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Resumen

En este trabajo, desarrollamos un dispositivo microfluidico acrilico para realizar
ensayos de ELISA cuantitativos usando nanoparticulas magnéticas (NPMs).
Conjugamos la subunidad S1 del virus SARS-CoV-2 en NPMs de 100 nm para
capturar y cuantificar anticuerpos IgG anti-S1 en muestras de suero humano.

El sistema integra una trampa magnética microfluidica con
microparticulas ferromagnéticas (MPFMs) de 7 ym empaquetadas en una
constriccion de 5 pm. Utilizando un iman externo, se preconcentraron las
nanoparticulas en la matriz porosa de MPFMs. Se utilizé un sistema de
amplificacion de sefal de flujo continuo a través de la enzima peroxidasa de
rabano (HRP) acoplada a un anticuerpo secundario, formando asi el
inmunocomplejo NPM-Ag-Ab1-Ab2-HRP. Se emple6 AmpliFlu Red como
sustrato fluorogénico para la deteccién mediante microscopia de fluorescencia.
Evaluamos la influencia del flujo del sustrato (1 yL h' a 20 yL h') y la
concentracion del anticuerpo sobre la intensidad de la sefal de fluorescencia.

Optimizamos nuestro protocolo para realizar todo el ELISA dentro del
chip, con tiempos de deteccion de tan solo 6 min, obteniendo un limite de
deteccion (LOD) de 823 fg mL-! para anticuerpos IgG anti-S1.

Abstract

In this work, we developed an acrylic microfluidic device to perform
quantitative ELISA assays using magnetic nanoparticles (MNPs). We
conjugated the SARS-CoV-2 S1 subunit onto 100 nm MNPs to capture and
quantify anti-S1 1gG antibodies in human serum samples.

The system integrates a microfluidic magnetic trap with 7 um
ferromagnetic microparticles (FMMPs) packed into a 5 ym constriction. Using
an external magnet, the nanoparticles were preconcentrated in the porous
matrix of the FMMPs. A continuous flow signal amplification system was used
through horseradish peroxidase (HRP) enzyme conjugated to a secondary
antibody, forming the MNP-Ag-Ab1-Ab2-HRP immunocomplex. AmpliFlu Red
was used as a fluorogenic substrate for detection via fluorescence microscopy.
We evaluated the influence of substrate flow rate (1 uL h™' to 20 yL h*') and
antibody concentration on the fluorescence signal intensity.

We optimized our protocol to perform the entire ELISA within the chip,
achieving detection times as short as 6 minutes and a limit of detection (LOD)
of 823 fg mL" for anti-S1 1gG antibodies.
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Introduccion

Las vacunas han tenido un impacto significativo en el combate contra la
emergencia sanitaria internacional causada por el virus SARS-CoV-2'. No
obstante, segun lo informo la Organizacién Mundial de la Salud, no significa
que la enfermedad de COVID-19 haya dejado de ser una amenaza para la
salud mundial. Ademas, enfrentamos la posibilidad de que sigan surgiendo
variantes del virus con resistencia a las vacunas existentes?. La duracién de la
infeccién y la inmunidad proporcionada por las vacunas es variable en distintas
poblaciones y sigue siendo un tema de estudio®. Todo ello, aunado a la limitada
disponibilidad de dichas vacunas en algunos paises y regiones, asi como la
demora o rechazo a la vacunacion por parte de algunas personas, hace que
las pruebas de diagndstico mantengan su relevancia como una primera linea
de defensa contra la emergencia mediante la deteccion temprana.

El diagnostico oportuno y preciso de las enfermedades infecciosas es
un problema de vital importancia en todo el mundo*. Cada vez es mas
necesario disponer de métodos de deteccion rapidos y de alta sensibilidad
para mejorar la asistencia sanitaria en el punto de atencion, prevenir la
transmision de infecciones y reducir la mortalidad en zonas con recursos
limitados®’. Debido a la reciente pandemia de COVID-19, se desarrollaron
pruebas de diagnodstico rapido (RDT) basadas en inmunoensayos para la
deteccién en el punto de atencion del SARS-CoV-2, enfocadas principalmente
en la deteccion de las proteinas de la espiga (S) y de la nucleocapside (N)8.
La sensibilidad de este tipo de pruebas rapidas puede variar segun el tipo de
prueba, la marca especifica, la poblacidén objetivo y las condiciones de uso. La
sensibilidad de una prueba diagndstica proporciona informacion sobre su
precision para detectar correctamente los casos positivos de una enfermedad
o condicion especifica.

Matematicamente, la sensibilidad se calcula dividiendo el nimero de
verdaderos positivos (personas con la enfermedad que dan positivo en la
prueba) entre la suma de verdaderos positivos y falsos negativos (personas
con la enfermedad que dan negativo en la prueba). La sensibilidad de las
pruebas RDT para el diagnéstico de COVID-19 generalmente oscila entre el
50% y el 80%°. No obstante, diversos estudios recientes han mostrado una
disminucidn significativa en la sensibilidad de las pruebas rapidas de antigenos
en el caso de las variantes émicron en comparacion con variantes anteriores
del virus SARS-CoV-2°. Por tanto, en muchos de los casos se requiere un
método de confirmacion adicional como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa con Transcripcion Reversa (RT-PCR), una prueba altamente
sensible (superando el 90% en la mayoria de los casos) pero que conlleva un
mayor tiempo y un costo elevado %",

Por otro lado, algunos enfoques se han dirigido a la deteccion de
anticuerpos (IgG e IgM) frente al virus®'2-14, La deteccion de anticuerpos
circulantes en muestras de suero permite la identificacion de casos
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asintomaticos, el estudio de la propagacién de la enfermedad y la
determinacién de la poblacién mas vulnerable a la infeccién'15. Ademas, la
cuantificacion de los niveles de anticuerpos en suero proporciona informacién
valiosa sobre la adquisicion y la dinamica de la inmunidad a largo plazo, tras
la vacunacion o la infeccion por SARS-CoV-2 en pacientes convalecientes,
evitando asi cuarentenas innecesarias'®'°. Sin embargo, las pruebas rapidas
de flujo lateral (LFAs) disponibles para la deteccién de anticuerpos contra el
SARS-CoV-2 tienen una sensibilidad escasa a bajas concentraciones, que
oscila entre el ~20% (para IgG) y el ~80% (para IgG/IgM)'2"3. Los LFAs
también presentan un rango dinamico mas estrecho en comparacién con las
técnicas de laboratorio, el cual corresponde al intervalo de concentraciones del
analito en el que la prueba puede proporcionar resultados precisos y fiables.
Ademas, los resultados suelen ser unicamente cualitativos por lo que los LFAs
carecen de capacidad de cuantificacion’®.

La demanda de métodos de deteccidén de anticuerpos que sean
suficientemente sensibles, robustos, rapidos y faciles de usar ha llevado a la
exploraciéon de enfoques alternativos, incluida la microfluidica basada en
chips'®. Sin embargo, los dispositivos tipicos basados en PDMS presentan
importantes inconvenientes, como el requisito de disponer de instalaciones de
cuarto limpio, con equipos especializados y caros para la fabricacién de
moldes?*2'. Ademas, el proceso de fabricacion y manipulacion suele ser
laborioso y tardado, y requiere personal altamente capacitado®.

Por otra parte, las nanoparticulas magnéticas (NPMs) se han
considerado atractivas para inmunoensayos debido a sus propiedades
brownianas y magnéticas, mejorando la cinética de reaccién y facilitando su
manipulacion, respectivamente®?3. En enfoques recientes, antigenos
especificos o anticuerpos disefiados por ingenieria se inmovilizan primero en
la superficie de las NPMs, creando un complejo capaz de interactuar con las
especies diana®.

Anteriormente, en nuestro grupo de investigacién, se desarrollé un
modelo de inmunoensayo basado en un ELISA indirecto, el cual emple6 NPMs
biotiniladas comerciales de 30 nm de diametro, las cuales se emplearon como
soporte para detectar anticuerpos anti-biotina. Se desarrollé un dispositivo que
integraba una trampa magnética microfluidica compuesta por microparticulas
ferromagnéticas (MPFMs) de 7 um en un sistema de flujo continuo y se obtuvo
un tiempo total de ensayo de 40 min y un limite de deteccion (LOD) de 8 pg
mL™", que corresponde a la minima concentracion de anticuerpos detectada
con un nivel de confianza estadisticamente significativo 24.

Tomando como referencia este trabajo previo, en este trabajo
reportamos el desarrollo de un dispositivo microfluidico acrilico basado en
NPMs de 100 nm, con lo cual se reduce el tiempo de separacion magnética. A
su vez, logramos la conjugacion de dos antigenos de interés en nuestro
laboratorio: por un lado la lisozima, con la cual pudimos estandarizar nuestro
ELISA en el dispositivo microfluidico, asi como la subunidad S1 del virus
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SARS-CoV-2, siendo posible la deteccién cuantitativa de anticuerpos IgG
séricos especificos contra dicha subunidad S1.

Empleamos muestras de suero que fueron extraidas en diferentes
puntos temporales tras la apariciéon de los sintomas de la enfermedad COVID-
19. Nuestro dispositivo requirié una baja concentracion de NPMs mediante un
sistema de alta preconcentracion utilizando un iman convencional externo. El
ELISA en el dispositivo integré un sistema de amplificacion de sefal mediante
un Ab2 acoplado a la enzima HRP y el uso de un sustrato fluorogénico en flujo
continuo. Nuestro dispositivo permite la deteccion en tiempo real en tan sélo 6
min. EI LOD obtenido con nuestro dispositivo microfluidico es comparable, e
incluso inferior, al que obtuvimos con un kit de ELISA comercial para el ensayo
del titulo de anticuerpos 1gG anti-S1 y a un ELISA convencional de laboratorio
sobre placa de micropozos.
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Antecedentes
Capitulo I. El virus SARS-CoV-2

A finales de diciembre de 2019 se tuvo el primer reporte de una nueva
enfermedad por coronavirus en la ciudad de Wuhan, China denominada
COVID-19%25, Debido a la rapida propagacion alrededor del mundo, esta
enfermedad fue declarada una emergencia de salud publica de importancia
internacional a finales de enero de 2020. Apenas poco mas de un mes después,
el 11 de marzo de 2020, la enfermedad de COVID-19 fue declarada por la OMS
como una pandemia global®?6. Segun lo reportado por la Universidad John
Hopkins en su ultimo conteo en octubre del 2023 el numero de casos
registrados de COVID-19 en el mundo fue de 676,609,955, con un total de
6,881,955 decesos hasta esa fecha.

El agente causal de la COVID-19 es el virus SARS-CoV-2, el cual
pertenece a una extensa familia de virus con envoltura conocidos como
coronavirus, debido a su apariencia de corona por las espigas que los
rodean?%?’. A su vez, los coronavirus son agrupados en 4 géneros: Alpha
(aCoVs), Beta (BCoVs), Gamma (yCoVs) y Delta (5CoVs)®2>2¢ (Fig. 1). Los
grupos Alpha y Beta son conocidos como coronavirus humanos endémicos.
Particularmente los miembros del grupo beta son denominados coronavirus
zoonoticos y entre estos destacan 3 virus de importancia clinica: SARS-CoV
(China, 2002), MERS-CoV (Jordania, 2012) y SARS-CoV-2 (China,
201 9)25,27,28_

Familia Subfamilia Género Patogenos
humanos
HCoV-229E
— Alphacoronavirus HCOV-NLE3
HCoV-0C43
) ——  Betacoronavirus HCoV-HKU1
Coronavirinae :R';?&‘;;Vz
— Del i '
eltacoronavirus ME v
- L Gommacoronavirus
Coronaviridae —
_i Letovirinae 1 Alphaletovirus

Figura 1. Taxonomia de la familia Coronaviridae. Destacan las especies conocidas como
patdgenas para el ser humano y causantes de enfermedades respiratorias. Tomado de
Wartecki et al., 2020.
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Estructura del virus SARS-CoV-2
El SARS-CoV-2 es un virus de tipo ARN de cadena continua (no segmentada).
Posee una forma esférica, de unos 125 nm de diametro y esta conformado por
4 proteinas estructurales®2°27.28 (Fig. 2):

o Espiga (S): glicoproteina que integra las espiculas caracteristicas de
alrededor de 12 nm de longitud y es esencial para facilitar la entrada del
virus en la célula huésped. Esta conformada por un trimero de dos
subunidades:

S1: Contiene la region RBD (Receptor Binding Domain, en inglés, o
Dominio de Unién al Receptor) y se encarga de la unién con el receptor
de ACE2 (enzima convertidora de angiotensina Il) de la célula huésped.

$2: Fusion de las membranas viral y celular.

¢ Nucleocapside (N): es una fosfoproteina que forma una nucleocapside
helicoidal para el ARN gendémico. Implicada también en el ensamblaje,
la transcripcion y la replicacion del virus.

e Membrana (M): es una glicoproteina y es el componente mas
abundante de la envoltura. Contribuye al empaquetamiento del ARN
genomico, el ensamblaje y la fusién del virus.

e Envoltura (E): es una proteina pequefa de 8-12 kDa. Participa en el
ensamblaje y morfogénesis de viriones.

Subunidad
S1

Subunidad
S2

Membrana (M) AmjD b
Nucleocapside (N) —— ' "
——______ Envoltura (E) ]E[

Figura 2. Estructura esquematica del virion del SARS-CoV-2. Destacan 4 principales proteinas
que dan estructura al virus (S, N, M y E). Tomado y traducido de Synowiec et al., 2021.

Espiga (S)

Variantes del SARS-CoV-2

La cepa inicial que desencadend la pandemia de COVID-19 en 2020 tenia la
mutacion 484E, la cual se encuentra en el epitopo de la regién predominante
que codifica la proteina S2°. Durante los primeros meses de la pandemia, el
SARS-CoV-2 se mantuvo genéticamente estable hasta que en febrero-marzo
de 2020 surgié una variante que presentaba la mutacién D614G en el gen de
la espiga. Se ha demostrado que la mutacién inicial D614G aumenta la
infectividad del SARS-CoV-2. La difusion de esta mutacion fue
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extraordinariamente rapida, llegando a ser predominante a nivel mundial para
junio de 2020 y se mantuvo presente en la mayoria de los genomas de SARS-
CoV-2 secuenciados posteriormente?0.

A finales de 2020, aparecieron los linajes Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351)
y Gamma (P1) en el Reino Unido, Sudafrica y Brasil respectivamente,
asociados con rebotes epidémicos rapidos y considerados como variantes de
preocupacion (VOC) debido a su aumento en transmisibilidad y capacidad de
evadir la inmunidad. Se ha demostrado que varias mutaciones clave en la
proteina S desempefan un papel en el aumento de la transmisibilidad o la
capacidad de escape inmunitario de las variantes de preocupacion (VOC).

Otros linajes emergentes, como Kappa y Epsilon, fueron etiquetados
como variantes de interés (VOI). En febrero de 2021, surgié el linaje Delta
(B.1.617) en India, superando a todas las variantes preexistentes en
transmisibilidad y patogenicidad. En noviembre de 2021, emergio la variante
Omicron (BA.2) en Sudafrica, demostrando ser alin més transmisible y capaz
de evadir la inmunidad, reemplazando a la variante Delta a nivel mundial para
principios de 2022. Estudios recientes sugieren una menor patogenicidad de
Omicron, lo que plantea la posibilidad de una atenuacion viral en la evolucion
del SARS-CoV-230:31,

Los analisis filogenéticos indican que cada variante de preocupacion
(VOC) surgié de manera independiente, en lugar de desarrollarse de forma
progresiva. No obstante, resulta sorprendente que las VOC no emergieran
antes del fenomeno de propagacion selectiva que sustituyo la cepa original de
Wuhan por la variante que llevaba la mutacién D614G3°,

Desarrollo de la pandemia en México

A lo largo del desarrollo de la pandemia en México, se han detectado distintos
olas o picos de aumento en el numero de casos (Tabla 1). Cada uno de estos
periodos han mostrado variaciones en términos de manifestaciones clinicas y
patrones epidemioldgicos. Se consideran 6 diferentes olas de infeccién desde
el inicio de la pandemia hasta el 5 de mayo de 2023, cuando el Dr. Tedros
Adhanom Gebreyesus, Director General de la OMS, anuncio la finalizacion del
estado de emergencia sanitaria internacional relacionado con el virus SARS-
CoV-2 y la enfermedad de COVID-19%.

Olas o picos de contagio Semana epidemiolégica (SE)
12 ola COVID-19 SE 8 a SE 39 de 2020
22 ola COVID-19 SE 40 de 2020 a SE 15 de 2021
3?2 ola COVID-19 SE 23 a SE 42 de 2021
42 ola COVID-19 SE 51 de 2021 a la SE 9 de 2022
52 ola COVID-19 SE 22 de 2022 a la SE 33 de 2022
62 ola COVID-19 SE 49 de 2022 ala a la SE 4 de 2023

Tabla 1. Fases del desarrollo de la pandemia de COVID-19 en México. Se muestra el periodo
comprendido para cada una de las seis olas de contagio identificadas en México desde el
inicio de la pandemia en términos de la semana del afio, del 2020 al 202332,
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Al comienzo de la quinta ola, la variante Omicron se convirtié en la mas
prevalente entre los casos reportados hasta la fecha. Su propagacion
demostrdé una notable aceleracion en la transmisiéon tanto en México como a
nivel mundial, con un aumento exponencial de los contagios®?.

