparables a los obtenidos al agrupar los datos de multiples experimentos

independientes realizados con determinado farmaco. Por ejemplo, para epotilona
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Tabla 2. Limites de detecciéon LOD y de cuantificacion LOQ calculados utilizando la
dureza quimica efectiva n,_, como respuesta del sensor.

Farmaco | Experimento | LOD [pM] | LQD [pM]

1 1.503 5.011

EPO 2 1.383 4.611
3 1.973 6.576

Todos 2.018 6.729

1 0.561 1.869

DCTX 2 0.446 1.486
3 0.694 2.315

Todos 1.555 5.184

1 0.342 1.140

PCTX 2 0.465 1.550
3 0.824 2.749

Todos 0.734 2.446

B los valores de LOD obtenidos de experimentos independientes estan entre 1.503
[uM]y 1.973 [uM] y el LOD calculado agrupando los datos de todos los experimen-
tos en una misma curva de calibracién es 2.018 [ M]. Adicionalmente, para todos los
farmacos estudiados se obtuvieron LOD’s similares, con un valor cercano a 2 [uM|
en en el caso de epotilona B y Docetaxel, y ~ 0.7 [uM] para paclitaxel. Lo cudl es un
resultado esperado ya que los tres farmacos tienen mecanismo de accion similares
y la naturaleza de la interaccién entre cada uno de ellos y la s-Tubulina debe ser la
misma. El farmaco con menor LOD en los experimentos individuales es el doceta-
xel con valores menores a 0.7 [ M|, esto concuerda con resultados experimentales
reportados en la literatura en los que se ha mostrado que este farmaco tiene mayor

actividad in-vitro que el paclitaxel 2.
En este sentido, se logré cuantificar la interaccidén de la 5-Tubulina con farmacos an-

timitéticos de tipo taxano utilizando la dureza quimica medida experimentalmente,

los resultados muestran que la dureza quimica efectiva es un indice de reactividad
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que permite cuantificar la interaccién receptor-analito en general, con alta reprodu-

cibilidad e independiente de las condiciones de la superficie de interaccion.

El hecho de que las curvas de calibracién construidas con la dureza quimica efec-
tiva (figura [22), presenten los mismos parametros para los tres farmacos utilizados
en el estudio, y teniendo en cuenta que todos tienen el mismo mecanismos de ac-
cién conocido, sugiere que estos parametros guardan una relacion estrecha con la
naturaleza de la interaccion receptor-analito independiente de las condiciones de la
superficie. En este sentido la metodologia propuesta en este trabajo promete ser de
utilidad para otros sensores, y presenta una solucion a los problemas de reproduci-

bilidad relacionados con las condiciones de la superficie de interaccion.

3.2.3. Afinidad de interaccion 5-Tubulina - Farmacos y capacidad de deteccion
del sensor  Los resultados de la seccién[3.2.7jmuestran que la relacién que guar-
da n’ con la concentracién de farmaco no es la descrita por las isotermas Langmuir.
La razdn de esto puede ser la heterogeneidad en la superficie funcionalizada debido
a la presencia de g-Tubulina. Para estudiar la interaccién de la g-Tubulina con cada

uno de los farmacos se utilizé el modelo de Freundlich descrito por la ecuacion (32).

La ecuacion que describe el comportamiento de n’ en funcién de la concentracion

de farmaco [x], es de la forma:
n' = —Tlog[X] + A (38)

Donde I" y A son respectivamente, la pendiente y el punto de corte de las curvas de

calibracién en las que se utilizd6 como respuesta la dureza quimica efectiva (figura

22).

