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Resumen

Electrodos de aerogeles de carbono con puntos cuanticos de sulfuro de cobre (5 a 10 nm) fueron
sintetizados por deposicion catddica y reacciones solido vapor. El analisis de espectrometria UV-
VIS-NIR de los electrodos indico que la presencia de los puntos cuanticos de CuS incrementa la
absorbancia del electrodo. Los electrodos se funcionalizaron con una proteina modelo
(Glutaraldehido) la cual permiti6 la unién con el anticuerpo anti-GSTT1 que esta relacionado a
procesos celulares y rutas relacionadas a la oncogénesis. Analisis de FTIR confirmaron los grupos
funcionales y enlaces en los electrodos funcionalizados. Curvas I-V fueron obtenidas para los
electrodos funcionalizados y sin funcionalizar confirmando que las propiedades conductivas del
electrodo se mantienen después de la funcionalizacion.
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1. Introduccion

Hoy en dia, el cancer de mama es una de las diez principales razones de muerte entre mujeres alrededor
del mundo, la incidencia de cancer de mama en el mundo sigue incrementando afio con afio y
generalmente es detectado en sus tltimas etapas, por lo que sigue afectando directamente la esperanza
de vida entre las mujeres que presentan este padecimiento [1-2], esto debido a que las técnicas que
comunmente se utilizan para su deteccion no estan disefiadas para la deteccion temprana del cancer. Un
sistema de deteccion temprana de cancer de mama proporcionaria la oportunidad de otorgar un
tratamiento en tiempo y forma al paciente y esto disminuiria la tasa de morbilidad a causa de este
padecimiento. Algunos investigadores han desarrollado sistemas para la deteccion de cancer basados
en biosensores y varios biomarcadores de cancer [3-5], y a pesar de que han obtenido buenos resultados
en la deteccion de los biomarcadores, los materiales necesarios para la fabricacion de estos biosensores
son de alto costo, por lo tanto, si se buscara comercializarlos para el publico en general, esto
representaria un problema de accesibilidad para la poblacion de bajos recursos, por lo que, se buscod
fabricar biosensores que tuvieran una buena respuesta en la deteccion de los biomarcadores y, a la vez,
que sus materiales de fabricacion tuvieran costos mas reducidos, esto con el fin de que su
comercializacion tuviera un mayor alcance, entonces, los investigadores optaron por buscar métodos
mas econdémicos de deteccion temprana del cancer a bajo costo, creando asi, biosensores
enzimaticos[6], de fluorescencia [7], de electroquimioluminiscencia[8], entre otros. Estos biosensores
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presentan de igual manera buena capacidad de deteccion, pero su costo puede ser elevado y su
fabricacion compleja, por lo que se continua con la busqueda de un biosensor que cubriera los
requerimientos deseado. Los biosensores electroquimicos y fotoelectroquimicos con materiales
nanoestructurados [9-12] representan una promesa para la sefializacion [13] ya que pueden elaborarse
con procesos no muy costosos y proporcionan resultados de una forma rapida [14,15] Hoy en dia hay
un gran interés en la fabricacion de biosensores tipo PEC multiplexados con la capacidad de detectar
diferentes biomarcadores tumorales [16-18]. Uno de los primeros pasos para la obtencioén de los
biosensores consiste en la obtencion de los electrodos funcionalizados. El presente trabajo se enfoca en
la sintesis y caracterizacion de electrodos basados en sustratos de aerogel de carbono, con puntos
cudnticos de sulfuro de cobre para desarrollar un biosensor tipo PEC para la deteccion de cancer de
mama. Estos electrodos deben presentar propiedades semiconductoras con alta uniformidad,
propiedades opticas y estabilidad. Los electrodos se funcionalizaron con una proteina modelo ya que
la unién entre el anticuerpo y el electrodo debe realizarse a través de interacciones electrostaticas o
enlaces covalentes, y el electrodo de aerogel de carbono no presenta cargas en su superficie por si solo.
Es importante que durante la funcionalizacion no se afecten las propiedades Opticas y conductivas del
propio electrodo.