Mecanismo de infecciéon del SARS-CoV-2

La entrada del virus a la célula es un proceso multifacético que depende tanto
de factores virales como celulares. Comienza con la interaccién del virus con
un receptor de adhesion, seguido de la union al receptor de entrada especifico
de la célula. Posteriormente, se produce la internalizacién del virus en la célula
a través de la fusién con la membrana celular o mediante un proceso de
endocitosis. Una vez dentro, el virus es transportado al lugar de replicacién,
que puede ser tanto el citoplasma como el nucleo celular?.

El virus del SARS-CoV-2 emplea receptores ECA2 para ingresar a la
célula®®2®, La glicoproteina S es el factor determinante para el proceso de
infeccion en la célula hospedera?®2’. No obstante, su accién se complementa
con proteoglicanos de heparan sulfato que intervienen en la adhesion de los
viriones para concentrarse en la superficie celular?®-2® (Fig. 3). Ademas, algo
que es comun en todos los coronavirus patdogenos para los humanos es que
la entrada celular puede estar mediada por la serina proteasa transmembrana
de tipo Il (TMPRSS2), que actiia como activador de la glicoproteina S26-28,

El principal punto de entrada del SARS-CoV-2 en el cuerpo humano es
a través del tracto respiratorio superior. El virus se une al receptor ACE2, que
se encuentra en la superficie de las células del epitelio nasal y de las vias
respiratorias, incluidas las células alveolares tipo Il en los pulmones. Esta
interaccion permite al virus entrar y replicarse en las células respiratorias,
facilitando la propagacion de la infeccion?3.

Aunque se considera que los pulmones son el érgano diana del SARS-
CoV-2 y son el 6rgano mas afectado por el virus, solo el 2% de las células que
lo integran son ECA2 positivas, mientras que algunos tipos celulares de otros
organos son también un blanco potencial y se encuentran ampliamente en el
intestino delgado, la vesicula biliar, los rifiones, los testiculos, la tiroides, el
tejido adiposo, el musculo cardiaco, los ovarios y el pancreas?62734, Por tal
razon, la disfuncion multiorganica observada en pacientes infectados con el
virus puede ser atribuida a la amplia distribucion de la proteina ECA228,
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Mecanismo de entrada viral
del SARS-CoV-2

SARS-CoV-2
Proteina S

Dominio de unién a
receptor (RBD) de la
proteina de espiga (S)
se une al receptor ACE2

— )

Receptores ACE2
(ezima convertidora
de angiotensina 2)

Célula hospedera

Figura 3. Mecanismo de entrada viral del SARS-CoV-2 a la célula hospedera. Se muestra una
representacion esquematica de la interaccién proteina-proteina del complejo RBD-ECAZ2.
Tomado y traducido de Verma et al., 2021.

Desarrollo de la enfermedad de COVID-19

Al cabo de cinco dias posteriores a la infeccion del virus aparecen los primeros
sintomas de COVID-198. Las manifestaciones clinicas tipicas incluyen fiebre,
tos seca, disnea, neumonia, mialgia o fatiga, cefalea, hemoptisis y diarrea82526,
Son comunes también disfunciones olfativas y gustativas®. También pueden
aparecer signos gastrointestinales como nauseas, dolor abdominal, diarrea y
vomitos?®. A su vez, los pacientes infectados por este virus pueden sufrir dafios
potenciales en o6rganos vitales que integran el sistema cardiaco, renal y
nervioso®.

Las personas en grupos de alto riesgo, como son las personas de la
tercera edad (mayores de 65 afos), personas con obesidad, aquellos con
enfermedades crénicas o inmunidad comprometida, son mas susceptibles a
complicaciones severas por COVID-19. Dichas complicaciones pueden
desencadenar en choque séptico, fallo de varios érganos y eventualmente, la
muerte?8,

Por otro lado, algunos individuos pueden no desarrollar los sintomas de
la enfermedad (asintomaticos), pero aun asi tienen la capacidad de transmitir
la enfermedad a otros, ademas se sabe que el virus SARS-CoV-2 es
transmisible incluso durante el periodo de incubacion?>28, Segln un estudio
analitico, alrededor del 50-59% de todas las infecciones fueron atribuidas a
individuos asintomaticos®*. De hecho, se estima que los asintomaticos son
responsables de propagar la enfermedad hasta un 75 % mas que los casos
sintomaticos?8.
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Diagnéstico de COVID-19

La reciente pandemia de COVID-19 ha destacado la importancia de la
deteccidn rapida y precisa en las etapas iniciales de la infeccion. Detectar el
virus de manera temprana no solo permite un tratamiento oportuno y adecuado
para los pacientes, sino que también ayuda a contener la propagacion del virus,
reduciendo la transmision comunitaria y permitiendo una respuesta mas
efectiva de salud publica. Los métodos de deteccion rapidos y altamente
sensibles resultaron ser esenciales para gestionar adecuadamente la
pandemia, con el objetivo de mejorar la atencion médica en el punto de
atencion, prevenir la propagacion de infecciones y disminuir la mortalidad,
especialmente en areas con recursos limitados®’. Actualmente existen
diversos enfoques para el diagnéstico de COVID-19, siendo los principales las
pruebas moleculares, de antigenos virales y las pruebas serologicas (Fig. 4),
las cuales se describen en los apartados siguientes.

SARS-CoV-2

ARN

Y

Sangre 5 :
i Proteina S
\ K
. __,Y
A\ ’?'\Sf

-

Figura 4. Métodos de deteccion de COVID-19. Destacan tres principales métodos de
deteccion para el virus SARS-CoV-2. Por un lado, las pruebas moleculares, dirigidas hacia la
deteccion del material genético del virus; las pruebas de antigenos, capaces de detectar
proteinas estructurales del virus y las pruebas de anticuerpos, que miden la generacién de
anticuerpos circulantes en la sangre dirigidos contra el virus. Tomado y traducido de Dhamad
et al., 2020.

a. Pruebas moleculares
RT-PCR es esencial para el diagnéstico de infecciones virales, especialmente
cuando se trata de virus de ARN, como el SARS-CoV-2, causante de la
COVID-19. Esta técnica se basa en la cuantificacion del material genético
presente en una muestra bioldgica?®>?8. La RT-PCR consiste en transcribir
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inicialmente el ARN en ADN complementario (cDNA) mediante la enzima
retrotranscriptasa?®. Posteriormente, el cDNA es amplificado mediante la
enzima ADN polimerasa.

Por lo general, la amplificacion se logra a través de tres etapas
fundamentales: (1) desnaturalizacién, donde la temperatura se eleva a
alrededor de 95°C a 98°C durante 20-30 segundos para romper los puentes
de hidrégeno entre las bases de nucledtidos y desnaturalizar el ADN de doble
cadena en ADN de cadena simple. (2) Alineacion, donde la temperatura
desciende para permitir que los cebadores (primers), que son un tipo
especifico de oligonucleodtidos, se unan a las secuencias de ADN diana. La
temperatura de alineacion tipicamente oscila entre 50°C y 65°C, dependiendo
de la temperatura de fusidon especifica de los cebadores. Esta etapa suele
durar alrededor de 20-30 segundos. (3) Extensién, donde la ADN polimerasa
sintetiza nuevas cadenas de ADN complementarias a partir de los
oligonucledtidos. La temperatura se aumenta a alrededor de 72°C, la
temperatura 6ptima para la actividad de la ADN polimerasa. Estos tres pasos
se repiten en ciclos durante varias veces (generalmente entre 20 y 40 ciclos)
para amplificar exponencialmente el fragmento de ADN deseado?® (Fig. 5).

La RT-PCR es considerada el "estandar de oro" para la deteccién del
virus ya que posee una alta sensibilidad y especificidad®?®. En general, las
pruebas de deteccion del SARS-CoV-2 tienen menor precisién y sensibilidad
que las pruebas basadas en RT-PCR debido a que no integran un paso de
amplificacion de sefial como ocurre en esta prueba basada en la deteccion del
ARN viral®. Recientemente se han desarrollado kits basados en RT-PCR para
la deteccidn cualitativa de la infeccion virica en diversos fluidos bioldgicos,
como el liquido alveolar, los hisopos nasofaringeos, el esputo y la sangre?.

Por otro lado, Notomi et al. desarrollaron en el aio 2000 el ensayo de
RT-LAMP8. La RT-LAMP se realiza a una temperatura constante entre 60 y
65 °C por lo que, a diferencia de la PCR/RT-PCR, no requiere ciclos de
temperatura. Se trata de un método sensible, rapido y de funcionamiento
sencillo, por lo cual se ha utilizado recientemente para detectar infecciones
patdgenas como la causada por el SARS-CoV-28. Esta técnica ofrece métodos
de deteccion sencillos incluyendo colorimetria, fluorescencia, turbidimetria,
entre otros?®. Sin embargo, debido al elevado nimero de primers requerido,
aumenta la posibilidad de que se formen dimeros entre estos, lo que da lugar
a resultados falsos positivos. Por ello, los cebadores deben estar bien
disefiados para dirigirse especificamente a los genes deseados?®.

b. Pruebas seroldgicas
Por otro lado, algunos enfoques se han dirigido a la deteccién de anticuerpos
frente al virus. Las pruebas seroldgicas determinan la presencia de dos tipos
de anticuerpos: inmunoglobulina G (IgG) e inmunoglobulina M (IgM) en
muestras de sangre, suero o plasma del paciente®'2-1434 Después de algunos
dias de la infeccidn, se puede detectar IgM en el suero, que persiste durante
algunas semanas hasta que se produce la seroconversion a IgG. Por lo tanto,
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la presencia de IgM indica una fase temprana de la infeccion, mientras que la
IgG puede sefalar una infeccidn previa o la existencia de inmunidad
postinfeccion34.

Hay quienes sostienen que las pruebas seroldgicas solo se utilizan con
fines de observacion y no como herramienta de diagnostico®. Sin embargo, el
analisis de anticuerpos circulantes en muestras de pacientes permite la
identificaciéon de casos asintomaticos, el estudio de la propagacion de la
enfermedad y la determinacion de la poblacion mas vulnerable a la
infeccion™-15. Ademas, la cuantificacion de los niveles de anticuerpos en suero
proporciona informacion valiosa sobre la adquisicién y la dinamica de la
inmunidad a largo plazo, tras la vacunacion o la infeccion por SARS-CoV-2 en
pacientes convalecientes, evitando asi cuarentenas innecesarias’6-19:34,
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de SARS-CoV-2 ——
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= " de ADN
RT PCR
cDNA W
R G
Positivo

Fluorescencia

Deteccion
Negativo

Ciclos

Figura 5. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion reversa (RT-
gPCR). Se sintetiza primero el ADN complementario (cDNA) preparando una mezcla maestra
que contiene una plantilla de ARN y la enzima transcriptasa inversa. Luego, se agrega otra
mezcla maestra que incluye primers especificos del gen y la enzima polimerasa de ADN para
iniciar la reaccion de PCR, lo que resulta en la generacion de millones de copias de secuencias
de ADN especificas. La deteccién de fluorescencia en tiempo real muestra la curva de
amplificacion para las muestras positivas. Tomado y traducido de Alhamid et al., 2022.

Pruebas en el punto de atenciéon (POCT)

Por el momento, muchos de los enfoques anteriormente mencionados
requieren equipos especializados y costosos, junto con técnicas complicadas
y procedimientos de manipulacion de muestras complejos?8. En consecuencia,
el desarrollo de pruebas en el punto de atencion (POCT, por sus siglas en
inglés) para el SARS-CoV-2 ha recibido una atencion significativa,
principalmente para paises en desarrollo. Una prueba POCT bien disefiada
debe cumplir con todos los criterios establecidos para ser considerada
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“ASSURED” (derivado del acrénimo en inglés), es decir, Asequible, Sensible,
Especifica, Facil de usar, Rapida y robusta, Libre de equipo y Portable?3°,
reduciendo asi los gastos médicos, simplificando los procesos experimentales
y utilizando la minima cantidad de muestras bioldgicas®. Esto sin duda optimiza
la toma de decisiones meédicas oportunas ante una potencial emergencia
sanitaria”.

Durante las ultimas tres décadas, los ensayos de flujo lateral (LFAs) han
sido los mas utilizados como diagndstico en el punto de atencion (POCT)®1°,
Los LFAs proporcionan ventajas significativas debido a su simplicidad,
portabilidad y bajo costo de fabricacion'®3%. Asimismo, la lectura de los
resultados de los LFAs mediante el revelado de color observable a simple vista
proporciona una herramienta de deteccion rapida, eficaz y facil de usar, sin
necesidad de instrumentos de laboratorio ni personal experimentado® '-35,

Debido a la reciente pandemia de COVID-19, se desarrollaron pruebas
de diagndstico rapido (RDTs) basadas en inmunoensayos para la deteccion
del SARS-CoV-2, centrandose principalmente en la deteccion de las proteinas
de la espiga (S) y de la nucleocapside (N)®&34. Sin embargo, con frecuencia
se notificaron casos falsos negativos para las RDTs, lo que requeria un método
de confirmacion adicional como la RT-PCR'%11:34 | as pruebas RDT exhibieron
sensibilidades que oscilaron entre el 24,3% y el 50% en muestras positivas
segun la RT-PCR, incrementandose hasta alcanzar entre el 81,8% y el 100%
en muestras con cargas virales significativamente altas®*.

Asimismo, se han desarrollado pruebas rapidas basadas en el
reconocimiento de anticuerpos. La mayoria de ellas se basan en los
anticuerpos IgG e IgM presentes en la sangre del paciente. Algunos de ellos
logran incluir un sencillo proceso operativo en el que se pincha el dedo del
paciente y se extrae la sangre. La manipulacion es bastante sencilla, basta
con colocar unas gotas de sangre de un pinchazo en el dedo o bien, extraida
de una vena. La muestra de sangre fluye a través de una tira y el resultado de
la muestra puede interpretarse en 5-10 minutos, con un resultado similar al de
una prueba de embarazo. Todo ello es compatible con cartuchos desechables
de un solo uso que pueden almacenarse a temperatura ambiente?.

Las pruebas rapidas de reconocimiento de anticuerpos incluyen los
siguientes ensayos: 1) prueba rapida de Bio-medics y cassette de prueba
rapida de Sure screen, 2) kit de diagndstico Gold site, 3) kit POCT rapido de
Assay Genie y 4) Viva-Diag de anticuerpos SARS-CoV-2. DPP SARS-CoV-2
IgM/IgG es una prueba rapida POCT de tipo LFA que se basa en una lectura
Optica. Esta prueba fue desarrollada por Chembio Diagnostics y aprobada por
la FDA y ofrece resultados en 15 min utilizando una muestra de sangre
obtenida mediante puncion digital. Los kits de quimioluminiscencia de IgM vy
IgG Diazyme DZ-Lite SARS CoV-2 son otro kits aprobados por la FDA y con
autorizacion de uso de emergencia basados en anticuerpos. Los kits DZ-Lite
SARS CoV-2 IgM e IgG CLIA utilizan un analizador CLIA con una capacidad
de 50 pruebas por hora. Varios kits de ELISA certificados han sido
desarrollados por fabricantes de diagnaostico in vitro (IVD) como Euroimmun,
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IBL International, DRG Diagnostics GmbH y Epitope Diagnostics y estan
disponibles en el mercado®.

Sin embargo, los LFAs disponibles para la deteccién de anticuerpos
contra el SARS-CoV-2 tienen una sensibilidad escasa a bajas concentraciones,
que oscila entre el ~20% (para IgG) y el ~80% (para IgG/IgM)'?'3, Los LFAs
también presentan un rango analitico mas estrecho en comparacion con las
técnicas de laboratorio, esto significa que la cantidad de analito que pueden
detectar y medir con precision es mas limitada. Ademas los resultados
obtenidos suelen ser cualitativos, indican la presencia o ausencia de
anticuerpos especificos en la muestra. Estos resultados se muestran
tipicamente como lineas visibles en una tira reactiva, careciendo de capacidad
de cuantificacion™®.

Comparativa entre pruebas diagnoésticas

Las pruebas moleculares, como lo es la RT-PCR y RT-LAMP, son altamente
precisas y constituyen la primera opcién para la deteccién temprana. No
obstante, la deteccion de acidos nucleicos tiene sus limitaciones en términos
de (1) facilidad de operacion, ya que se requiere de laboratorios bien
equipados y personal calificado, pues este tipo de pruebas requieren
procedimientos de manipulaciéon y procesamiento complejos; (2) riesgo de
contaminacion bioldgica debido a una manipulacién inadecuada de las
muestras, lo cual puede resultar en errores de deteccion; (3) eficiencia
temporal, ya que se requiere de un largo tiempo para obtener los resultados
esperados (3-4 h en el caso de la RT-PCR); (4) asimismo, es posible estar
infectado con el SARS-CoV-2 y no tener la suficiente carga viral para la
deteccidn, normalmente durante la fase inicial de la enfermedad?32528.34,

Por otro lado, aunque la técnica de RT-PCR se considera altamente
precisa para detectar el ARN del virus, presenta una limitacién importante: la
presencia de ARN del SARS-CoV-2 en muestras de pacientes no garantiza la
existencia de virus viables capaces de replicarse, ni indica si el individuo
analizado es contagioso en el momento de la prueba3*.