77



En los experimentos los farmacos se comportan como adsorbatos, por tanto, el loga-
ritmo de la concentracion de adsorbatos log(C.) en el modelo de Freundlich (ecua-

cion [32), corresponde al logaritmo de la concentracion de farmaco log[X]:

togla.) =~ log X] +log(K;) (39

Despejando log[X] en las ecuaciones y y comparando termino a termino

se obtiene nlog(q.) = —%’ y nlog(Ky) = —4, por tanto, es posible calcular K; como:

K;=10"wr (40)

La interaccion entre un farmaco y su receptor suele ser reversible ™, por tanto, es de
esperar que para la interaccién entre cada uno de los farmacos con la g-Tubulina,
la relacion 1/n sea menor que 1. En este caso, se utilizdé un valor 1/n = 0.5 pa-
ra estimar el valor de K correspondiente a cada farmaco, las constantes obteni-
das fueron K; = 28.20 [nM| para epotilona B, K; = 57.93 [nM] para paclitaxel y
Ky = 33.72 [nM] para docetaxel. En la literatura se encuentran reportes de las cons-
tantes de disociacion de farmacos taxanos con 3-Tubulina K, del orden de 107M 1,
esta constante corresponde al inverso de de la constante de asociacién K, que pue-
de asociarse a K, haciendo los respectivos célculos, las constantes de afinidad que
se obtienen de los valores reportados para oscilan alrededor de 1.64 [nM] para epo-
tilona B, 94 — 303 [nM] para paclitaxel y 25,6 — 47 [nM] para docetaxel, es decir, los
valores de K obtenidos de la respuesta del sensor estudiado son comparables con

las constantes de afinidad reportadas en la literatura para los farmacos utilizados. 9]

5% KENJI NAMOTO RUBEN M. BUEY, J.FERNANDO DIAZ, JOS M. ANDREU, AURORA O'BRATE,
PARASKEVI GIANNAKAKOU, K.C. NICOLAOU, PRADIP K. SASMAL, ANDREAS RITZEN.
“Interaction of Epothilone Analogs with the PaclitaxelBinding Site: Relationship between Bin-
ding Affinity,Microtubule Stabilization, and Cytotoxicity”. En: Chemistry Biology 11.2 (2010),
pags. 225-236.
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hanced Antitumor Activity and Water Solubility”. En: Journal of Natural Products 81.3 (2018),
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4. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un sensor sin etiqueta (label free) para cuantificar la interaccién de
farmacos antimitéticos con g-Tubulina a través de la dureza quimica n y la dureza
quimica efectiva n,_;, obtenidas experimentalmente por espectroscopia de capaci-
tancia electroquimica. El sensor desarrollado consiste en una celda electroquimica
de tres puntas, cuyo electrodo de trabajo esta conformado por una monocapa mo-
lecular mixta de 11 ferrocenil-1- undecanetiol y acido 16 mercaptohexadecanoico

autoensamblada sobre un sustrato de oro y funcionalizada con S-Tubulina.

Con el sensor desarrollado se cuantifico la interaccion de la 5-Tubulina con Epotilo-
na B, Paclitaxel y Docetaxel, utilizando dos métodos de calibracion diferentes: con
dureza quimica y con dureza quimica efectiva. En el primer método se defini6 la res-
puesta del sensor a una concentracion dada de farmaco como la diferencia entre la
dureza quimica medida para dicha concentracion y la medida para el blanco n — n,,
los limites de deteccion calculados respecto a la curva de calibracion construida por
este métodos fueron 3.25 [ M| para epotilona B, 4.06 [uM] para docetaxel y 2.725
[uM] para paclitaxel.

Se evidenci6 que la dependencia de la respuesta respecto al blanco afecta negati-
vamente la capacidad de deteccién del sensor debido a que esta medida esta alta-
mente influenciada por las condiciones iniciales de la superficie de interaccion, que
a su vez representd una de las mayores dificultades experimentales en el desarrollo
del sensor, debido especialmente a falta de reproducibilidad causada por factores
que no se lograron identificar dentro de las variables controlables del experimento,
es de tener en cuenta que las dimensiones de escalas atomicas de estas monoca-

pas moleculares implican la influencia de diversos factores no controlables durante
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su formacion.