2. Metodologia

El procedimiento experimental se representa en la Fig. 1. Para la sintesis de los electrodos se utilizaron
laminillas de aerogel de carbono (READE Grade II) las cuales se seccionaron en piezas de lem x 1 cm
y se recubrieron con cobre (Cu) por la técnica de deposicion catédica durante 1, 2 y 3 min utilizando
un equipo Denton Vacuum Model Desk V con un “target” de 99.9% Cu (Ted Pella No.8077).
Posteriormente, las muestras se sulfuraron por un periodo de 3 h a 1100C utilizando 3 gr de azufre
sublimado y 100 ml de agua. Las muestras se caracterizaron por medio de microscopia electronica de
barrido (SEM) marca Hitach SU5000, espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDS),
difraccion de rayos X (X'Pert pro PANalytical con radiacion CuKa A=0.1542 nm) y UV-VIS-NIR,
utilizando un espectrometro Stellar Net con esfera integrada Newport, con lampara de luz de xenon.
Por otra parte, el aerogel de carbono con puntos cuanticos de sulfuro de cobre fue funcionalizado con
una proteina modelo (Glutaraldehido) como agente de anclaje entre la superficie del electrodo y el
anticuerpo (anti-GSTT1). La funcionalizacion de la superficie del electrodo de carbono con puntos
cuanticos de sulfuro de cobre y la proteina, se realizé por duplicado, colocando los electrodos de 1 cm
x 1 cm dentro de una placa de 12 pozos, luego, se prepararon varias soluciones proteicas, conteniendo
suero PBS 1x estéril con pH de 7.0 y en conjunto con Glutaraldehido (0.5% (10 uL + 2 ml PBS) y 1.0%
(20 uL + 2 ml PBS)) en diferentes concentraciones. Dichas soluciones fueron colocadas en los pozos
correspondientes a temperatura ambiente por medio de inmersion, y fueron puestas en constante
agitacion por 1 hora, al terminar la incubacion, cada muestra fue enjuagada con suero PBS por lo menos
un minimo de 3 veces para asegurar que todo el material que no reaccion6 fuera retirado de la superficie
del electrodo. Después de la funcionalizacion, el material fue conservado a una temperatura de 4°C.
Posteriormente, los electrodos funcionalizados con la proteina modelo se colocaron en una placa de 12
pozos. Se generaron dos controles, uno negativo que consistia en el electrodo con Unicamente suero
PBS 1x y un control positivo que contenia ademas del suero PBS 1x Glutaraldehido (0.5%), mientras
que en el resto de los pozos se agregé al aerogel de carbono con puntos cuanticos de sulfuro de cobre
el Glutaraldehido (0.5%) y el anticuerpo en dos concentraciones distintas, 1:5000 (PBS (1.6 ml) +
Glutaraldehido (0.5%) + ABS 1 (400ul))y 1:20000 PBS ((1.9 ml) + Glutaraldehido (0.5%) + ABS 2
(100 pl)). Una vez que los pozos estuvieron listos, se procedi6 a incubar el anticuerpo por 24 horas con
el electrodo y el glutaraldehido para lograr una mejor adhesion. Las muestras funcionalizadas fueron
analizado por medio de las técnicas de caracterizacion de espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier con reflectancia total atenuada FTIR-ATR (Nicolet 6700) para determinar la presencia de
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los grupos funcionales y bandas caracteristicas de las proteinas funcionalizadas en la superficie del
electrodo. Las propiedades eléctricas (curvas I-V) de las peliculas delgadas de los acrogeles de carbono
funcionalizados y sin funcionalizar se caracterizaron por triplicado utilizando el método de 4 puntas
con un equipo Keithley 2400. Como blancos se utilizaron electrodos de aerogel de carbono sin puntos
cuanticos, aerogeles de carbono con puntos cuanticos sin funcionalizar y aerogeles de carbono con
puntos cuanticos y PBS (Ver Fig. 3,4y 5)

Sintesis

Aerogeles de Caracterizacion Funcionalizacion Caidcteizacion
carbono con SEM, FTIR, UV-VIS, . Glutaraldehido/

puntos cudnticos CURVAS |-V Anticuerpo anti- FTIR, CURVAS |-V
de sulfuro de GSTTL

cobre

Fig. 1. Diagrama esquematico del procedimiento experimental.