Las pruebas de antigenos son capaces de detectar proteinas virales
infecciosas, tanto en el punto de atencion como en laboratorios. Las pruebas
rapidas de antigenos POCT proporcionan resultados en 15-30 min y son utiles
para el tratamiento de un mayor numero de pacientes en un periodo corto,
pero generalmente requieren cargas virales elevadas para identificar la
infeccion®34, Se ha observado que la sensibilidad de las pruebas RDT es
considerablemente menor en pacientes asintomaticos en comparacion con
pacientes sintomaticos. Para los pacientes asintomaticos, las pruebas de
antigenos RDT mostraron sensibilidades que oscilaron entre el 23,3% vy el
35,8%, mientras que para los pacientes sintomaticos, estas sensibilidades
estuvieron entre el 64,2% y el 75,2%34.

Por su parte, las pruebas de anticuerpos proporcionan informacién
importante sobre la transmision comunitaria y la infeccion previa. Ademas, los
niveles de anticuerpos circulantes en la sangre brindan datos utiles con
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respecto de la duracion y la magnitud de la inmunidad tras la infeccién o la
vacunacion. . La Tabla 2 resume los principales métodos de diagndstico de
COVID-19 que se han descrito hasta el momento. Otras pruebas, incluidas las
pruebas de saliva, técnicas de tomografia computarizada o radiografia son
también utiles como métodos complementarios y pueden desempenar un
papel importante en el futuro®.

. Tiempo . .
Método Fundamento Muestra requerido Ventajas Desventajas
Hisobados Estandar de oro Requiere
orofar‘l?ngeos 2 Gl Squges
Amplificacion fari diagndstico especializados
de fragmentos 0 hasolarngeos, viral de
. esputo o .
RT-PCR especificos . - 3-4 h Necesita una laboratorio.
aspirado de vias ~
del genoma a . . pequeina Proceso
: respiratorias, )
partir del ARN muestra de complejo con
lavado bronco- .
material alto consumo
alveolar e .
genético. de tiempo.
Amplificacion . L
de fragmentos Hlsopados Alta Precisiony = | a sensibilidad
- orofaringeos reproducibilidad
especificos p o depende de la
0 nasofaringeos, en condiciones S
del genoma a esouto climaticas carga viral;
RT-LAMP temperatura _espufo, 1h algunas
aspirado de vias constantes. No
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empleando P ’ q falsos
A lavado bronco- un o
mas de 2 sets . positivos.
de cebadores alveolar termociclador.
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Pruebas de especifica orofarrl?ngeos 15-30 Compatible para contaminacion.
antigenos antigeno- o nasofaringeos min POCT E’_:a;a_x
anticuerpo sensibilidad.
Unicn Sangre Es tardado
Pruebas especifica periférica, suero Altamente considerando
serolégicas anFt)l’ eno- o plasma aislado 4-6 h especifico y la incubacion y
9 antic%er o Puncién digital sensible tiempo de
P Saliva ensayo.

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los métodos de diagnéstico de COVID-19. Tomado y
traducido de Verma et al., 2021.

No obstante, la eleccion de la prueba de deteccion mas adecuada debe
ir de la mano con el esquema temporal del desarrollo de la enfermedad una
vez dada la infeccion por el virus. La RT-PCR vy las pruebas basados en la
detecciéon de antigenos son las mejores herramientas para detectar la
infeccion activa'®. Sin embargo, es importante tener en claro que las
manifestaciones por infeccion del SARS-CoV-2 pueden ser leves o incluso la
infeccidn se presenta sin sintomas, por lo que muchos casos no pueden ser
detectados mediante pruebas directas en la fase aguda de la enfermedad?®.

Por su parte, las pruebas de anticuerpos pueden ser utiles para detectar
infecciones pasadas, en individuos y en comunidades’®. Asi, cada una de
estas pruebas contribuye a obtener un panorama mas completo y preciso del
comportamiento individual de la infeccién en pacientes, asi como la dinamica
de la pandemia a nivel poblacional. Por tanto, el uso correcto de estas pruebas
en la ventana de tiempo oportuno, garantiza una mayor sensibilidad y
especificidad en los resultados obtenidos (Fig. 6).

26



Probable Probable
\\ © hegativ O o
para anticuerpos J negativo positivo
Pruebas ! s Probable o Probable & Probable
moleculares > negativo positivo negativo
Pruebas de Probable | Probable Probable
antigenos [E “C‘ = [+ U negativo

negativo positivo
virales '

% Antigeno

Exposicion a ,
SARS-CoV-2 A""l"“r:""'si
bt b B H Anticuerpos
¥ L8 ] g6

L o g i
N I | i
Iy R | 1

[ | ez | Semann3 | Semna s | Semars 5 | Semares
Antes del inicio de los sintomas Después del inicio de los sintomas
Figura 6. Funciones complementarias de las pruebas PCR, de antigenos y de anticuerpos en

la deteccién del SARS-CoV-2 y el diagndstico de COVID-19. Tomado y traducido de Lasalvia
etal., 2021.

Con la aparicion de diversas variantes del SARS-CoV-2 extendiéndose
a nivel global, los cambios en la estructura de los blancos antigénicos virales
detectados por pruebas de antigenos o RT-PCR podrian tener un impacto
negativo en la precision y sensibilidad de dichas pruebas. Entre las variantes
de interés se han identificado multiples mutaciones, algunas de las cuales
pueden interferir con la capacidad de ciertas pruebas de PCR para reconocer
el gen de la espiga (gen S), lo que puede resultar en un resultado negativo en
la prueba para este blanco, conocido como fallo del blanco del gen de la espiga
(SGTF) o eliminacion del gen S. Sin embargo, la mayoria de las pruebas de
RT-PCR van dirigidas a multiples blancos simultdaneamente, lo que ha
contribuido a mantener la precision general de los resultados de las pruebas
hasta el momento.

Ademas, las mutaciones presentes en las variantes actuales del SARS-
CoV-2 también pueden ser detectadas por pruebas de diagnédstico de
antigenos. Dado que estas pruebas detectan diferentes proteinas virales,
como la proteina de nucleocapside o diversas proteinas de la espiga (S), las
mutaciones en los genes que codifican para estas proteinas pueden impactar
en la precision de las pruebas. Sin embargo, la influencia de las variantes en
la sensibilidad de las pruebas sigue siendo objeto de debate y se necesita mas
investigacion para entender completamente su impacto. Estudios clinicos han
arrojado resultados contradictorios. En un primer estudio no se encontraron
diferencias de sensibilidad entre las variantes alpha (B.1.1.7), delta y pre-alpha,
mientras que la sensibilidad para émicron (BA.2) fue incluso mayor. Otros
estudios mostraron que las RDTs tenian una sensibilidad significativamente
menor para la variante B.1.1.734.
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Capitulo Il. Inmunoensayos

Los inmunoensayos son métodos bioanaliticos que se basan en la reaccion de
reconocimiento entre un antigeno y un anticuerpo®—3°. Los anticuerpos (Abs)
son proteinas de tipo inmunoglobulinas (Ig) producidas por las células B del
sistema inmune, en respuesta a la presencia de agentes extrainos conocidos
como antigenos (Ags), o bien pueden ser disefiados y producidos en
laboratorios mediante tecnologia recombinante®’. Los anticuerpos poseen una
estructura unica (Fig. 7) y exhiben una afinidad altamente especifica hacia su
respectivo antigeno mediante un mecanismo ‘“llave-cerradura” de
reconocimiento exclusivo, que permite la formacion de un complejo antigeno-
anticuerpo mediante el establecimiento de enlaces de tipo no covalente,
incluyendo interacciones electrostaticas, hidrofébicas, puentes de hidrogeno y
fuerzas de Van der Waals*"42,
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Figura 7. Diagrama esquematico y estructura tridimensional de la estructura de un anticuerpo.
Tomado y traducido de Kuby, Immunology 7th edition.

Los métodos de inmunoensayo se caracterizan por su especificidad
inherente, alto rendimiento y alta sensibilidad, que permiten la deteccion y
cuantificacion de una amplia gama de analitos de interés de manera
relativamente sencilla®’*84!, Por tanto, constituyen un método altamente
versatil y pueden ser adaptados para detectar tanto Ags como Abs,
dependiendo de los requerimientos y el tipo de inmunoensayo?'.

En el afio 1960 Yalow y Berson describieron por primera vez un método
analitico para la cuantificacion de insulina, el cual empleaba la deteccion
mediada por anticuerpos vinculada a una sefial radiactiva, conocido
posteriormente como radioinmunoensayo. Este descubrimiento los hizo
acreedores al premio Nobel de Medicina en el afio 1977444,

Se han establecido diferentes criterios para clasificar los
inmunoensayos. Desde el tipo de plataforma analitica empleada, las cuales
pueden ser microplacas, microcolumnas, membranas, microparticulas y
sistemas de flujo*>. Dependiendo de la existencia o no de competicion, los
inmunoensayos se pueden clasificar como no competitivos (también
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conocidos como inmunométricos) o competitivos, en los que las moléculas de
analito presentes en la muestra compiten con moléculas marcadas por un
numero limitado de sitios de unién de los anticuerpos*'4°.

Otra manera de clasificar a los inmunoensayos involucra el tipo de
resultado que arrojan. Existen diferentes tipos de inmunoensayos que
permiten la deteccion cuantitativa, semicuantitativa o cualitativa de analitos“®.
En los primeros la concentracién de analitos puede obtenerse empleando
curvas de calibracion de concentraciones previamente conocidas.

Por su parte, los inmunoensayos de tipo cualitativo solo permiten saber
si el analito de interés esta presente en la muestra por encima de una
determinada concentracion umbral. Ademas, en este tipo de ensayos un
resultado negativo no excluye la presencia del analito, sino que mas bien
puede reflejar concentraciones por debajo de dicho umbral. Asimismo, las
muestras cercanas al umbral pueden dar resultados positivos en funcion de la
precision del ensayo.

A su vez, los inmunoensayos también pueden ser clasificados en
homogéneos y heterogéneos. Un inmunoensayo homogéneo es aquel donde
la formacion del complejo Ag-Ab tiene lugar en la fase coloidal, sin necesidad
de separar el analito unido (complejo Ag-Ab) del analito libre (Ag o Ab no unido)
antes de medir la sefial. Por otro lado, en un inmunoensayo heterogéneo los
Abs o Ags son previamente inmovilizados sobre un sustrato sélido donde se
forma el complejo Ag-Ab y es necesario un paso de separacion previa del
analito no unido, mediante métodos fisicos o quimicos para poder llevar a cabo
la deteccion3®44>,

Independientemente del tipo de inmunoensayo, la medicién del analito
requiere de alguna estrategia que permita distinguir entre la fraccion unida
(complejo Ag-Ab) y la fraccibn no unida (libre). Una vez que se han
diferenciado ambas fracciones, se puede proceder a la deteccion de la etiqueta
en la fraccion correspondiente3®.

Los marcadores utilizados habitualmente en los inmunoensayos son
radioisétopos, fluoréforos y enzimas. Asimismo, se ha desarrollado una amplia
gama de estrategias de etiquetado y amplificacién de la sefal que permiten
detectar la union del ligando mediante la asociacidén de este con un anticuerpo
de "lectura" con propiedades fluorescentes, colorimétricas,
quimioluminiscentes o radiactivas particulares, o mediante cambios en la
densidad o la masa®**. Los métodos de deteccion mas comunes son la
radiactividad, la colorimetria, la fluorometria y la quimioluminometria. Existe un
grupo especial de inmunoensayos que no requieren de ninguna etiqueta
especifica entre los que se incluyen la inmunonefelometria la
inmunoturbidometria y la aglutinacion3®.

Hoy en dia, existen diversos formatos de inmunoensayos y los mas
comunmente empleados en los laboratorios de investigacion permiten la
deteccion de analitos en diferentes tipos de muestras como puede ser (1) en
solucidon, mediante el ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayos (RIA) o ensayos de quimioluminiscencia (CLIA); (2) en
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cortes de tejidos, mediante inmunohistoquimica (IHC) o inmunofluorescencia
(IF); (3) en la superficie de las células, mediante citometria de flujo (FC); (4) en
el interior de células completas, mediante inmunocitoquimica (ICC); (5) o bien
de extractos celulares, mediante Inmunoblot o Western Blot (WB)3.

La aplicaciéon de los inmunoensayos se extiende en muchas areas
importantes, abarcando desde el diagnostico clinico y monitoreo de
enfermedades, a través de la medicion de metabolitos y/o biomarcadores
presentes en el organismo a muy bajas concentraciones mediante muestras
biolégicas; enfoques biofarmacéuticos, como en los estudios de
farmacocinética clinica y de bioequivalencia para el desarrollo de farmacos; el
monitoreo medioambiental, seguridad y analisis de alimentos, investigaciones
cientificas basicas, entre otras®’ 446

ELISA

Debido a los riesgos para la salud implicados en el uso de radiactividad en los
primeros inmunoensayos descritos se desarrollaron métodos de deteccion
alternativos. En 1971, dos grupos de investigacion europeos describieron, de
manera independiente, el protocolo completo para realizar ensayos
inmunoenzimaticos (Engvall y Perlmann, Suecia*’; Van Weemen y Schuurs,
Paises Bajos*®). De esta manera, se implementé el uso de nuevos complejos
enzima-sustrato capaces de producir cambios de coloracion cuantificables que
fueron empleados en la inmunodeteccion. Dichas enzimas, acopladas a
anticuerpos especificos, permiten la deteccion especifica de los analitos de
interés.

Actualmente, el ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA,
por sus siglas en inglés) es el método mas empleado para la deteccion y
cuantificacion de antigenos o anticuerpos especificos en una muestra. Debido
a la alta sensibilidad, especificidad y precision de la técnica de ELISA, este
formato se ha establecido en la investigacion basica y el diagnéstico clinico
como el estandar de oro para la deteccion de una gran variedad de
analitos394649 Existen diferentes modalidades de ELISA, la diferencia entre
cada formato radica en la manera en la que se inmoviliza el antigeno y la forma
de deteccion.

ELISA directo
Este formato de ELISA es el mas sencillo. Inicialmente, el antigeno se fija en
la superficies de un pocillo en una microplaca empleando una solucién
amortiguadora de recubrimiento a base de carbonato-bicarbonato (carbonato
sédico (Na2COs3), bicarbonato sédico (NaHCO3)) a pH basico, lo cual garantiza
que el antigeno mantenga una carga negativa, favoreciendo asi la adsorcion
pasiva sobre la superficie de la microplaca cargada positivamente*3. Lo
siguiente es el paso de bloqueo, el cual implica la adicibn de un agente
bloqueante capaz de unirse en los espacios disponibles no ocupados por el
antigeno inmovilizado en la fase sdlida. La funcion principal del bloqueo es
prevenir uniones no especificas de los anticuerpos empleados en el ensayo, y
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asi evitar falsos positivos o senales de ruido de fondo demasiado elevadas.
No existe un agente bloqueante estandarizado para cada ensayo; sin embargo,
un bloqueador ideal no debe tener reactividad cruzada con otros componentes
del inmunoensayo. Los agentes bloqueantes pueden ser de tipo proteico como
la albumina sérica bovina (BSA), caseina, leche desnatada, etc., o bien
detergentes como Tween 20, Triton X-100, entre otros.

Posteriormente, se afiade un anticuerpo primario (Ab1) que estara
marcado con una enzima conjugada (generalmente la peroxidasa de rabano o
HRP). EI Ab1 sera incubado tiempo suficiente para permitir la unién al antigeno
inmovilizado sobre el pocillo y formar el complejo Ag-Ab. Entre cada paso es
indispensable emplear una solucién de lavado en cada pocillo para eliminar el
exceso de las especies que no hayan sido unidas, lo cual minimiza el ruido de
fondo durante la deteccion y aumenta la especificidad del ensayo. Como paso
final del ensayo se agrega el sustrato de la enzima, el cual es convertido en
una molécula que puede ser detectada por espectroscopia UV-Vis
(ultravioleta-visible), quimioluminiscencia o espectroscopia de fluorescencia.
Generalmente, el sustrato empleado para la ELISA es TMB (3,3',5,5'-
tetrametilbencidina) el cual es un sustrato cromogénico. Luego de unos
minutos, la reaccion es detenida para proporcionar un punto final fijo para el
ensayo mediante una solucion de parada a base de acido sulfurico (H2SO4)
0.25 M.