Para el segundo método de calibracion se definié la dureza quimica efectiva 7, _,
y se tomd como respuesta del sensor 7,_, — 1, con lo cual se logré reducir la de-
pendencia de la respuesta con el blanco, mejorando la capacidad de deteccion del
sensor. Los limites de calibracién calculados en este caso fueron 2.02 [uM] para
epotilona B, 1.55 [ M| para docetaxel y 0.73 [uM] para paclitaxel. Adicionalmente los
parametros de las curvas de calibracion obtenidos por este método fueron similares
para los tres farmacos, teniendo en cuenta que los farmacos utilizados comparten el
mismo mecanismo de accion, se puede inferir que la respuesta del sensor definida
en funcién de n,_, esta determinada por la naturaleza de la interaccion receptor-

analito.

Lo anterior sugiere que la dureza quimica efectiva definida en este trabajo provee
una nueva metodologia de calibracién de sensores que puede ser utilizada para
cuantificar diferentes tipos de interaccion receptor-analito sin depender de las con-
diciones de la superficie de interaccion, aportando una posible solucién a uno de los

mayores retos experimentales reportados en el area de bio-reconocimiento.

En cuanto a la afinidad de interaccion, se estimaron, por medio de los parametros
de las curvas de calibracion obtenidas con 7,_, y las isotermas de Freundlich, las
constantes de Freundlich para obtenidos para epotilona B, docetaxel y paclitaxel
Ky =282 [nM], Ky =33.72 [nM]y K; = 57.93 [nM] respectivamente. Estos valores

son comparables con las constantes de afinidad reportadas en la literatura.
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ANEXOS

Anexo A. Dureza quimica efectiva de farmacos taxanos. Curvas de calibracién

Las figuras (28),(24) y ([25) presentan las curvas de calibracién ' Vs Log|z], para

cada uno de los experimentos independientes realizados con Epotilona B, Docetaxel
y Paclitaxel respectivamente.

e Datos experimentales 500 $ e Datos experimentales

— T= —117.70l0g0lx] + 326.44

— 7= —113.93/0g10lx] + 368.48
('

107t

x = [EPO] / uM x = [EPO] / uM

(d) Experimento 1 (e) Experimento 2

700 ° e Datos experimentales

— T= —151.84/0g1,lx] + 496.71

X = [EPO] / M
(f) Experimento 3

Figura 23. Curvas de calibracién usando como respuesta del sensor la dureza

quimica efectiva n’ en funcion del logaritmo de la concentracién de Epotilona B,
[EPO].
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Figura 24. Curvas de calibracién usando como respuesta del sensor la dureza

quimica efectiva n’ en funcién del logaritmo de la concentracién de docetaxe,
[DCTX].
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Figura 25. Curvas de calibracién usando como respuesta del sensor la dureza
quimica efectiva n’ en funcion del logaritmo de la concentracién de Paclitaxel,

[PCTX].
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Anexo B. Diagramas de Bode de capacitancia real ¢’ e imaginaria C”

®o0q, e Blank e 40.0 uM
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250 5.0 uM 4 1000.0 uM
15.0 uM
~_ 200
E
S
w
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O 100
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0
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Figura 26. Diagramas de Bode de capacitancia real, C’ Vs f, e imaginaria , C” Vs
f, para los experimentos realizados con epotilona B, (a) y (b) experimento 1, (c) y

(d) experimento 2, (e) y (f) experimento 3.
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Figura 27. Diagramas de Bode de capacitancia real, C’ Vs f, e imaginaria , C” Vs
f, para los experimentos realizados con docetaxel, (a) y (b) experimento 1, (c) y (d)
experimento 2, (e) y (f) experimento 3.
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Figura 28. Diagramas de Bode de capacitancia real, C’ Vs f, e imaginaria , C” Vs
f, para los experimentos realizados con paclitaxel, (a) y (b) experimento 1, (c) y (d)
experimento 2, (e) y (f) experimento 3.
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Anexo C. Jupiter Notebook para el analisis de datos
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Data analysis by hardness analytics

January 25, 2021

0. Preparacién del entorno de trabajo
La siguiente celda permite, si este Notebook se ejecuta desde Colab, inicializar el entorno
de ejecucién en un servidor de Collaboratory Lab de Google. Sin embargo, si se ejecuta
localmente, permite omitir la ejecucién de la celda. De esta manera, este Notebook puede ser
ejecutado en un entorno local o en Colab.