3. Resultados y discusion

La Fig. 2 muestra imagenes de SEM correspondientes al acrogel de carbono puro, y los puntos cuanticos
de CuS depositados en tiempos de 1, 2 y 3 minutos sobre la superficie de la pelicula de carbono por
medio de deposicion catodica. Los resultados de analisis de caracterizacion por espectroscopia por
dispersion de energia de rayos X y difraccion de rayos x para la identificacion de su composicion
quimica y fases se presentan en trabajos previos del equipo de investigacion [19-22]. También, el
mecanismo de reaccion se explica en estos trabajos donde se describe que el crecimiento de los sulfuros
se divide en 5 fases principales, siendo la primera la difusion de las especies de crecimiento (fase vapor
o liquido) hacia la superficie de crecimiento. Esta fase es seguida por la fase de adsorcion y desorcion
de las especies de crecimiento en, y desde la superficie de crecimiento, donde los gases sulfurados
empiezan a reaccionar con la superficie del aerogel de carbono y empiezan a formar parte de su
superficie, y al mismo tiempo la superficie del acrogel de carbono se deshidrata y pierde por medio de
gases los compuestos organicos que existan en su superficie. En la Fig. 2 puede observarse que a mayor
tiempo de depdsito se observa un mayor tamafio de particula y mas presencia de aglomerados. En este
caso, se busca que la superficie del aerogel se encuentre recubierta con los puntos cuanticos de sulfuro
de cobre con la menor cantidad de aglomerados posible, ya que es necesario un buen transporte
electrolitico hacia el contraelectrodo para la deteccion de reacciones fotoelectroquimicas [23].

La Fig. 3 muestra la grafica correspondiente a las absorbancias obtenidas por medio de UV-VIS
NIR de las muestras elaboradas con 1, 2 y 3 minutos de depdsito de puntos cuanticos y/o nanoparticulas
de CusS sobre el aerogel de carbono, ademas, en la grafica se muestra la absorbancia obtenida en el
aerogel de carbono puro con fines comparativos. De acuerdo con la literatura, el sulfuro de cobre
presenta un aumento de absorbancia caracteristico que se encuentra entre los rangos que van de 400 a
520 nm y de 600 a 700 nm [24-27], siendo estas absorbancias las correspondientes a los puntos
cuanticos o nanoparticulas de sulfuro de cobre con morfologia esférica, correspondiendo a las obtenidas
en estos experimentos, dicha morfologia puede ser corroborada en las imagenes obtenidas por medio
de microscopia electronica de barrido. Por otra parte, la literatura reporta que los aumentos de
absorbancia en los rangos de 700 nm en delante se deben a una fuerte resonancia plasménica de
superficie localizada tipica del CuS [28]. En la grafica se puede observar que las muestras de 1 y 2
minutos que contienen depositos de puntos cudnticos de sulfuro de cobre sobre el aerogel de carbono
tienen una mayor absorbancia a comparacion con el aerogel puro [26-28] mientras que la muestra de 3
min presenta menor absorbancia. En este caso se busca que la superficie del aerogel de carbono esté
cubierta con puntos cuanticos de sulfuro de cobre con la menor cantidad de aglomerados posibles para
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que la absorbancia del compuesto no se vea disminuida, ya que esta favorecera la alimentacion (fuente)
del sensor.

©200um b

d

nm
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Fig. 2. a) Aerogel de carbono blanco, b) Aerogel de carbono con puntos cudnticos de CuS 1 minuto de
depdsito, ¢) Aerogel de carbono con puntos cuanticos de CuS 2 minutos de deposito, d) Aerogel de carbono con

puntos cuanticos de CuS 3 minutos de deposito.