La interaccion enzima-sustrato produce una sefal colorimétrica que
indica la presencia del antigeno en la muestra (Fig. 8). A su vez, la medicion
de la densidad 6ptica mediante un espectrofotometro resulta proporcional a la
cantidad de antigeno presente en la muestra. Para conocer la concentracion
del analito, se utiliza una curva estandar de un patron a distintas
concentraciones conocidas*344,
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Figura 8. Pasos de un ELISA directo. Tomado y traducido de La Rica et al., 2012.

ELISA indirecto
En una prueba de ELISA indirecto, después de los pasos de inmovilizacién del
antigeno sobre la superficie, el bloqueo y el lavado, como fue descrito
anteriormente, se agrega un Ab1 especifico no marcado para formar el
complejo Ag-Ab, el cual debera unirse a un segundo anticuerpo marcado

31



denominado anticuerpo secundario (Ab2). De forma similar al ELISA directo,
la placa se incuba con cada anticuerpo, se realizan los pasos de lavado
después de cada incubacién, se anade el sustrato de la enzima conjugada al
Ab2, se detiene la reaccion y se utiliza un espectrofotometro para realizar las
mediciones en cada uno de los pocillos (Fig. 9). De manera alternativa, el Ab2
también puede marcarse con un fluoréforo y cuantificar la sefal emitida bajo
luz ultravioleta con un fluorbmetro. Esta matriz se conoce como ensayo
inmunoabsorbente ligado a fluorescencia (FLISA, por sus siglas en inglés)*344,

s

Figura 9. Pasos de un ELISA indirecto. Tomado y traducido de La Rica et al., 2012.
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ELISA tipo sandwich

El nombre se debe a la configuracion que adopta el ensayo al intercalar un
antigeno entre dos anticuerpos. El primer anticuerpo en ser inmovilizado sobre
la superficie de los pocillos de la microplaca es denominado anticuerpo de
captura, el cual permite la unidén del antigeno de interés presente en la muestra
a analizar. Los pasos de incubacién, lavado y bloqueo se realizan de la misma
manera que en los demas formatos de ELISA. Una vez incubada la muestra,
cada pocillo es lavado nuevamente e incubado ahora con un anticuerpo de
deteccion que bien puede ir marcado directamente o ser reconocido por un
anticuerpo adicional marcado, como en los casos anteriormente descritos*344
(Fig. 10).
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Flgura 10. Pasos de un ELISA tipo sandwich. Tomado y traducido de La Rica et al., 2012.
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ELISA competitivo

Este tipo de ELISA se basa en un proceso de uniéon competitiva. Este formato
de ELISA se utiliza generalmente para detectar moléculas pequefias que no
tienen multiples epitopos e implica la competencia entre un analito especifico
y una forma marcada (etiquetada) del mismo analito por un numero limitado
de sitios de union en un anticuerpo. De manera similar, se recubre un pocillo
de una microplaca con el antigeno o molécula de interés. Posteriormente, se
afiade una muestra que contiene el analito de interés y un marcador etiquetado
con una enzima. Ambos competiran por unirse a los sitios de unién disponibles
en el anticuerpo. Después de un paso de lavado, comun a todos los tipos de
ELISA previamente descritos, se afiade un sustrato para la enzima marcada
(Fig. 11). La cantidad de sefal detectada esta inversamente relacionada con
la cantidad de analito presente en la muestra; es decir, a menor concentracion
de analito en la muestra, mayor sera la sefial detectada*344.

Antigeno
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Figura 11. Pasos de un ELISA competitivo. Tomado y traducido de La Rica et al., 2012.

En la Tabla 3 se enlistan las ventajas y desventajas de los distintos
tipos de ELISA.
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Directo

Indirecto

Tipo
sandwich

Competitivo

El protocolo es simple y rapido.

No hay posibilidad de reactividad
cruzada con un Ab2.

Menor probabilidad de error debido
al uso de un menor numero de
reactivos y pasos.

Alta sensibilidad, ya que Ia
utilizacion de Ab2 posibilita la
amplificacion de la sefial.

Alta flexibilidad por el hecho de que
un mismo Ab2 puede emplearse con
diferentes Ab1, lo que también se
traduce en un beneficio econémico.
El Ab1 mantiene su intacta
inmunoreactividad al no ir
conjugado.

Alta flexibilidad, ya que la
deteccion puede ser de manera
directa o indirecta.

Alta sensibilidad y especificidad,
debido al uso de dos anticuerpos
frente al mismo antigeno.

Alta flexibilidad, puede basarse en
el método directo, indirecto o
sandwich.

Permite la deteccion de antigenos
de tamano pequefio y baja
concentracion.

No requiere el procesamiento
previo de las muestras a analizar.

Puede dar mayor ruido de
fondo ya que otras proteinas
presentes en la muestra
pueden adherirse a la placa.
No hay amplificacién de la
sefal, lo que reduce la
sensibilidad del ensayo.

El Ab1 debe ir marcado, lo
que resta flexibilidad ya que
debe utilizarse un anticuerpo
especifico para cada ensayo.
El Ab1 marcado puede alterar
la reactividad con el Ag.

Protocolo mas complejo que
incluye pasos de incubacion
adicionales con el Ab2.

El uso de Ab2 puede dar
lugar a reactividad cruzada.

El antigeno debe tener un
tamafio suficientemente
grande para permitir la unién
de dos anticuerpos de
manera simultanea.

No siempre es posible
contar con pares de
anticuerpos que funcionen
bien para este tipo de
ensayo.

Conlleva mas tiempo y es
mas caro debido al empleo
de mas anticuerpos.

El protocolo es relativamente
complejo.

Requiere el uso de antigeno
de inhibicién.

Baja especificidad.

Uso limitado para muestras
muy diluidas.

Tabla 3. Caracteristicas de los diferentes tipos de ELISA. Tomado y traducido de La Rica et

al., 2012.
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Ventajas y desventajas del ELISA

El método de ELISA es una técnica altamente especifica, sensible y versatil
para la deteccion cualitativa de antigenos o anticuerpos en una solucion,
mientras que permite alcanzar limites de deteccion (LOD) que van desde 100
ng mL" a 0.01 pg mL" para enfoques cuantitativos®®; permite alcanzar un
rango dinamico de 3 logs y coeficientes de variacion entre mediciones
repetidas del 5-20%%°. No obstante, el ELISA tradicional, en sus multiples
formatos, fue disefiado para su implementacion en grandes laboratorios
centralizados®'%2, La técnica implica un protocolo laborioso que requiere de
mucha manipulacién y recambio de soluciones, un gran volumen de muestras
y reactivos y un largo tiempo de ensayo que puede extenderse desde varias
horas hasta por dos dias, debido entre otras cosas a las limitaciones de
transferencia de masa mediada por difusiéon durante cada paso de
incubacion?34153, Ademas, el método de ELISA solo permite analizar pocas
muestras a la vez, lo cual hace dificil adaptar la automatizacién y el alto
rendimiento con volimenes de ensayo reducidos®®. A su vez, presenta un
rango dinamico relativamente estrecho que a menudo requiere probar mas de
una dilucién de la muestra®.

En las ultimas dos décadas, ha habido una notable innovacion en la
tecnologia de ELISA. Los ensayos han incorporado estaciones de trabajo
automatizadas, y los lectores de placas de microtitulacion (MTP) también han
experimentado mejoras significativas. Por ejemplo, los formatos
convencionales de 96 micropocillos han evolucionado en formatos de mayor
rendimiento, con capacidades de 384 y 1,536 pocillos3%46. La capacidad
bioanalitica de la técnica de ELISA también ha mejorado significativamente
mediante estrategias de inmovilizacion de anticuerpos mas eficiente, el
desarrollo de sustratos enzimaticos ultrasensibles, el uso de micro- y
nanomateriales, entre otras*®.

Actualmente existe un gran interés en el desarrollo de métodos
alternativos sencillos y robustos para la cuantificacién de analitos en un
formato de alto rendimiento. Las tecnologias avanzadas de bioingenieria han
llevado al desarrollo de avanzados sistemas inmunoanaliticos, como los
instrumentos BiaCore basados en resonancia de plasmon superficial (SPR)
para inmunoensayos sin necesidad de etiquetas, basados en la determinacion
de interacciones biomoleculares®*. Asimismo, el desarrollo de formatos de
ELISA homogeéneos, sin necesidad de lavado como AlphaLISA de Perkin Elmer,
ha reducido considerablemente la complejidad y los tiempos del ensayo®“.
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Capitulo lll. ELISA en microfluidica

Las tecnologias microfluidicas han generado gran interés desde su
introduccion en la década de 1990%. La microfluidica es una técnica que
permite la manipulacién de pequefios volumenes de fluidos, desde 1 nanolitro
hasta 1 atolitro (10° — 10-'® L), mediante el disefio de dispositivos o chips
microfluidicos, también conocidos como sistemas de analisis total
miniaturizados (UTAS) o tecnologias lab on-a-chip*'%6. Estos sistemas
integran microcanales con dimensiones de tan solo unas decenas a cientos de
micrometros®?. Los dispositivos microfluidicos pueden incluir sistemas como
microbombas, microvalvulas, microfiltros, microreactores, microseparadores,
etc. A su vez, dichos dispositivos son capaces de llevar a cabo protocolos
completos que tradicionalmente se realizan en un laboratorio como el
pretratamiento de muestras, el transporte de reactivos, el mezclado, la
reaccion, la separacion y la deteccion*'-%2.

La miniaturizacion de los procesos en dispositivos microfluidicos ofrece
significativos ahorros en el uso de reactivos y muestras. Debido a los
pequefos volumenes de fluido manejados, se requiere una cantidad mucho
menor de reactivos en comparacion con los métodos convencionales de
laboratorio. Esto no solo reduce los costos asociados con los reactivos, sino
que también minimiza el desperdicio y la necesidad de grandes volumenes de
muestras, lo cual es especialmente beneficioso cuando se trabaja con
muestras escasas 0 costosas 414654,

Sustratos para microfabricacién

Los dispositivos microfluidicos pueden ser fabricados de diversos
materiales. La eleccion viene determinada por los requisitos especificos y la
aplicacién prevista, ya que cada material tiene sus propias ventajas e
inconvenientes. El desarrollo de técnicas de bajo coste aumentara su
disponibilidad y acelerard su incorporacion a diversas aplicaciones. Los
materiales mas utilizados son el silicio, el vidrio y los polimeros?%41.57,

Silicio y vidrio

El silicio es un material resistente y resulta adecuado para aplicaciones que
requieren altas temperaturas, como la PCR2%41, El método de fabricacion mas
popular para estructuras microfluidicas de silicio es el denominado “wet
etching” (grabado humedo); sin embargo, suele generar microestructuras con
caracteristicas de baja relacion de aspecto. Ademas, el silicio resulta un
sustrato costoso y al no ser transparente opticamente y ser conductor de la
electricidad, impide que sea un sustrato compatible con la deteccion optica y
electroquimica, respectivamente*’.

El vidrio por su parte es un sustrato relativamente econdémico, es
transparente y no es conductor de la electricidad, proporcionando ventajas
sobre el empleo del silicio?®4'; sin embargo, comparte el mismo método de
fabricacion que resulta en estructuras de baja resolucién*'. Ademas, los chips
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de vidrio o silicio requieren de un proceso quimico de superficie para la fijacion
de las proteinas®. Una de las desventajas principales de los chips de vidrio o
silicio es la variabilidad de lote a lote asociada con la quimica de fijacién y la
desnaturalizacion de la mayor parte del agente de captura adherido3-°8,

Polimeros

Los polimeros han surgido como una alternativa viable para la fabricacion de
dispositivos microfluidicos debido a su bajo costo y métodos de fabricaciéon
sencillos. Los polimeros son clasificados en dos grandes grupos que son los
termoestables y termoplasticos. Dentro del primer grupo destaca el PDMS
(polidimetilsiloxano), mientras que algunos de los polimeros termoplasticos
gue se han empleado en sistemas microfluidicos incluyen el polimetacrilato de
metilo (PMMA), policarbonato (PC), poliestireno (PS), Tereftalato de polietileno
(PET), Copolimero de olefina ciclica (COC), entre otros*'.

PDMS
El PDMS es un polimero elastomérico termoestable, trasparente, y es uno de
los materiales mas utilizados para ELISAs microfluidicos por su compatibilidad
con muestras bioldgicas??4'-%7. Permite la fabricacion de estructuras complejas
con una alta resoluciéon, como médulos de control de flujo (como valvulas y
bombas), micropozos, etc., y la integracion de estas en un unico dispositivo
mediante la técnica de litografia suave multicapa?®?2. Sin embargo, la principal
limitacion cuando se utiliza PDMS en ELISAs es la adsorcion inespecifica de
proteinas y otras moléculas asi como la escasa humectabilidad con soluciones
acuosas debido a su alta hidrofobicidad, por lo que también suele requerir de
técnicas de funcionalizacion de superficie adicionales, como el uso de APTES
para enriquecer la superficie con grupos amino y favorecer la inmovilizacién
de biomoléculas?0:41.53.57,

Sin embargo, la mayoria de los dispositivos basados en PDMS
requieren equipos especializados, caros o complicados para su fabricacion.
Una de las principales dificultades es el requisito de instalaciones de cuarto
limpio para la fabricacion de moldes y las réplicas de PDMS para evitar la
contaminacion con particulas. Ademas, un cuarto limpio permite controlar la
temperatura y la humedad, lo cual es crucial para la estabilidad y
reproducibilidad de los procesos de microfabricacién con PDMS y asegurar la
precision y calidad de los dispositivos fabricados. Por tanto, este tipo de
instalaciones requeridas vuelve a esta técnica de microfabricacidén costosa e
inaccesible para muchos laboratorios??. Ademas, otra desventaja importante
es que, por lo general, los dispositivos microfluidicos implican una
manipulacion compleja y tardada que requieren de conocimientos solidos.

Termoplasticos
Por su parte, los materiales termoplasticos ofrecen algunas ventajas
destacables como lo son costos mas bajos y métodos de fabricacion mas
rapidos y sencillos que el PDMS, ademas de poseer propiedades de
biocompatibilidad y transparencia optica similares, lo que los convierte en una
opcion viable para la produccion en masa?-%’. El poliestireno por ejemplo, por
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sus excepcionales propiedades, como su elevada estabilidad mecanica y
térmica, resistencia quimica, biocompatibilidad y transparencia Optica, es
considerado un material atractivo para la fabricacion de dispositivos
microfluidicos. Sin embargo, puede sufrir degradacion o cambios fisicos y
quimicos importantes tras la exposicion a la luz de longitudes de onda
inferiores a 380 nm?°. El PMMA, es otro polimero termoplastico que destaca
por su costo accesible, con excelentes propiedades opticas. El PMMA también
es biocompatible y puede esterilizarse facilmente mediante inmersion en
soluciones desinfectantes comunes como hipoclorito de sodio diluido al 10%,
peroxido de hidrégeno (3-6%) o glutaraldehido al 2%%2°.

Existen varias técnicas para la fabricacion de dispositivos
termoplasticos, como el micromaquinado, hot embossing, la impresiéon con
disolvente, el moldeo por inyeccion y la ablacion por laser, entre otros®’. El hot
embossing y la microinyeccién son las técnicas mas utilizadas para la
produccion en masa de dispositivos termoplasticos debido a su bajo costo y a
su alta tasa de produccion®®. El microfresado ofrece una excelente versatilidad
para muchos materiales, ya sea para la fabricacion de moldes o el maquinado
directo de dispositivos. Este método ofrece tiempos de creacion de prototipos
del orden de minutos®®.

Asimismo, los métodos de unidon son de igual importancia en la
fabricacion de microdispositivos termoplasticos. EI método mas utilizado es el
térmico, para materiales con temperaturas de transicién vitrea (Tg) que oscila
entre 105-190 °C; sin embargo, en ocasiones las altas temperaturas y
presiones puede provocar la deformacion de los canales. Otros métodos
incluyen el uso de adhesivos, solventes, microondas, modificacion de la
superficie, entre otros®”.

Formatos de ELISA en dispositivos microfluidicos

Se ha reportado un gran numero de formatos lab-on-a-chip para el desarrollo
de diversas plataformas microfluidicas de ELISA%. La integracién de la
microfluidica en los inmunoensayos ha contribuido a superar las restricciones
del ELISA convencional. La miniaturizacién es un factor clave, pues permite la
reduccion en el consumo de muestras y reactivos a unos cuantos microlitros,
un menor consumo de energia y por ende un menor costo. La disminucién de
las distancias de difusién, reduce también los tiempos de incubacion y la
duracion total del ensayo. Asimismo, la implementacion de la microfluidica en
el ELISA conlleva un menor riesgo de contaminacion, una mayor sensibilidad,
y un mejor rendimiento de ensayo, siendo posible la integracion de todo el
proceso de laboratorio en un chip, la multiplexacion y la automatizacién de
pasos sencillos?3414954  |gualmente, la portabilidad derivada de su forma
compacta es un factor clave que ha convertido a los dispositivos microfluidicos
en una gran promesa por sus potenciales aplicaciones como plataforma de
diagnéstico biomédico POCT#!, al tiempo que permiten una gran
escalabilidad®?°6,
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Sin embargo, la diversidad de las concentraciones de ciertas proteinas
de interés en el organismo también supone un reto importante. Algunas
proteinas séricas pueden tener una expresion en una amplia gama de
concentraciones, hasta aproximadamente 10° veces, oscilando desde unos
cuanto miligramos hasta décimas de picogramos por mL. Ademas, la
concentracion de una sola proteina en el suero puede cambiar hasta 10,000
veces bajos ciertos estimulos. Por lo tanto, es importante destacar la
importancia de contar con sistemas que posean un rango dindmico amplio
para la deteccion de proteinas. En algunos casos el pequefio volumen de
muestra utilizado en los sistemas microfluidicos puede limitar el rango
dinamico de deteccion34°.