[1]: |try: # Esto permite ejecucion en ambiente local, sin afectar el uso en Colab
from google.colab import drive
drive.mount ('/content/drive')
basePath = '/content/drive/My Drive/Colab_SandraCorzo'
%cd $basePath
except:
pass

[2]: import sys
import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt
import pandas as pd

sys.path.append('../scripts')

config = {
'bitacora_path': '../datos/Bitacora.xlsx',
'experiment_labels': {
'column_name': 'experimento',
'voltamperometry':'CV',
'impedance': 'CEC'

X,

'sample_labels': {
'column_name': 'target',

3,

'date_labels': {
'column_name': 'fecha'

}

[3]: date = np.datetime64('2019-07-24")
datel = np.datetime64('2019-07-25")



experimental _parameters_paclitaxel = {

'sample_name': 'Paclitaxel'’,
'impedance_blank_label_templates': {
'default': 'lanco3_%s.txt',

date : 'lanco3_%s.txt',
datel : 'lanco3_%s.txt'
1,

'impedance_experiment_label_templates': {
'default': ['Blanco3_Jd.txt', 'PCLTXO01uM_%d.txt', 'PCLTXO05uM_Y%d.
—txt', 'PCLTX5uM_%d.txt', 'PCLTX10uM_%d.txt', 'PCLTX20uM_7%d.txt',.
— 'PCLTX50uM_%d.txt', 'PCLTX100uM_%d.txt', 'PCLTX1mM_%d.txt'],
date : ['Blanco3_%d.txt', 'PCLTXO01uM_%d.txt', 'PCLTX5uM_%d.txt',,
< 'PCLTX10uM_%d.txt', 'PCLTX20uM_%d.txt', 'PCLTX50uM_7%d.txt', 'PCLTX100uM_Y%d.
~txt'],
datel : ['Blanco3_%d.txt', 'PCLTXO1uM_7%d.txt', 'PCLTX5uM_%d.txt',,
< 'PCLTX10uM_%d.txt', 'PCLTX20uM_%d.txt', 'PCLTX50uM_7%d.txt', 'PCLTX100uM_Y%d.
txt!']
},
'impedance_experimement_index':{
'default': [0, 1, 2],
date : [0, 1, 2],
datel : [0, 1, 2]
I
'impedance_data_labels': {
'real': u"C' (F)",
'imag': u"C'' (F)",

'freq' : u'Frequency (Hz)',
'phase' : u'-Phase (°)',
"time' : u'Time (s)'

[4]: date = np.datetime64('2019-08-06")
datel = np.datetime64('2019-08-07")
experimental _parameters_Docetaxel = {

'sample_name': 'Docetaxel’,
'impedance_blank_label_templates': {
'default': 'lanco3 Y%s.txt',
date : 'lanco_3_Y%s.txt',
datel : 'lanco3_%s.txt'

I

'impedance_experiment_label_templates': {
'default' : ['Blanco3_%d.txt', 'DCTX_O1uM_%d.txt', 'DCTX_O5uM_%d.