La caracterizacion por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier fue realizada para
comprobar la presencia de los grupos funcionales correspondientes al aerogel de carbono, al
Glutaraldehido y al anticuerpo GSTTI, la Fig. 4 muestran los espectros de 2 muestras con diferentes
concentraciones de anticuerpo, contrastadas contra un blanco negativo que solo consiste del aerogel de
carbono con puntos cuanticos de sulfuro de cobre con suero PBS 1x, y un blanco positivo que consiste
del aerogel de carbono con puntos cuanticos de sulfuro de cobre con suero PBS 1x y Glutaraldehido al
0.5%. Como se puede observar en el espectro correspondiente al blanco (aerogel de carbono con puntos
cuanticos de sulfuro de cobre en suero PBS 1x) se expresan las bandas caracteristicas del carbono,
siendo las bandas situadas entre 1050 — 1300 (C-O), que pueden ser observadas en los 3 espectros, cabe
destacar que el ruido presente en los espectros es debido a la fluorescencia generada por los puntos
cuanticos de sulfuro de cobre al ser irradiados por el haz infrarrojo del equipo. En cuanto al
recubrimiento del aerogel de carbono con el Glutaraldehido, pueden observarse las bandas
caracteristicas correspondientes al Glutaraldehido en las 3 muestras que lo contienen, situadas en 1500
—2000 correspondiente al enlace C=0 (fuerte), en 2850 — 3000, correspondiente al enlace C-H fuerte y
por ultimo en 3000 — 3500, correspondiente a O-H fuerte, en Hidrogeno, lo que comprueba la presencia
del recubrimiento de Glutaraldehido sobre la superficie del aerogel de carbono con puntos cudnticos de
sulfuro de cobre [29, 30]. Por otra parte, en el area situada entre 1500 y 2000 se puede encontrar la
banda caracteristica del anticuerpo anti-GSTT1, correspondiente a un enlace C=0, dicha banda aumenta
de intensidad cuando existe una mayor concentracion de anticuerpo en la superficie del aerogel, como
puede observarse en el espectro correspondiente a la concentracion del anticuerpo 1:5000 la banda
aparece en el espectro (comparandola con los blancos en donde no existe una banda en esa zona
especifica), y si se compara con el espectro donde el anticuerpo se encuentra en una concentracion de
1:20000, puede observarse un incremento en la intensidad de la banda caracteristica al anticuerpo anti-
GSTTI1 (C=0), sin embargo, la banda sigue siendo muy pequena, debido a que se utilizé una cantidad
de tan solo 100 y 400 pul de anticuerpo para dichas concentraciones, respectivamente, y no es suficiente
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para generar una banda intensa y definida en el espectro, esto debido a su pequeiia cantidad
representativa en respecto a la cantidad de aerogel de carbono y glutaraldehido presentes en las
muestras.
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Fig. 3. Absorbancias de las muestras de aerogel de carbono puro y con puntos cuanticos de CuS.

La Fig. 5 muestra las curvas [-V de los electrodos antes y después de su funcionalizacién. Se puede
observar que el deposito de puntos cudnticos sobre la superficie del electrodo mejora la conductividad
del mismo cuando se compara con el aerogel de carbono puro, de igual manera un mayor tiempo de
deposito genera una mejor conductividad. Es importante notar que las propiedades conductivas del
electrodo se mantienen practicamente sin cambios al afiadir el anticuerpo en el complejo del electrodo
dopado con puntos cuanticos de sulfuro de cobre, recubierto con la proteina de anclaje (Glutaraldehido)
y funcionalizados con el anticuerpo (anti-GSST1).
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Fig. 4. Espectros de FTIR, BCO AC/CuS QD’s PBS 1x, AC/CuS QD’s Glutaraldehido 0.5%, AC/CuS QD’s
ABS 1:5000 y AC/CuS QD’s ABS 2 1:20000.
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Fig. 5. Curvas I-V de los electrodos sintetizados (a) Sin funcionalizar (b) Funcionalizados.

4. Conclusiones

Fue posible sintetizar y caracterizar electrodos de aerogeles de carbono con puntos cuanticos de sulfuro
de cobre por medio de deposicion catddica y reacciones solido vapor, obteniendo tiempos dptimos de
deposito de puntos cuanticos de sulfuro de cobre sobre la superficie del electrodo de 1 y 2 minutos, en
los cuales se obtuvo una distribucion de tamaiio en las particulas mas estable (6 — 10 nm), y ademads se
consigui6 una mejor distribucion de las mismas sobre la superficie del electrodo sin la generacion de
aglomerados. Aumentar el tiempo de depdsito de los puntos cuanticos de cobre sobre la superficie del
electrodo, conlleva a un crecimiento de particula mas alla del rango de tamafio de los puntos cuanticos
(1245 nm) y ademas da paso a la generacion de aglomerados. En cuanto a la absorbancia, se determind
que de igual manera al aumentar la concentracion de puntos cuanticos de sulfuro de cobre sobre la
superficie del aerogel mejora la absorbancia del electrodo (400 -520 nm en la zona cercana a la region
uv), llegando a un tiempo de depdsito maximo de 2 minutos, ya que sobrepasar este limite de tiempo,
lleva a la generacion de aglomerados que disminuyen la absorbancia del mismo. Los espectros
obtenidos por medio de FTIR mostraron que el anticuerpo se encuentra presente en la superficie del
electrodo y que esta enlazado con el glutaraldehido. Con respecto a las propiedades conductivas del
electrodo se encontr6 que estas se mantienen practicamente sin cambios al realizar la funcionalizacion.
De tal forma que se considera que el sistema obtenido posee propiedades prometedoras para ser
utilizado como electrodo en biosensores tipo PEC para la deteccion temprana de cancer de mama.
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