Como ya se menciond anteriormente, en los inmunoensayos
heterogéneos la inmovilizacion es un paso clave, ya que tiene un gran impacto
en la especificidad y la sensibilidad del ensayo*'. En general, los
inmunoensayos microfluidicos heterogéneos pueden clasificarse como: (1) en
superficie (también denominados planares) y (2) en suspension, basados en
micro- o nanoparticulas (también conocidas como perlas, debido a su forma
esférica)?!:49.60,

ELISA microfluidico en superficie

Uno de los enfoques mas comunes y sencillos para los ELISAs microfluidicos
es realizar el inmunoensayo en la superficie del microcanal®®4°, Generalmente
el formato se basa en un ELISA tipo sandwich donde primero se inmovilizan
anticuerpos sobre la matriz en la que se realizara el ensayo. Estos anticuerpos,
denominados anticuerpos de captura, permiten la deteccion del antigeno
correspondiente. En el caso contrario, para la deteccidon de anticuerpos
especificos se inmovilizara el antigeno, siguiendo los pasos de una ELISA
indirecta.

Algunos enfoques hacen uso de los botones MITOMI (del inglés
Mechanically Induced Trapping of Molecular Interactions), los cuales permiten
la inmovilizacion de diferentes antigenos o anticuerpos diana en sitios
especificos de la matriz para un analisis multiplexado. Esto significa que se
pueden detectar multiples antigenos o anticuerpos en una sola muestra
simultdneamente®’. La sensibilidad en este tipo de inmunoensayos depende
de varios factores, incluyendo la inmovilizacion 6ptima de los anticuerpos de
captura o antigenos en la matriz sdélida. Es crucial lograr una correcta
orientacion y una densidad suficiente de sitios de unién para mejorar la
eficiencia del ensayo. Ademas, es importante mantener la actividad biologica
de estos anticuerpos o antigenos para garantizar resultados precisos vy
confiables®®62,

Una ventaja que presentan los sistemas de ELISA en superficie es que
al fijar los Abs o Ags sobre un mismo plano focal, permite un escaneo preciso
de la matriz durante la deteccidon y un bajo nivel de ruido de fondo®°.
Recientemente, se ha informado de analisis multiplexados y de alto
rendimiento para la deteccién de anticuerpos IgG contra las proteinas
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estructurales del SARS-CoV-2, principalmente S y/o N mediante el uso de
volimenes ultrabajos (nL) de sangre total®® o de muestras de suero® con una
capacidad de procesamiento de hasta 1,024 muestras en paralelo® y con
valores de especificidad y sensibilidad que alcanzan el 100% cuando se
evaluan las muestras de suero en la tercera semana tras la aparicion de los
sintomas®3. Sin embargo, en esta configuracion la superficie de cada uno de
los chips microfluidicos debe ser tratada quimicamente de manera previa para
que Ags o Abs puedan ser inmovilizados3%4'%3 |o cual conlleva pasos
adicionales durante el proceso de fabricacién, aumentando asi el tiempo y la
complejidad, ademas de que en algunos casos este proceso tiene una baja
reproducibilidad*'. Por otro lado, a pesar de la reduccién a escala micrométrica
con los sistemas microfluidicos, cuando el ELISA se realiza en la superficie del
canal, la cinética de reaccion sigue estando limitada por la difusion?3.

Nucleotide
binding site (NBS)

— F(ab’),
~100kDa

Carbohydrates
— Fc
~50kDa

14 nm)|

nm

Yohda

“end-on” “side-on”
*head-on” “lying-on”

Figura 12. Orientacion de los anticuerpos, dimensiones y especies quimicas importantes para
la orientacion. Tomado de Welch et al., 2017.

Inmunoensayos microfluidicos basados en papel

En los ultimos afios, ha aumentado considerablemente la demanda de
dispositivos portatiles y sencillos para la deteccién de Ags y Abs de interés
clinico, lo que ha llevado al desarrollo de dispositivos analiticos basados en
papel (MPADs). Sus ventajas inherentes, como el bajo costo, la facilidad de
uso, la portabilidad, no requerir equipo de laboratorio adicional ni de personal
capacitado, entre otras, han atraido la atencion dentro de la investigacion
diagnéstica como una alternativa a las herramientas de diagnoéstico POCT
convencionales?®.

Los dispositivos de flujo lateral (LFD), también conocidos como RDTs
(rapid diagnostic tests), son uno de los formatos mas sencillos y consolidados
de dispositivos basados en papel que permiten la deteccidon de proteinas. El
principio del ensayo se basa en la interaccion antigeno-anticuerpo en una
membrana, generalmente a base de nitrocelulosa o PVDF (fluoruro de
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polivinilideno). EI empleo de membranas combina las ventajas de los
inmunoensayos sobre superficie con una mejor capacidad de unién y la
estabilidad a largo plazo de las proteinas inmovilizadas. No obstante, aunque
es sabido que las proteinas se unen mas fuertemente a las membrana de
PVDF®5, la nitrocelulosa es el material mas utilizado.

En estos dispositivos, una muestra liquida se introduce en una
almohadilla de muestra y se desplaza hacia una almohadilla de conjugacion
que contiene reactivos liofilizados, incluyendo anticuerpos marcados que se
unen a los antigenos presentes. Posteriormente, los complejos antigeno-
anticuerpo se desplazan a través de una membrana de nitrocelulosa hacia la
linea de prueba, donde son capturados por anticuerpos especificos para el
antigeno de interés. Ademas, se incluye una linea de control en la prueba para
capturar los anticuerpos marcados no especificos y confirmar que la muestra
haya transitado correctamente por las almohadillas de prueba (Fig. 13)628:35,
La lectura se muestra normalmente en un periodo de 15 a 30 min mediante
colorimetria o electroquimioluminiscencia, considerada una técnica muy
sensible con LOD incluso mas bajos que el método de deteccion por
fluorescencia?.

Las membranas de nitrocelulosa modificadas se han utilizado durante
muchos afios para la deteccion de proteinas especificas®. Dichas proteinas
(Ags o Abs) pueden ser inmovilizadas sobre la membrana de nitrocelulosa
mediante tres métodos principalmente: (1) adsorcion del reactivo, el cual es el
método mas empleado, a través de interacciones electrostaticas; sin embargo,
la orientacion aleatoria es una limitante de este método. (2) Unidon covalente,
mediante un paso previo de funcionalizacién de la membrana; sin embargo,
este tipo de enlace puede inducir desnaturalizacion parcial o cambios
conformacionales que afecten la actividad enzimatica, la capacidad de unién
a ligandos o la interaccién con otras proteinas. (3) La inmovilizacion mediada
por biotina-estreptavidina, es muy eficaz para orientar las proteinas
inmovilizadas en la superficie de la membrana; sin embargo, el método es
complejo y poco viable para la produccion en masa®.

Algunos autores no aprueban del todo el uso de esta tecnologia en la
deteccion de proteinas en suero, sefalando que estos dispositivos tienen
generalmente una baja sensibilidad (uM-mM), son solo cualitativos, dependen
de la interpretacion del usuario y no son compatibles para la deteccion
multiplexada. Sin embargo, se han desarrollado este tipo de dispositivos con
resultados muy prometedores. Se han empleado dispositivos LFA basados en
papel para detectar el antigeno N del SARS-CoV-2 en muestras de pacientes,
utilizando anticuerpos especificos inmovilizados en la superficie de la tira; esta
prueba mostré un LOD de 0.65 ng mL-"65, Ademas, las pruebas de flujo lateral
se han empleado también para detectar anticuerpos en muestras clinicas, y
han sido desarrolladas para detectar tanto IgG anti-SARS-CoV-2 como IgM
anti-SARS-CoV-2 en un unico dispositivo mediante dos lineas de prueba
separadas que se unen a un antigeno de superficie del SARS-CoV-2, ademas
de una linea de control. Mediante este enfoque se utilizé6 sangre total y se
obtuvo una sensibilidad del 88,66 % y una especificidad del 90,63 %°°.
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Figura 13. llustracién esquematica de una prueba LFIA basada en la deteccién de antigenos.
Tomado y traducido de Hsiao et al., 2021.

ELISAs microfluidicos en suspension

Algunos grupos de investigacion se han enfocado en el desarrollo de mejores
estrategias para aumentar la eficiencia de captura de los anticuerpos diana?3.
Los ELISAs basados en suspension de microparticulas aparecieron como una
excelente opcidon como soporte y se han utilizado en citometria de flujo desde
la década de 1980, con una sensibilidad, especificidad y un rango dinamico
mejorados*'. Estos sistemas implican la fijacion del agente de captura de Ags
a microparticulas (Fig. 14)%*. Se ha reportado ampliamente que el uso de
microparticulas como soporte proporciona ventajas tales como menores
tiempos de incubacién en comparacion con los ELISAs microfluidicos en
superficie, asi como una mayor sensibilidad debido a una mayor relacion
superficie-volumen (S/V) y a la medicion de cientos de microparticulas de
manera simultanea para cada analito?3-39:49.67,

Qo> @
@< o > ¥ «~

Microparticula con Proteina  Anticuerpo Anticuerpo Senal de

anticuerpo de captura diana primario secundario fluorescencia
inmobilizado fluorescente

Figura 14. ELISA basado en microparticulas. Se muestra el esquema de un ELISA sobre la
superficie de microparticulas para la deteccion de una proteina diana mediante un ELISA tipo
sandwich. Tomado y traducido de Jun et al., 2012.
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Se han realizado ensayos ELISA sobre la superficie de microparticulas
de poliestireno empaquetadas sobre una restriccidon, reduciendo los tiempos
de ensayo a tan solo 40 min®. Ademas, cuando las microparticulas incorporan
propiedades magnéticas, pueden manipularse faciimente mediante la
aplicaciébn un campo magnético externo y permiten separar facilmente los
analitos diana de la mezcla de reaccion, teniendo pasos de lavado mas
eficientes y una mayor relacion senal-ruido que en sistemas de ELISAs
microfluidicos en superficie (Fig. 15)23°3°_ A diferencia de las microparticulas
no magneéticas, que suelen requerir microestructuras para retenerlas, las
microparticulas magnéticas pueden ser dirigidas, orientadas y retenidas
facilmente en las zonas deseadas, lo cual es compatible para sistemas de
deteccion totalmente automatizados?3#'.
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Figura 15. Separacion magnética convencional de microparticulas magnéticas. Tomado y
traducido de Wang et al., 2020.

Actualmente existen numerosos estudios sobre ELISAs microfluidicos
basados en microparticulas magnéticas*'. Algunos de estos enfoques reportan
el uso de microparticulas para inmunoensayos multiplexados, utilizando
microparticulas que difieren en tamafo o intensidad de fluorescencia,
empleando marcadores fluorescentes cuyo espectro de emision sea diferente
para cada Ag especifico®. Sin embargo, algunos autores reportan problemas
relacionados con la sedimentacion?.

Nanoparticulas magnéticas
La introduccién de nanoparticulas magnéticas (NPMs) ha permitido ampliar el
alcance de aplicacién de la microfluidica®. Las MNPs ofrecen una gran
superficie especifica y propiedades magnéticas controlables, lo que permite su
utilizacion en una variedad de aplicaciones bioanaliticas dentro de sistemas
microfluidicos. Estas nanoparticulas pueden ser funcionalizadas y utilizadas
para la separacidn magnética, preconcentracion y transporte de masa, asi
como para actuar como etiquetas de deteccion magnética y soportes para
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sensores Opticos’®”!. En los ultimos afios, las nanoparticulas magnéticas
(NPMs) con diametros de 20 a 200 nm han recibido especial atencion siendo
mas atractivas como soporte para inmunoensayos, debido a sus propiedades
unicas que les confieren ventajas sobre las microparticulas de mayor tamafno
(>1 ym). La implementacion de NPMs en enfoques microfluidicos ofrecen una
importante reduccién en los tiempos de ensayo. Esto es debido a su
comportamiento Browniano, mejorando asi la cinética de reaccién, una
relacion superficie-volumen aun mayor y una distribucion mas
homogénea®2372,

En enfoques recientes, Ags especificos o Abs disefiados por ingenieria
han sido inmovilizados primero en la superficie de las NPMs, creando un
complejo capaz de interactuar con las especies diana, aprovechando sus
propiedades magnéticas y coloidales®. La efectividad del acoplamiento de las
NPMs a los ligandos objetivo aumenta agregando agentes de acoplamiento
que activen los grupos carboxilo en la superficie de las NPMs. El clorhidrato
de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida, en conjunto con N-
hidroxisuccinimida (EDC/NHS) son los agentes mas utilizados®. El
acoplamiento de biomoléculas (como anticuerpos, aptameros de acidos
nucleicos, antigenos, enzimas, etc.) alas NPMs se ha utilizado para lograr una
separacion simple, rapida, econdmica y altamente eficiente de biomoléculas
especificas bajo el efecto de un campo magnético externo.

La Fig. 16 muestra el numero de publicaciones y citas sobre la
aplicacién de MNPs en microfluidica, revelando la creciente atencion en esta
area en la Ultima década®®.
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Figura 16. El aumento constante de la investigacion sobre MNPs combinados con
microfluidica en total desde 2012 hasta diciembre de 2022. Tomado y traducido de Wang et
al., 2020.
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Las nanoparticulas comerciales estan hechas de diferentes materiales,
siendo las nanoparticulas magnéticas (NPMs) con nucleo de oxido de hierro
(FesO4 o Fe20s3) las mas utilizadas, ya que ofrecen alta magnetizacion, bajo
costo, excelente biocompatibilidad y estabilidad en un amplio rango de
temperaturas y pH®%8%7273 Asimismo, las propiedades magnéticas de las
NPMs proporciona una ventaja sobre otras técnicas de separacién (como la
filtracion y la centrifugacion) que consumen tiempo y son laboriosas®®

La superficie de las nanoparticulas magnéticas puede recubrirse con
materiales inorganicos para producir nanocomplejos magnéticos mas estables
y faciles de modificar®®. Los nanocomplejos magnéticos mas frecuentes son
las nanoparticulas de éxido férrico recubiertas de didxido de silicio (Fe304-SiO).
También es comun el recubrimiento con oro, surfactantes como Tween-20,
polimeros como polietilenglicol, acido poliacrilico carboxilado, poliestireno,
streptavidina, entre otros®°

En la actualidad se dispone de NPMs de distintos tamanos, que van de
10 a 1,000 nm, y se han utilizado en varios enfoques (Fig. Suplementaria
1)872. No obstante, el tamafio de las NPMs es fundamental, ya que determina
no solo su velocidad de sedimentacion y movilidad en la solucion, sino también
la duracion y la eficiencia de la separacién magnética, ya que las propiedades
magneéticas de las PMNPs disminuyen a medida que disminuye también su
tamano 6,69,72,74_

Ademas, las NPMs dentro de sistemas microfluidicos estan sometidas
a elevadas fuerzas de arrastre hidrodinamico?'7476. En consecuencia, la
manipulacion de NPMs con un iman convencional conlleva ciertos retos, ya
que se requiere una elevada magnitud de un gradiente de flujo magnético para
un atrapamiento efectivo 27577 Asimismo, es bien sabido que el valor de la
densidad de flujo magnético disminuye con el cuadrado de la distancia a la
fuente magnética’’’. Por lo tanto, para atrapar y concentrar de manera mas
eficiente las nanoparticulas magnéticas, se pueden llevar a cabo diversas
estrategias. Un enfoque interesante consiste en integrar estructuras
magnéticas de hierro o niquel dentro del microdispositivo para aumentar
localmente la fuerza magnética. Estos materiales ferromagnéticos generan un
campo magnético alto cuando se aplica una excitacion magnética externa y lo
pierden cuando se retira el iman’’. Se han utilizado microparticulas
ferromagnéticas de hierro (MPFMs) dispuestas como una red porosa que
permite aumentar la densidad de flujo magnético local, siendo una estrategia
util para la captura y preconcentracion de las NPMs dentro de un espacio
confinado?324.76-78,
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Justificacion

El grupo de Teste et al. fue pionero en el desarrollo de un dispositivo
microfluidico de PDMS basado en NPMs de 35 nm como inmunosoporte, que
integra una camara magnética compuesta por microparticulas ferromagnéticas
empaquetadas en una constriccion fisica. Dicho dispositivo permite la captura,
preconcentracion y deteccion de IgE especificos en muestras de suero de
pacientes para el diagndstico rapido y sencillo de alergias. La deteccion se
baso en la medicidn de fluorescencia utilizando anti-IgE marcado con FITC,
logrando un LOD de 1 ng mL™" %3,

Basados en este estudio, en nuestro grupo se desarrollé un sistema
microfluidico basado en acrilico (PMMA) que logra la captura de NPMs
comerciales de 30 nm mediante la integracion de una trampa magnética
compuesta por una columna de microparticulas ferromagnéticas (MPFMs) de
7.5 ym de diametro y un electroiman. Se realizaron ELISAs modelo sobre la
superficie de las NPMs para la deteccion de Abs dirigidos contra dos proteinas,
la estreptavidina y la biotina. En este trabajo se reporté un LOD de 8 pg mL""
para la deteccion de anticuerpos anti-biotina, empleando un sistema de
amplificacion de sefial a través de un flujo a 20 yL h' de un sustrato
fluorogénico (fluorosceina difosfato, FDP) y un tiempo total de ensayo de 40
min?*,

De este trabajo destaca la simplificacion del dispositivo, empleando
acrilico como sustrato mediante la técnica de micromaquinado. Asimismo,
resalta el bajo LOD obtenido cuando se emplea un sistema de amplificacion
mediante un Ab2 ligado a una enzima (Fosfatasa alcalina) y un sustrato
fluorogénico en flujo constante. No obstante, al cambiar el sistema de NPMs
para la deteccidn de anticuerpos anti-streptavidina, el LOD obtenido fue de 66
ng mL™". Esta variabilidad observada establece una pauta para profundizar en
el estudio de un sistema de esta naturaleza y la optimizacién de un dispositivo
microfluidico sencillo, facil de usar y robusto para la realizacion de ELISAs, el
cual sea altamente sensible y permita la deteccidn cuantitativa de anticuerpos
en muestras bioldgicas.