—txt', 'DCTX_5uM _%d.txt', 'DCTX_10uM_%d.txt',

'DCTX_20uM_%d.txt', 'DCTX_50uM_%d.txt', 'DCTX_100uM_%d.txt',.,
—'DCTX_1mM_%d.txt'],



[5]:

datel : ['Blanco3_%d.txt', 'DCTXLO1u_%d.txt', 'DCTXLO5u_%d.
—txt', 'DCTXLbu_%d.txt', 'DCTXL10u_%d.txt', 'DCTXL20u_%d.txt',
'"DCTXL50u_%d.txt', 'DCTXL100u_%d.txt'],
date : ['Blanco_3_%d.txt', 'DCTXLO1uM_%d.txt"', 'DCTXLO5uM_%d.
—txt', 'DCTXL5uM_%d.txt', 'DCTXL10uM_%d.txt', 'DCTXL20uM_%d.txt',
'DCTXL50uM_%d.txt', 'DCTXL100uM_%d.txt']
¥,
'impedance_experimement_index':{
'default': [0, 1, 2],

date : [0, 1, 2],
datel : [0, 1, 2]
1,

'impedance_data_labels': {
'real': u"C' (F)",
"imag': u"C'' ()",

'freq' : u'Frequency (Hz)',
'phase' : u'-Phase (°)',
'time' : u'Time (s)'

date = np.datetime64('2019-11-01")
datel = np.datetime64('2019-11-02")
date2 = np.datetime64('2018-11-20")
experimental _parameters_EpothiloneB = {

'sample_name': 'EpothiloneB',
'impedance_blank_label_templates': {
'"default': 'lanco3_Js.txt',
date : 'lanco3_%s.txt',
datel : 'lanco_3_Y%s.txt',
date?2 : 'lanco3_%s.txt'
},
'impedance_experiment_label_templates':{
'default': ['Blanco3_%d.txt', 'Eb5uM_%d.txt', 'E15uM_%d.txt', 'E40uM_%d.
Stxt', 'EimM %d.txt'],
date : ['Blanco3_7%d.txt','EO1uM_%d.txt','EO5uM_%d.txt', 'E5uM_%d.
—txt','E10uM_%d.txt', 'E20uM_%d.txt',
'E50uM_%d.txt', 'E100uM_%d.txt', 'EimM_%d.txt'l,
datel : ['Blanco_3_%d.txt','ECE_Epo_O1uM_%d.txt','ECE_Epo_O5uM_%d.txt',
'"ECE_Epo_5uM_%d.txt', 'ECE_Epo_10uM_%d.txt', 'ECE_Epo_20uM_%d.
—txt!',
'ECE_Epo_50uM_%d.txt', 'ECE_Epo_100uM_%d.txt',.
—'ECE_Epo_1mM_%d.txt'],
date2 : ['Blanco3_Y%s.txt', 'ECE_Epo_buM_Y%d.txt','ECE_Epo_10uM_Y%d.
—txt', 'ECE_Epo_15uM_%d.txt', 'ECE_Epo_20uM_%d.txt',
'"ECE_Epo_100uM_7%d.txt', 'ECE_Epo_1imM_Y%d.txt']



s
'impedance_experimement_index':{
'default': [0, 1, 2],

date : [1, 2, 3],
datel : [1, 2, 31,
date2 : [1, 2, 3]
},

'impedance_data_labels': {
'real': u"C' (F)",
Iimagl : u||Cl 1 (F) ||’

'freq' : u'Frequency (Hz)',
'phase' : u'-Phase (°)',
'time' : u'Time (s)'

[6]: | import hardness_analytics as hn

DCTX = hn.harness_analytics(config, experimental_parameters_Docetaxel)

Starting the obtention of impedance data by date ..
Date of the impedance experiments: 2019-08-06
Date of the impedance experiments: 2019-08-07
Date of the impedance experiments: 2019-12-27
Date of the impedance experiments: 2019-12-28
End.

Starting the obtention of the semicircle parameters by date ..
Date of the experiments: 2019-08-06
Date of the experiments: 2019-08-07
Date of the experiments: 2019-12-27
Date of the experiments: 2019-12-28
End.

[7]1: DCTX.plot_voltamperometry_for_all_dates()
plt.legend(bbox_to_anchor=(1.05, 1))

[7]: <matplotlib.legend.Legend at Ox1f6ff9b1508>
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[8]:

Docetaxel, T = 23.0 °C, 2019-12-27
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DCTX.plot_voltamperometry_for_all_dates()
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I[uA]

I[HA]

Docetaxel, T = 23.0 °C, 2019-12-27
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[10]: dates = DCTX.get_impedance_dates()

[11]: #DCTX.plot_all_timpedace_data ()
DCTX.plot_impedace_data_by_date(dates[0])

Date: 2019-08-06, T =23.0°C
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Real (CI[uFicm?®]

[12]: DCTX.plot_impedance_semicircle(dates[0], exp='mean')

Ploting semicircles to date: 2019-08-06 . Experiment: mean



Date: 2019-08-06 (experiment: mean)
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[13]: DCTX.plot_impedance_semicircle(dates[0], exp=1)
Ploting semicircles to date: 2019-08-06 . Experiment: 1
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-lmag(C)[uFicm?]

Date: 2019-08-06 (experiment: 1)

[14]: DCTX.plot_N_impedance_semicircles(3)
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-Imag(C)[uF/cm?]

-Imag(C)[uF/cm?]
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-Imag(C)[uF/cm?]

-Imag(C)[uF/cm?]

Date: 2019-08-06 (experiment: 1)
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-Imag(C)[uF/cm?]

-Imag(C)[uF/cm?]

Date: 2019-08-07 (experiment: mean)
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-Imag(C)[uF/cm?]

-Imag(C)[uF/cm?]

Date: 2019-08-07 (experiment: 1)
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-Imag(C)[uF/cm?]

-Imag(C)[uF/cm?]

Date: 2019-12-27 (experiment: mean)
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Date: 2019-12-27 (experiment: 1)
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-Imag(C)[uF/cm?]

-Imag(C)[uF/cm?]

Date: 2019-12-28 (experiment: mean)
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Date: 2019-12-28 (experiment: 1)
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[15]: import matplotlib.pyplot as plt
fontsize = 10
date = dates[0]
plt.figure(dpi=600)
plt.subplot(2,2,1)
DCTX.plot_impedance_semicircle(date, exp='mean', fontsize = 6,
—show_legend=False)
for exp in range(3):
plt.subplot(2,2,exp+2)
DCTX.plot_impedance_semicircle(date, exp=exp, fontsize = 6,
—show_legend=False)

Ploting semicircles to date: 2019-08-06 . Experiment: mean
Ploting semicircles to date: 2019-08-06 . Experiment: O
Ploting semicircles to date: 2019-08-06 . Experiment: 1
Ploting semicircles to date: 2019-08-06 . Experiment: 2

Date: 2019-08-06 (experiment: mean) Date: 2019-08-06 (experiment: 0)
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[16]: concentrations = DCTX.get_impedance_concentrations_by_date(dates[3])
print(concentrations)

['0.0\\mu M' '0.1\\mu M' '0.5\\mu M' '10.0\\mu M' '100.0\\mu M'
'1000.0\\mu M' '20.0\\mu M' '5.0\\mu M' '50.0\\mu M']

[19]: DCTX.get_all_hardness_calibration_curves(maximun_molar_fraction_uM=10000)
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Date: 2019-08-06, T: 23.0 °C
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[20]: DCTX.get_all_hardness_calibration_curves(exclude_molar_fractions_uM = [1000])

Date: 2019-08-06, T: 23.0 °C
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Date: 2019-12-27, T: 23.0 °C
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[22]: dates = DCTX.get_impedance_dates()
date = dates[1]

df = DCTX.get_effective_hardness_data(date)

p, LOD, LOQ = DCTX.get_effective_hardness_calibration_parameters(df, plot=True,
—dpi=300, exclude_molar_fractions_uM = [0.1],save_figure=True,,
—figure_name='Effective_hardness_calibration_%s_DCTX.png' % (str(date)[:10]))