Al mismo tiempo, para maximizar la eficacia de nuesto dispositivo
microfluidico es crucial desarrollar un método estandarizado para la
conjugacion eficiente del analito de interés sobre las MNPs. Este analito puede
ser un antigeno, como una proteina viral, o un anticuerpo. Un enfoque bien
definido garantizara que el dispositivo sea altamente versatil y compatible para
la deteccion y cuantificacion de una amplia gama de analitos de interés
biologico, permitiendo su uso en diversos contextos diagnosticos y de
investigacion.
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Hipoétesis

El desarrollo de un ELISA cuantitativo en un dispositivo microfluidico acrilico,
utilizando nanoparticulas magnéticas (NPMs) como soporte de inmunocaptura,
permite la deteccidon y cuantificacién de anticuerpos IgG contra la subunidad
S1 del SARS-CoV-2, alcanzando un limite de deteccién (LOD) comparable al
de una prueba ELISA convencional en microplaca.

Objetivos

Objetivo General

Desarrollar un ELISA cuantitativo en un dispositivo microfluidico acrilico para
la deteccion y cuantificacion de anticuerpos IgG contra la subunidad S1 del
virus SARS-CoV-2, usando nanoparticulas magnéticas como soporte de
inmunocaptura.

Objetivos Especificos

1. Disenar y fabricar un dispositivo microfluidico que sea adecuado para
llevar a cabo un ELISA sobre la superficie de nanoparticulas
magneéticas.

2. Implementar un soporte para la captura de anticuerpos IgG especificos
contra la subunidad S1 del virus SARS-CoV-2 mediante la conjugacion
del antigeno correspondiente sobre la superficie de nanoparticulas
magnéticas.

3. Desarrollar ELISAs cuantitativos en el dispositivo microfluidico
mediante la generacién de curvas estandar, utilizando concentraciones
conocidas de anticuerpos IgG especificos comerciales dirigidos contra
la subunidad S1 del virus SARS-CoV-2.

4. Calcular la concentracion de anticuerpos IgG contra la subunidad S1
del virus SARS-CoV-2 en muestras serolégicas empleando nuestro

dispositivo microfluidico para ELISAs.

5. Validar nuestro dispositivo microfluidico de ELISA frente a una prueba
de ELISA convencional en placa de micropozos.
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Resultados
Capitulo IV. Fabricacion de microdispositivos

Materiales y métodos

1. Diseno del dispositivo microfluidico acrilico

El disefio del chip se cred en el software Dr Engrave (Roland) y consta de un
canal principal con una seccidn transversal cuadrada de 200 ym y un canal
lateral adicional con las mismas dimensiones, el cual tiene la funcionalidad de
purgar el flujo de los reactivos ademas de ser la entrada de las MPFMs. En la
region central, el canal principal esta interrumpido por una constriccion fisica
de 5 ym de altura y 50 ym de longitud. El extremo de cada canal se comunica
hacia el exterior mediante una unica entrada y dos salidas circulares de 1.5
mm de diametro. La Figura 17 muestra el disefio del dispositivo asi como los
parametros empleados para su fabricacion, lo cuales se detallan en los
apartados siguientes.
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(&) Meteral | cof v Vista superior
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@ AL R [ I L e [ Canal lateral
LN LRI N RL RS
Tools - Entrada Salidas
Engraving Condtions Canal principal
XY Speed Z Speed : ’
: [mm/s] : [mm/s] Vista Iateral Constriccion
Ol Z Up Position : de 5 MM
Fill Ptch : 050 A ) . |
[mm] Z Down Position :
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*\ Z Engraving Pitch : I
v
P20 13 o
© Y Trampa microfluidica
()  de MPPM de 7 pm
M

Figura 17. Disefio del dispositivo microfluidico. A) el disefio fue creado mediante el software
Dr. Engrave. Se observa en negro el canal principal que es interrumpido en la region central y
que se conecta a una unica entrada (inferior) y la salida (superior) en rojo. El canal lateral con
su respectiva salida surge como una ramificacion justo antes de la zona de la constriccion. La
ventana de la derecha muestra los parametros de fabricacion para cada una de las capas del
diseno correspondiente a la broca empleada, mostradas en diferentes colores. B) Se muestra
el esquemaético del chip una vez fabricado desde una vista superior con las estructuras ya
descritas y en una vista lateral la constriccion de 5 ym de altura que permite capturar MPFMs
de 7 uym de diametro para formar una trampa magnética microfluidica.
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2. Fabricacion del dispositivo microfluidico acrilico

El protocolo de fabricacion detallado de nuestro dispositivo microfluidico ya ha
sido publicado recientemente’®. La fabricacion del chip consta de dos etapas
principales: el micromaquinado y el sellado de los canales. El microdispositivo
se fabrico utilizando la técnica de micromaquinado por CNC (Roland MDX-50)
empleando unicamente dos brocas con diametros de 200 um y 800 ym (Fig.
18). Como sustrato se utilizaron rectangulos de acrilico (PMMA, Goodfellow)
de 25 mm x 9 mm con un grosor de 1.3 mm.

Figura 18. Brocas empleadas para el micromaquinado del dispositivo microfluidico montadas
sobre adaptador para la fresadora. La broca de la izquierda corresponde a la broca de 200
pMm, con la cual se realiza el rectificado de la superficie y se maquinan la constriccion de 5 ym
de altura y los microcanales. La broca de la derecha corresponde a la broca de 800 um que
se emplea para el micromaquinado de la entrada Unica y las salidas, asi como el pocillo
alineador.

a. Micromaquinado

El primer paso de la fabricacion consiste en un rectificado de toda la superficie
del acrilico. Se creé previamente un archivo de cdédigo NC con las
instrucciones de escaneo de la superficie. Se empled la broca de 200 um y se
desgasté una profundidad aproximada de 30 ym mediante un solo paso. La
velocidad de desplazamiento de la broca en eje X/Y fue constante durante todo
el proceso de fabricacién, con un valor de 1 mm s™'. La velocidad de giro para
el rectificado de la superficie fue de 14,500 rpm.

El siguiente paso consiste en el maquinado de la constriccion. Para
esto, el codigo NC de rectificado contenia como instruccién final el
posicionamiento de la broca en la coordenada donde dicha constriccion es
maquinada. Sin embargo, debido a que el minimo desplazamiento de nuestro
equipo de microfresado sobre el eje “z” es de 10 ym, hicimos uso de un
accesorio previamente desarrollado y reportado por nuestro equipo de
laboratorio para logar un desplazamiento en “z” de 5 ym®°. Dicho accesorio
consta de una plataforma de fabricacion hecha mediante impresion en 3D y
equipada con tres actuadores piezoeléctricos acoplados (Fig. 19). Esta
plataforma piezoeléctrica permite la regulacion fina del microfresado en el eje
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Z”, con una resolucion de hasta 500 nm y una precision de £1.5 ym. La
velocidad de rotacion de la broca fue ajustada a 11,000 rpm y, mediante una
interfaz que controla esta plataforma piezoeléctrica, se elevo el acrilico 6.5 um.

Enseguida, se desplazé manualmente 500 um a lo largo del eje “y” para luego
regresar la plataforma a su valor inicial en el eje “z” mediante la interfaz
controladora de la superficie piezoeléctrica (Fig. 20). Cabe aclarar que para
obtener los canales de 5 ym es necesario sobredimensionar a 6.5 ym debido
a que en el proceso de sellado la superficie del acrilico se disuelve y tiende a

perder algunas micras de altura.

Desplazamiento
enejez
0-15 pm)

-
7

C
Placa
superior
(vista inferior)
3 actuadores

piezo- Placa
eléctiricos intermedia
(vista lateral)

Estructuras
de
refuerzo

Placa
inferior
(vista superior)
S

Figura 19. Disefo de la plataforma piezoeléctrica. a) Vista transversal de la plataforma. El
mecanismo permite la elevaciéon hasta una altura de 15 pm en activando simultaneamente 3
actuadores piezoeléctricos. b) Se observan las piezas impresas en 3D que componen el
dispositivo. Los actuadores piezoeléctricos se muestran en el interior de color verde/blanco.
El primer plano muestra el disefio de una de las bisagras flexibles. c¢) Las bases superior e
inferior tienen soportes para cada uno de los tres actuadores. La base superior cuenta con
seis bisagras que conectan el nucleo a un anillo exterior. Es el nucleo el que es elevado por
los actuadores. Una vista transversal de la plataforma ensamblada se muestra en el centro.
Tomado y traducido de Guevara-Pantoja et al., 2020.
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Figura 20. Maquinado de la constriccion. A) Después del rectificado de toda la superficie, la
broca es posicionada automaticamente mediante el cddigo NC en la coordenada donde la
constriccidon sera maquinada manualmente. B) Interfaz controladora que permite elevar la
superficie piezoeléctrica de manera controlada mediante la aplicacion de voltaje. La
constriccion es maquinada elevando esta superficie 6.5 ym y posteriormente desplazando 500
pm la broca sobre el eje “y”. Tomada de Hernandez-Ortiz et al., 2022.

Los microcanales fueron maquinados empleando la broca de 200 um, siendo
este el valor de su anchura. Se empled un valor de profundidad también de
200 ym maquinado en un unico paso, con una velocidad de giro de 11,000
rpm. De esta manera, el canal principal queda interrumpido en la region central
por la constriccion previamente maquinada de 5 ym de altura con una longitud
final de 50 uym. Posteriormente, la entrada unica y las dos salidas fueron
fabricadas empleando la broca de 800 um. En un primer paso se maquinaron
pozos de 1.2 mm de diametro y 0.65 mm de profundidad (que corresponde a
la mitad del grosor del acrilico). A su vez, se maquinaron también dos
pequefios pocillos de alineacion de 1 mm de diametro en dos esquinas
contralaterales (Fig. 21). Los pocillos de alineacion sirven como guia para girar
la cara del chip y alinearlo sobre una segunda plataforma que contiene pilares
en los que embonan estos pocillos (Fig. 22). En un segundo paso se maquing,
en la cara opuesta, el disefio que contiene la mitad restante de la entrada y las
salidas, pero con un diametro de 1.5 mm (que corresponde al diametro externo
de la manguera utilizada). Se maquinaron a una profundidad de 0.7 mm para
asegurar que el acrilico fuera perforado completamente y se comunicaran
ambas caras. De este modo, la entrada y las salidas forman dos cilindros
concéntricos donde el mas pequefio crea una barrera fisica que impide que
las mangueras que son posteriormente adheridas hagan contacto con el fondo
y puedan bloquear el flujo hacia los canales (Fig. 23).
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Figura 21. Cara maquinada del chip microfluidico. Se observa el acrilico sobre la plataforma
piezoeléctrica previamente rectificado. Se pueden apreciar las estructuras micromaquinadas
de los microcanales y la entrada y salidas parcialmente maquinadas como un pozo que
alcanza la mitad del grosor del acrilico. Asimismo, se maquinaron dos pocillos de alineacion
en dos esquinas contralaterales. Tomada de Hernandez-Ortiz et al., 2022.

Agujero de
alineacion

<

Poste de
alineacion

£}

i

» TR . | " —
# Poste de S Agujero de . 500 pm
¢° alineacion . alineacion

Figura 22. Pocillos y pilares de alineacion. Una vez maquinada la cara del acrilico que
contiene a los microcanales, el chip se despega de la plataforma piezoeléctrica y se coloca de
manera invertida (con la cara de los canales hacia abajo) sobre una nueva plataforma que
contiene pilares que embonan en los pocillos de alineacion de las esquinas. Tomada de
Hernandez-Ortiz et al., 2022.
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Figura 23. Entrada y salidas del chip. Vista superior de A) las salidas del canal principal
(derecha) y del canal accesorio (izquierda) y B) la entrada unica del dispositivo,
respectivamente. Se puede apreciar que la porcidn superior tiene un diametro mayor que
corresponde al diametro de las mangueras que seran empleadas. A su vez, la porcién inferior
crea una barrera fisica que impide que dicha manguera selle el flujo a través de los
microcanales. Tomada de Hernandez-Ortiz et al., 2022.

b. Sellado de microcanales

Para sellar los microcanales se utilizé un rectangulo de acrilico no maquinado
con las mismas dimensiones (2.5 mm x 9 mm y 1.3 mm de grosor). Tanto el
acrilico maquinado como el no maquinado se enjuagaron con IPA y se
sumergieron en bafo ultrasonico durante 10 min para eliminar impurezas y
restos de acrilico de los microcanales (Fig. 24). El procedimiento para la unién
con disolvente vaporizado se adaptd de reportes publicados en la
literatura®57".7°. Ambas laminas acrilicas se fijaron a la cara interna de la tapa
de una caja Petri de vidrio de 10 cm de diametro con cinta adhesiva de doble
cara (Tuk, 404, México) y se expusieron a gas de cloroformo durante 1 min en
evaporacion bajo una campana de extraccion. Es esencial mantener una
separacion de unos 7.5 mm entre el acrilico adherido y el disolvente para
asegurar que el vapor actie efectivamente sobre la superficie sin dafarla®’
(Fig. 25). Inmediatamente después, ambas piezas se alinearon cara a cara en
una prensa mecanica casera durante 2 min a 250 psi y 90°C (Fig. 26).
Posteriormente, se pegaron 2-3 cm de manguera (Tygon, ND-100-80, DI 0.02”,
DE 0.06”) a cada orificio correspondiente de la entrada y salidas empleando
adhesivo liquido de secado instantaneo (Loctite, Henkel, 49503) (Fig. 27). Una
vez ensamblado, el dispositivo se llend de agua desionizada con una jeringa y
se sometioé a bano ultrasénico durante 10 minutos para eliminar los restos de
acrilico o pegamento en los microcanales. Finalmente, se vaciaron los canales
y el dispositivo se llené ahora con una solucién de bloqueo de BSA al 5% (p/v)
durante al menos 1 h a temperatura ambiente (~25 °C) para evitar la unién no
especifica a las paredes.
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Figura 24. Lavado de microcanales. Los chips se lavaron con IPA, se cepillaron
cuidadosamente y se sumergieron en bafio ultrasénico por 10 min para eliminar los restos de
acrilico de los canales. A) Muestra el canal inmediatamente después de la fabricacion y en B)
se observa el canal después del lavado. Tomada de Hernandez-Ortiz et al., 2022.
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Figura 25. Exposicion a vapor de cloroformo. A) Ambas placas de acrilico son adheridas a la
tapa de una caja Petri de vidrio de 10 cm de diametro que a su vez contiene portaobjetos
adheridos para reducir la distancia con la base B) La base de la caja Petri es colocada dentro
de una caja Petri de mayor tamafio donde se agrega agua destilada para crear un sello
hermético. C) 0.5 mL de cloroformo liquido son agregados a la base de la caja Petri y al
cerrarla, el acrilico queda expuesto a los vapores. El sello de agua formado con la tapa impide
la fuga del cloroformo gaseoso hacia el exterior. Tomada de Hernandez-Ortiz et al., 2022.
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Figura 26. Sellado de canales. Inmediatamente después de la exposicion con vapor de
cloroformo, ambas placas de acrilico son alineadas cara a cara en una prensa hecha en casa
y expuestas a una temperatura de 90 °C y una presién de 250 psi durante un par de minutos
logrando un pegado irreversible. Tomada de Hernandez-Ortiz et al., 2022.
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Figura 27. Dispositivo microfluidico ensamblado. Se muestra la configuracién final del chip
después de haber sido maquinado, lavado y sellado con una placa de acrilico no maquinada.
Asimismo, en la entrada y en ambas salidas, se colocaron las mangueras correspondientes
para el ingreso y salida de reactivos. Tomada de Hernandez-Ortiz et al., 2022.

3. Trampa magnética y configuracion del dispositivo

Se formé una columna porosa dentro del canal con microparticulas magnéticas
(MPFMs) de 7 uym (£2). Las MPFMs fueron resuspendidas en BSA al 5% y se
introdujeron manualmente en el dispositivo con una aguja de jeringa a través
de la manguera que conecta con el canal lateral. Mediante la rotacion del chip,
las microparticulas fueron arrastradas por gravedad hasta alcanzar la
constriccion de 5 uym de altura (Fig. 28). La altura de la columna formada se
control6 a simple vista, manteniendo el minimo estado de
empaquetamiento’®®, Las mangueras se sellaron con calor y el chip se
mantuvo en posicion vertical para evitar perturbar la columna de
microparticulas.
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Figura 28. Formacion de la trampa magnética. A) Las MPFMs de 7 ym fueron ingresadas por
la salida del canal lateral, evitando que lleguen a la entrada de reactivos. B) Las MPFMs son
dirigidas manualmente hacia la constriccion de 5 um de altura por efecto de la gravedad, donde
son empaquetadas como una columna. C) Si la altura deseada de la columna de MPFMs es
excedida, basta con rotar el dispositivo para favorecer su salida. D) La altura de la columna
de MPFMs es calculada a simple vista. Tomada de Hernandez-Ortiz et al., 2022.
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4. Configuacién del dispositivo microfluidico

Para el arreglo experimental, se cortd la manguera de entrada y se conecté
una aguja dispensadora, que funciona como reservorio para la entrada de
reactivos al dispositivo. Es sumamente importante evitar una interfaz liquido-
aire dentro de los microcanales. Se llenaron dos jeringas de vidrio de 100 uL
(Hamilton 1710RNR) con agua destilada, se montaron en una bomba de
jeringa (Kdscientific KDS-230). Las jeringas se llevaron a su minima capacidad
para un modo de succién y se conectaron a las mangueras de salida del
dispositivo. Se activd un flujo de 50 pyL h' y el dispositivo se acercd
lateralmente a un iman convencional de 1 T previamente fijjado a un
portaobjetos de vidrio, y montado sobre un microscopio de fluorescencia,
manteniendo la columna de MPFMs lo mas cercana al iman (Fig. 29).
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Figura 29. Arreglo experimental. El dispositivo utiliza una unica entrada de reactivos y ambas
salidas se conectaron a una bomba de jeringa de flujo de eyeccién. Se cred un gradiente de
campo magnético en la matriz porosa de MPFMs utilizando un iman convencional para atrapar
las NPMs de 100 nm conjugadas con el Ag de interés.

Resultados

1. Formacioén de la trampa microfluidica

Nuestro sistema integra una trampa magnética microfluidica formada por
MPFMs empaquetadas sobre una constriccion fisica donde un campo
magneético es generado por un iman convencional externo para la captura de
particulas de tamafio nanométrico. Sin embargo, una limitante ha sido el hecho
de no contar con un control fino sobre la formacién de la columna de MPFMs,
ya que este proceso es llevado a cabo manualmente y la longitud de dicha
columna se determina a simple vista. Por lo tanto, quisimos poner a prueba la
reproducibilidad del proceso de formacién de la trampa creando columnas de
diferente longitud. Los resultados sugirieron una baja variabilidad para la
formacion de trampas de diferente tamafo, aun cuando el proceso es llevado
a cabo de manera manual (Fig. 30).
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Figura 30. Formacién de trampas de diferentes tamafos. A) Se fabricaron trampas de tres
tamanios diferentes en varios dispositivos. La columna de MPFMs de 7uym (+2) es formada en
el espacio comprendido entre el inicio del canal lateral y la constriccién de 5 ym de altura. B)
La grafica muestra el tamafio en um para cada trampa formada con una 6&ptima
reproducibilidad. Las barras indican la desviacién estandar de 4 repeticiones.

Discusion

Mostramos el desarrollo de un dispositivo acrilico altamente reproducible,
diseiado para la realizacion de ELISAs microfluidicos basados en
nanoparticulas  magnéticas. Este  dispositivo combina  diferentes
caracteristicas que lo hacen unico: un disefio simple que consta unicamente
de un canal principal y un canal accesorio; asimismo, el hecho de contar con
una unica entrada para todos los reactivos elimina la necesidad de valvulas u
otras estructuras de mayor complejidad, lo cual se ve reflejado en una facil
manipulacion.

En el desarrollo del dispositivo microfluidico, una de las limitaciones
identificadas fue la necesidad de utilizar un componente piezoeléctrico para la
fabricacion de la constriccion en el microcanal. Este paso de la fabricacion es
critico para el correcto funcionamiento del dispositivo, ya que una constriccion
de mayor tamafno impide la formacion de la columna de microparticulas
ferromagnéticas (MPFM). A su vez, una constriccion de menor tamano
restringe el flujo de reactivos por la trampa al aumentar la resistencia
hidrodinamica y afecta el control preciso de los flujos que el dispositivo
requiere. Por tanto, el requerimiento del piezoeléctrico puede aumentar tanto
el costo como la complejidad del proceso de fabricacion, lo cual puede ser
desafiante en entornos clinicos o de campo.
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No obstante, aunque no se presentan resultados detallados al respecto,
adicionalmente se llevaron a cabo pruebas preliminares explorando diferentes
dimensiones de canal y constricciones. Estas pruebas mostraron resultados
favorables en el desarrollo de ELISAs en dispositivos de acrilico y trampas
microfluidicas, lo que sugiere que es posible omitir el uso del componente
piezoeléctrico. Este enfoque podria simplificar el dispositivo, reduciendo
costos y facilitando su uso en el desarrollo de ELISAS microfluidicas.

Por otro lado, el uso de un material termoplastico como sustrato permite
escalar el proceso de fabricacion hacia otros métodos que sean incluso mas
compatibles con la produccién en masa a bajo costo como el hot embossing.
Ademas, al tratarse de un sustrato soélido no se requieren medidas de cuidado
especiales para evitar dafos durante su manipulacion, transporte o
almacenamiento, convirtiéndose en un excelente candidato para el potencial
desarrollo de sistemas POCT.

Adicionalmente, encontramos un protocolo de sellado de canales
Optimo de acuerdo a las dimensiones de nuestro dispositivo. Si bien puede
parecer una técnica delicada y algo laboriosa, fue la que nos dio mejores
resultados. Aunque no se presentan mas resultados al respecto, también se
probaron otros métodos reportados en la literatura que son mas rapidos vy
emplean solventes mas asequibles como etanol, isopropanol®?; sin embargo
es dificil evitar una absorcién excesiva de disolvente que provoca el colapso
de los microcanales y la constriccion. Por el contrario, la unidén con disolvente
vaporizado permite una cantidad controlada de deposicidn para evitar un
exceso de disolvente, a la vez que el sellado de los canales mediante la
evaporacion de cloroformo garantiza un pegado irreversible, a la vez que
mantiene la transparencia y las propiedades Opticas del material. No obstante,
la duracién del pegado dependera de varios factores, incluyendo la calidad del
proceso de union, la limpieza de las superficies, la presidon aplicada durante el
proceso de unién y las condiciones ambientales, pero en general, una unién
bien hecha utilizando cloroformo puede ser bastante resistente y durar por
muchos anos.

Sin embargo, para escalar este protocolo a métodos mas amigables y
sencillos, se podrian considerar alternativas como el pegado térmico o el uso
de solventes menos téxicos que el cloroformo. Estos métodos podrian ser mas
seguros y faciles de implementar en entornos de produccion en masa. Ademas,
el desarrollo de técnicas automatizadas para el pegado y ensamblaje podria
aumentar la eficiencia y reproducibilidad del proceso, facilitando la produccion
a gran escala de estos dispositivos microfluidicos. Esto no solo mejoraria la
escalabilidad del dispositivo, sino que también contribuiria a su adopcién en
una variedad de aplicaciones diagndsticas y de investigacion.

Finalmente, la estrategia de maquinado por ambas caras permite
generar la entrada y salidas para reactivos garantizando que el flujo dentro del
canal nunca se vea afectado por un posible bloqueo de las mangueras que
son adheridas para conectar el dispositivo a la bomba de jeringas. Si bien el
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pegado de estas mangueras se realiza con un adhesivo de alta resistencia y
secado instantaneo, aun comprende un proceso muy artesanal, susceptible a
errores que pueden dafar irreversiblemente el funcionamiento del dispositivo
al filtrarse hacia el interior de los microcanales. Por tanto, la optimizacién hacia
un mejor sistema de conexiones es necesaria para un mejor rendimiento en la
fabricacion y optimizar el uso de los materiales y tiempos invertidos en la
fabricacion.

Por otro lado, y en términos generales, es sabido que el dispositivo de acrilico
es potencialmente mas barato de fabricar que los dispositivos de vidrio, silicio
o PDMS, reduciendo el costo total. Asimismo, el uso de una bomba de doble
jeringa y el disefio simple de uUnica entrada de reactivos simplifican la
manipulacion del dispositivo.
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Capitulo V. Conjugacién de nanoparticulas

Material y métodos

1. Conjugacion de nanoparticulas

El método de conjugacion mas utilizado en la superficie de las nanoparticulas
magnéticas (NPMs) implica la uniéon covalente entre aminas primarias y grupos
carboxilo, es decir, un enlace amida mediante la quimica de clorhidrato de N-
(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida/N-hidroxisuccinimida
(EDC/NHS)®9:7282 Nosotros empleamos este método de conjugacion
covalente entre los grupos carboxilo de las NPMs comerciales y los grupos
amino primarios expuestos en la proteina diana, mediado por el agente
entrecruzador EDC/sulfo-NHS. Se utilizaron NPMs de varios tamanos (30, 50
y 100 nm) (SuperMag Carboxyl Beads, Ocean Nanotech, ICK30-05, SC0050-
02, y SC0100-02). Se emplearon dos variantes descritas de la reaccion de
conjugacion denominadas de 1 y 2 pasos. La Figura Suplementaria 2
esquematiza los pasos de la reaccion de la conjugacion mediada por
EDC/Sulfo-NHS para ambos protocolos.

El protocolo de 2 pasos implica un paso previo de activacion de las
NPMs, seguido de la adicidon de la especie diana a conjugar. Inicialmente, se
activaron las NPMs funcionalizadas con grupos carboxilo, las cuales se
encuentran a una concentracion de 10 mg mL™". Para esto, se mezclaron con
50 uL de EDC (Ocean Nanotech's) a 10 mg mL™", 50 yL de Sulfo-NHS (Thermo
Scientific, 24510) a 10 mg mL' y 50 uL de buffer de activacion (buffer MES 50
mM a pH 6) en un microtubo de reaccion de 1.5 mL. La mezcla se agito
gentilmente a temperatura ambiente durante 40 min. Tras el paso de
activacion, las NPMs se separaron magnéticamente colocando el tubo durante
15 min en la gradilla de separacion MagJET (Thermo Scientific, MR02). El
liquido se desecho6 cuidadosamente con una micropipeta, evitando perturbar
el pellet de NPMs formado en la pared del tubo. Se afiadieron 200 uL de buffer
de reaccion (buffer potasico 100 nM a pH 7,4). Se afadieron también 50 uL de
cada proteina una concentracién de 1 mg mL": Lisozima de clara de huevo de
gallina (Sigma-Aldrich Co., 89833) o Proteina recombinante SARS-CoV-2
Spike S1-His (Sino Biological Inc., 40591-VO8H3). Cada tubo de reaccion se
agité gentilmente a temperatura ambiente durante 2.5 h (Fig. 31).

A diferencia de la conjugacién de proteina mediante 2 pasos, en el
protocolo de un paso todos los reactivos se mezclan con la proteina sin
activacion previa de las nanoparticulas. Tras la reaccién de la proteina, se
anadieron 5 yL de Quenching buffer (Ocean Nanotech's) a la suspension de
NPMs y se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 30 min adicionales
en agitacion continua. La suspension de NPMs-antigeno se lavé 3 veces con
200 uL de buffer de lavado (buffer potasico 100 nM a pH 7,4, Triton X-100 0.1
% vlv) utilizando la gradilla de separaciéon MagJET. El pellet se solubilizé en
100 pL de 1X PBS 100 mM (Thermo Scientific, 003002) y se sumergié en bafio
ultrasénico durante 30 s para evitar la formacion de aglomerados. La
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suspension se dejo a 4 °C durante ~5 dias para permitir la separacion de los
aglomerados mayores de 100 nm por sedimentacion. Por ultimo, se colecto y
separo el sobrenadante en un nuevo microtubo de reaccion de 200 pL.
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Figura 31. Conjugacion de proteina (Ag) sobre la superficie de NPMs. Se esquematizan los
pasos del protocolo de conjugacion de 2 pasos de la proteina de interés sobre la superficie de
las NPMs. A diferencia del protocolo de un unico paso, los grupos carboxilo de las NPMs son
previamente activados antes de la reaccion con la proteina.

2. Concentracion de proteinas

El liquido desechado de los pasos de lavado durante el protocolo de
conjugacion proteina-nanoparticula fue colectado y almacenado en un
microtubo de reccion de 1.5 mL. La proteina no conjugada contenida en los
lavados se concentré utilizando filtros de centrifuga de 0.5 mL de un punto de
corte de 10 KDa (Amicon UFC501096). Primeramente, la membrana del filtro
se hidraté con 400 pL de agua desionizada y se centrifugd a 13,300 rpm
durante 10 min. Se desecho el agua filtrada y se anadieron las muestras hasta
filtrar todo el contenido de los tubos. Cada paso de centrifugacion se realizo
bajo las mismas condiciones de velocidad y duracién. Por ultimo, se realizé un
paso de intercambio de buffer para manter la muestra en un volumen final de
100 pyL de PBS. Cada muestra se almacend en un microtubo de reaccion de
200 pL para su posterior analisis.

3. Cuantificacion de proteina

La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el kit de BCA (Pierce™,
23227) para estimar indirectamente la concentracion de la proteina conjugada
con las NPMs. Calculamos la concentracion de proteina no conjugada que se
reconcentro a partir de los pasos de lavado durante la reaccidén de conjugacion.
Realizamos el protocolo descrito segun el proveedor. Se utilizé una solucién
de BSA de una concentracién inicial de 2 mg mL™" la cual fue diluida para
preparar la curva estandar (0, 0.125, 0.250, 0.5, 0.75y 1 mg mL™"). La solucion
de trabajo se preparé mezclando 50 partes de reactivo A con 1 parte de
reactivo B (50:1, reactivo A:B). Se pipetearon 10 yL de cada dilucion de la
curva estandar y de la muestra desconocida por triplicado en placas de 96
pozos. Se afadieron 200 uL de solucion de trabajo a cada pozo y se mezclo
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gentilmente. Se cubrid la placa para protegerla de la luz y se incub6 a 37 °C
durante 30 min. Posteriormente se incubd a temperatura ambiente durante 10
min mas. Por ultimo, se midid la absorbancia a 560 nm en un lector de placas.

4. Ensayo Dot blot

Tras la conjugacion de la proteina sobre la superficie de las NPMs de 100 nm
de diametro, se realizé el inmunoensayo completo con la técnica Dot Blot para
corroborar la formacion del inmunocomplejo. Se colocaron gotas de 1 pL de
volumen de la suspension de NPMs con la proteina conjugada en una
membrana de nitrocelulosa con un tamafo de poro de 0.45 ym (Amersham
Protran, A29483962). Se utilizaron NPMs no conjugadas como control
negativo y una solucion proteica a una concentracion de 0.1 mg mL" como
control positivo.

Las membranas se bloquearon para evitar sitios de union inespecificos
mediante inmersion en solucién de bloqueo (solucién salina tamponada con
Tris 1X, BSA 5% (p/v), pH 7.5) a temperatura ambiente y en agitacién
constante durante 1 h. Las proteinas conjugadas se detectaron utilizando el
respectivo Ab1 (Rabbit Polyclonal anti-Lysozyme antibody, Abcam Ab34799
para lisozima y SARS-CoV-2 Spike, Chimeric MAb, Sino Biological 40150-
D003 para S1). La concentracion de anticuerpo utilizada fue de 100 ng mL"",
diluido en buffer de dilucion de anticuerpos (1X solucién salina tamponada con
Tris, 0,05% de Tween-20 (v/v), 1% de BSA (p/v), pH 7.5). Las membranas se
incubaron a temperatura ambiente durante 2 h en agitacién y se lavaron 3
veces para eliminar el exceso de Ab1 no unido. En cada paso de lavado se
utilizé Buffer de lavado 1X TBST. El primer paso de lavado duré 15 minutos en
agitacion y los dos siguientes solo 5 minutos.