LOD_nM = 1e3 * LOD

LOQ_nM = 1e3 * LOQ

plt.title('date: '+str(date)[:10]+r' $\rightarrow$ LOD: 7%0.2f nM, LOQ: %0.2f,
—nM' % (LOD_nM, LOQ_nM))

print ('LOD: %0.2f nM' % LOD_nM)

print('LOQ: %0.2f nM' % LOQ_nM)

Calibration data for the date: 2019-08-07
LOD: 445.70 nM
L0Q: 1485.65 nM

date: 2019-08-07 —» LOD: 445.70 nM, LOQ: 1485.65 nM
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[23]: dates = DCTX.get_impedance_dates()
df = pd.DataFrame([])
for date in dates: # Para incluir los datos de todas las fechas
df = DCTX.get_effective_hardness_data(date, df = df)

p, LOD, LOQ = DCTX.get_effective_hardness_calibration_parameters(df, plot=True,
—dpi=300, save_figure=True,exclude_molar_fractions_uM = [0.1],
—figure_name='Effective_hardness_calibration_with_all_data_DCTX.png')

LOD_nM = 1e3 * LOD
LOQ_nM = 1e3 * LOQ

print('LOD: %0.2f nM' % LOD_nM)
print('LOQ: %0.2f nM' 7 LOQ_nM)

Calibration data for the date: 2019-08-06
Calibration data for the date: 2019-08-07
Calibration data for the date: 2019-12-27
Calibration data for the date: 2019-12-28
LOD: 2224.55 nM
LOQ: 7415.17 nM
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[21]: hardness_substracting_blank = lambda c: 1/(c[0] - ¢c) - 1/c[0]
hardness = lambda c: 1/c - 1/c[0]

hardness_with_substraction_df = pd.DataFrame([])
hardness_df = pd.DataFrame([])
for date in DCTX.get_impedance_dates():
print('\nDate:', date)
df _aux = DCTX.impedance_raw_dataFrame(date)
c = np.sort(list(df_aux.columns))
df _aux = df_aux[c]

df_hard = df_aux.apply(hardness, axis=1)

df_subs = df_aux.apply(hardness_substracting blank, axis=1)

print (df_subs[c[1:]1])

hardness_df = hardness_df.append(df_hard[c[1:]], ignore_index=True,,,
—sort=False)

hardness_with_substraction_df = hardness_with_substraction_df.
—append(df_subs[c[1:]], ignore_index=True, sort=False)

Date: 2019-08-06

0.1 0.5 5.0 10.0 20.0 50.0 100.0
.087360 0.041230 0.031944 0.026049 0.018973 0.016413 0.014740
.093481 0.043539 .034501 .028119 .019108 .017655 .015686
.111411 0.044022 0.035373 0.028795 0.024627 0.019349 0.016987

N = O

o O O
o
o
o
o
o

Date: 2019-08-07

0.1 0.5 5.0 10.0 20.0 50.0 100.0
.055379 0.036595 0.024852 0.021406 0.014148 0.012546 0.010838
.068488 0.039826 .025012 .022701 .015249 .013640 .010920
.424607 0.038114 0.026327 0.023518 0.015951 0.014323 0.012703

N = O

o O O
(@)
(@)
o
O
o

Date: 2019-12-27
0.1 0.5 5.0 10.0 20.0 50.0 100.0 \
0.047658 0.021131 0.010794 0.007093 0.003493 0.003204 0.002549
.050792 0.022056 .011247 .007396 .003612 .003341 .002682
0.052869 0.022628 0.011580 0.007614 0.003690 0.003459 0.002777

-
o
o
o
o
o
o

1000.0
0.001893
.002024
0.002113

—
(@)

Date: 2019-12-28

0.1 0.5 5.0 10.0 20.0 50.0 100.0 \
.0755685 0.032437 0.016599 0.011134 0.007455 0.005931 0.004855
.087441 0.036920 0.018569 0.012414 0.008357 0.006622 0.005609

= O
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[1:

N —~ O

0.088502 0.039829 0.019746 0.013295 0.008983 0.007134 0.006069

1000.0
0.006839
0.007544
0.008002
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