A continuacion, las membranas se incubaron durante 1 h adicional y en
agitacion con Ab2 marcado con HRP (IgG de cabra anti-conejo H&L (HRP),
Abcam AB6721). Posteriormente, se lavd nuevamente la membrana utilizando
la misma solucion y el procedimiento descrito anteriormente. Por ultimo, la
membrana se incubd durante 5 minutos con el sustrato de larga duracion
SuperSignal West Dura Extended (Thermo Scientific, 34075) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la deteccion, la membrana se fotografio
utilizando un fotodetector (MicroChemi, 70-25-00).

5. Analisis densitométrico
Con el objetivo de reportar el resultado de las membranas de dot blot reveladas
en términos semicuantitativos, se realizé el analisis densitométrico de la
intensidad de las manchas obtenidas. Se emple6 en software ImagedJ para el
procesamiento de las imagenes. Antes del analisis, se hizo una conversién a
imagenes de 32 bit. Se seleccionaron las areas por filas o columnas que
contenian las manchas reveladas y se obtuvieron los graficos de intensidad de
pixeles en escala de grises. Finalmente, se obtuvo el area bajo la curva de
cada trazo y se normalizé con respecto de la intensidad obtenida del control
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positivo empleado en cada membrada, correspondientes a la sefal de la
proteina libre en solucion a una concentracion de 0.1 mg mL-".

Resultados

1. Conjugacion de NPMs

Debido a los costos elevados que genera el uso de la proteina recombinante
de la subunidad S1 del virus SARS-CoV-2, asi como los respectivos
anticuerpos especificos, primeramente estandarizamos nuestro protocolo de
conjugacion con una proteina modelo, la lisozima de clara de huevo de gallina
(Sigma-Aldrich, L6876). Dado que se han descrito varias relaciones de exceso
molar de Sulfo-NHS y EDC con respecto a la concentracion de proteina a
conjugar, evaluamos el efecto de variar la relacion molar de EDC con respecto
a la proteina conjugada entre 10 a 30 veces. La relacion molar de Sulfo-NHS
respecto a proteina se mantuvo constante en 1:1 en todos los experimentos.
En primer lugar, y debido a la formacién de aglomerados, filtramos la
suspension de NPMs conjugadas utilizando un filtro de jeringa PES de 0.2 ym
(Thermo Scientific, 725-2520). Asimismo, probamos tanto el uso de reactivos
preparados en nuestro laboratorio como el kit de conjugacion adquirido
(SuperMag Carboxyl Beads Conjugation Kit, Ocean Nanotech, ICK30-05,
SC0050-02, y SC0100-02).

Mediante el analisis densitométrico de las manchas del dot blot no
encontramos diferencias observables en la intensidad de las puntos obtenidos
para la fraccién filtrada de MNNPs de 30 nm conjugadas con lisozima mediante
el método de un paso, independientemente (1) del exceso molar de EDC (10-
, 20-, y 30 veces) con respecto de la lisozima o (2) del tipo de reactivo utilizado
(de laboratorio o del kit de conjugacion) (Fig. 32). La especificidad de los
anticuerpos también se comprobd en una segunda membrana donde se
incluyeron las mismas condiciones pero sin agregar Ab1. La ausencia de senal
de fondo aun al maximo tiempo de exposicién (10 s) cuando el Ab1 no esta
presente confirma la ausencia de interacciones inespecificas del Ab2 y el
bloqueo eficaz de la membrana con BSA al 5% (Fig. Suplementaria 3).
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Figura 32. Cuantificacion de la conjugaciéon de un paso de lisozima a NPMs de 30 nm
mediante dot blot. A) Se muestran las manchas obtenidas después de revelar la membrana
con el sustrato quimioluminiscente con un tiempo de exposicién de 5 s. Se empled un exceso
molar de 10, 20 y 30 veces de EDC sobre la proteina. La concentracion de Ab1 fue de 100 ng
mL™" y se usé una dilucion 1:1000 de Ab2 (0.5 ug mL™"). B) El analisis densitométrico del dot
blot de lisozima no muestra diferencias en la intensidad de las manchas para las NPMs
filtradas, independientemente del origen del reactivo EDC o de su proporcién molar. El grafico
muestra el valor promedio de tres repeticiones (n=3) con barras de error que representan el
error estandar.

A continuacién, se probaron las mismas proporciones molares de
EDC/NHS para el protocolo de conjugacién de dos pasos con el objetivo de
contrastar los resultados obtenidos mediante ambos métodos de conjugacion.
En este caso solo se utilizaron reactivos preparados en nuestro laboratorio, no
los del kit. La Figura 33 muestra una membrana representativa del dot blot
para lisozima conjugada a NPMs de 30 nm mediante el protocolo de dos
pasos, asi como el analisis densitométrico de 3 repeticiones independientes.
Los resultados obtenidos sugieren no haber diferencia significativa en la
fraccion filtrada de NPMs con la proteina conjugada, independientemente de
la relacién EDC/proteina mediante la reaccion de conjugacion de dos pasos.
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Figura 33. Cuantificacion de la conjugacion de 2 pasos de lisozima a NPMs de 30 nm
mediante dot blot. A) Se muestran las manchas obtenidas después de revelar la membrana
con el sustrato quimioluminiscente con un tiempo de exposicion de 5 s. Se empled un exceso
molar de 10, 20 y 30 veces de EDC sobre la proteina. La concentraciéon de Ab1 fue de 100 ng
mL"y se uso6 una dilucion 1:1000 de Ab2 (0.5 ug mL™"). B) El analisis por densitometria de la
intensidad de estas manchas confirma que no existen diferencias significativas para la
conjugacién de lisozima a NPMs de 30 nm medante 2 pasos, independientemente de la
proporcién molar de EDC para ambas fracciones analizadas (total y filtrado). El grafico muestra
el valor promedio de tres repeticiones (n=3) con barras de error que representan el error
estandar.

No obstante, el protocolo de conjugacion para PMNPs de 30 nm
requiere mucho tiempo, ya que los tiempos de separacion magnética
requeridos en cada paso de lavado son muy largos segun lo reportado por el
fabricante (mas de 8 h). Por lo tanto, se evalud la conjugacion de lisozima en
la superficie de NPMs de 30, 50 y 100 nm. Sin embargo, cuanto mayor es el
tamafo de particula, mas ineficiente es la filtracién debido a la saturacién y al
bloqueo del filtro. Debido a esto, establecimos un tiempo umbral de 5 dias para
permitir la sedimentacion de los aglomerados formados durante la conjugacion
para cada tamaino de NPMs y recuperar el sobrenadante donde se encuentran
tanto aglomerados suficientemente pequefios que no logran sedimentar, como
particulas en estado individual con proteina conjugada, dado los largos
tiempos de sedimentacion descritos por el fabricante (incluso ~30 dias para las
NPMs de 100 nm). La Figura 34 muestra el dot blot para NPMs de diferentes
tamafos para (1) el producto total de la reaccién de conjugacion y (2) el
sobrenadante colectado después de 5 dias de sedimentacion en reposo. Como
era de esperar, en el caso de las NPMs de 30 nm, el tiempo establecido para
la separacién magnética no fue suficiente y la muestra se perdié a lo largo de
los pasos de lavado (Fig. Suplementaria 4), lo que provocé la ausencia de
sefial en ambas fracciones analizadas (fraccion total y el sobrenadante).
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Por otro lado, cuando las NPMs de 100 nm se conjugaron con lisozima
observamos la correspondiente senal en el dot blot para ambas fracciones
analizadas. A pesar de lo que podria esperarse con las nanoparticulas
magnéticas (NPMs) de 50 nm, que segun se reporta tienen tiempos de
separacion magnética prolongados (entre 2 y 8 horas), se observé una sefal
en el dot blot al analizar la fraccion total no tratada. Sin embargo, tras 5 dias
de sedimentacion, no se obtuvo ninguna senal en la fraccion sobrenadante, lo
que sugiere que la sefial obtenida se debid a la formacion de aglomerados lo
suficientemente grandes como para separarse magnéticamente pero que se
sedimentaron por completo. Asimismo, las NPMs de 100 nm también se
conjugaron con el protocolo de dos pasos. Se observé una mayor intensidad
de sefal en la mancha del dot blot correspondiente a la fraccion total de la
reaccion de conjugacion; sin embargo no encontramos diferencia significativas
en el sobrenadante comparado con el protocolo de un unico paso.

Mediante la técnica de DLS corroboramos que las NPMs sobre las
cuales se conjugo la lisozima que se recuperaron del sobrenadante tras 5 dias
de sedimentacién poseen un tamano promedio de 150 nm (Fig. 35) que no
difiere con la medicion obtenida para NPMs sin proteina conjugada (Fig.
Suplementaria 5A). Esto sugiere que en la fraccién del sobrenadante las
NPMs se encuentran en un estado individual, con la proteina de interés
conjugadas satisfactoriamente sobre su superficie y sin aglomerados de gran
tamano.
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Figura 34. Estandarizacion de protocolo de un paso y dos paso con diferentes tamanos de
NPMs. Se conjugaron NPMs de diferentes tamafios con lisozima y se separé el sobrenadante
por sedimentacién tras 5 dias en reposo. A) Arriba se muestra la fotografia de la membrana
con los diferentes muestras y abajo, después del revelado con un tiempo de exposiciéon de 5
s. B) El analisis densitométrico confirma una mayor sefal para la conjugacion mediante el
protocolo de 2 pasos cuando se utilizaron NPMs de 100 nm solo para la fraccién total. Para el
tiempo establecido en la separacién magnética (15 min) se perdié la muestra de MNPs de 30
nm. n=3.
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Figura 35. Cuantificacion de la distribuciéon de tamafios por DLS de las NPMs con lisozima
conjugada mediante el protocolo de 2 pasos. La distribucién de tamafios confirma que las
NPMs de 100 nm con la proteina conjugada y que se ubican en la fraccion del sobrenadante
se encuentran cercanas al estado de particula unica con la proteina conjugada.

2. Eficiencia de la conjugacion
Evaluamos la eficiencia y variabilidad de cada conjugacion realizada mediante
una medicion indirecta. Colectamos las soluciones obtenidas de los lavados
realizados durante la conjugacion para el protocolo de 2 pasos en NPMs de
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100 nm. En seguida, se concentro la proteina contenida mediante el empleo
de filtros con un punto de corte de 10 KDa en un volumen final de 100 uL de
PBS. Realizamos la cuantificacion de la proteina contenida mediante el
método de BCA como se describe en la metodologia. Finalmente, conociendo
la concentracion inicial de proteina agregada al vial para la reacciéon de
conjugacion que fue de 1 mg mL-", pudimos obtener la concentracion de
proteina que fue conjugada sobre la superficie de las NPMs que corresponde
a la diferencia que hubo entre la concentracion de proteina inicial y la
concentracion de proteina no conjugada de los lavados. Asimismo, calculamos
la eficiencia para cada reaccién de conjugacidén realizada expresada de
manera porcentual (Tabla 4) mediante la expresion:

Eficiencia de conjugacion = ([Proteina inicial] — [Proteina no conjugada]) * 100

N [Proteina [Proteina no [Proteina Eficiencia de
o.de o . . : o
reaccion inicial] conjugada] conjugada] conjugacion
(mg mL") (mg mL") (mg mL™") (%)
1 1 0.658 0.342 34.2
2 1 0.622 0.378 37.8
3 1 0.138 0.862 86.2
4 1 0.124 0.876 87.6
5 1 0.122 0.878 87.8

Tabla 4. Eficiencia de conjugacion para lisozima a NPMs de 100 nm. Se calculé la eficiencia
de conjugacion de 5 reacciones independientes mediante el calculo indirecto de la
concentracion de proteina no conjugada mediante el método de BCA.

Discusioén

Adaptamos un protocolo de conjugacién de proteina en la superficie de NPMs
de diferentes tamafios empleando reactivos preparados en nuestro
laboratorio. Esto nos ha permitido evitar la dependencia de kits comerciales,
los cuales no solo suelen ser costosos, sino que ademas no proporcionan la
informacion detallada sobre sus componentes. Esta falta de informacion
dificulta su empleo en el desarrollo de nuevas plataformas de ELISA, a la vez
que resta reproducibilidad si no se emplean kits del mismo fabricante.
Empleamos el método de conjugacion mediante EDC/NHS (carbodiimida/N-
hidroxisuccinimida). Se trata de un método comunmente utilizado, el cual se
basa en la formacion de un enlace covalente altamente estable entre el grupo
carboxilo de las NPMs comerciales y los grupos amino primarios de nuestra
proteina blanco (enlace peptidico).

El método de conjugacion mediante EDC/NHS es un método versatil,
que puede utilizarse para unir una amplia variedad de moléculas, incluyendo
péptidos, proteinas, oligonucledtidos, entre otros. Asimismo, el protocolo es
relativamente sencillo y eficiente. Sin embargo, la conjugacion mediante este
método puede dar lugar a reacciones no especificas con grupos aminos
secundarios o terciarios, lo que puede conducir a la formacidén de agregados o
la pérdida de actividad bioldgica. Asimismo, la eficiencia de la reaccién de
EDC/NHS puede depender de varios factores, como la naturaleza bioldgica de
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la proteina, el pH, la concentracion de reactivos, entre otros. Por lo tanto, la
estandarizacion es clave para cada sistema empleado.

La conjugacion de lisozima a NPMs presentd un reto mayor, ya que se
observd la formaciéon de aglomerados. Dichos aglomerados generan un
bloqueo del flujo a través de la trampa magnética microfluidica (experimentos
no mostrados). Debido a esto fue necesario implementar alguna alternativa de
purificaciéon adicional para poder emplear las NPMs en nuestro sistema de
ELISA dentro del dispositivo. El filtrado de NPMs de 30 nm con lisozima
conjugada parece ser una buena alternativa para eliminar aglomerados de
mayor tamano. De hecho, el filtrado parece mostrar un aumento significativo
en la sefial para NPMs de 30 nm a las cuales se les conjugd la proteina
mediante el protocolo de un paso. Lo anterior, posiblemente, fue debido a que
la eliminacién de los aglomerados permite la exposicion de mas sitios
disponibles para la union del Ab1 en las NPMs filtradas que mantienen una
configuraciéon de menor tamafo.

Por otro lado, las NPMs de 30 nm con proteina conjugada mediante 2
pasos no muestran diferencias significativas al analizar ambas fracciones (total
y filtrado), lo cual apoya la idea que mediante este método de conjugacion la
reacciéon es amortiguada mediante la activacion previa de las NPMs por el
EDC, resultando en una reaccion mas homogénea. EI EDC funciona como un
agente de acoplamiento al activar los grupos carboxilo presentes en la
superficie de las NPMs formando un intermedio inestable de O-acilisourea que
es reactivo hacia grupos amino. Si este intermedio no encuentra un grupo
amino disponible, se hidrolizara y el grupo carboxilo se regenerara. Por el
contrario si existen grupos amino disponibles se genera un enlace peptidico
entre la molécula diana. Ademas, en presencia de N-hidroxisulfosuccinimida
(Sulfo-NHS), este reacciona con el complejo de O-acilisourea, formando un
éster de succinimida estable. Una vez formado este compuesto, la proteina de
interés se adiciona a la reaccion y se une covalentemente al éster de
succinimida, completando asi el proceso de conjugaciéon. Este método de dos
pasos aumenta la eficiencia y la selectividad de la conjugacion al proporcionar
una estabilizacion adicional del complejo activado mediante el NHS. Ademas,
ayuda a minimizar la formacion de agregados y la reactividad no especifica al
reducir la formacion de especies reactivas intermedias.

En las primeras pruebas de conjugacion para NPMs de 30 nm nosotros
empleamos la centrifugacion como un método de separacion de las NPMs
durante los lavados, ya que los tiempos de separacion magnética eran en el
orden de horas. No obstante, pudimos comprobar que eran necesarios varios
ciclos de centrifugacion, al menos 3 veces a 13,300 rpm durante 10 min, para
lograr concentrar las NPMS; sin embargo, el pellet formado era disperso en un
area grande del fondo del tubo y no contabamos con la seguridad de haber
concentrado por completo la muestra. Esto generaba un alto riesgo de perder
la muestra entre los diferentes lavados requeridos, por lo cual la centrifugacién
fue descartada y sustituida por la separacion magnética. A pesar de la
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separacion magnética para NPMs de 30 nm conllevé un alto consumo de
tiempo de al menos 12 h entre cada lavado, mediante este método se
concentroé eficientemente la muestra en un pequefo punto en la pared del tubo
facilmente distinguible a simple vista (Fig. Suplementaria 4).

Por tanto, si bien es cierto que el tiempo de sedimentacion establecido
es demasiado grande para obtener una muestra viable (~5 dias), este tiempo
puede reducirse al centrifugar la muestra para promover la sedimentacion y
separacion de aglomerados de mayor tamafio en un menor tiempo. De este
modo, se garantiza que las NPMs en su conformacién de particula individual
y con proteina conjugada en su superficie se mantengan en el sobrenadante.

No obstante, el uso de NPMs de mayor tamafo redujo
considerablemente el tiempo de conjugacién debido a que el tiempo requerido
para la separaciéon magnética es menor. Las NPMs mas grandes tienen una
mayor magnetizacion intrinseca debido a una mayor masa. Esto resulta en una
mejor respuesta a los campos magnéticos aplicados lo que facilita su
separacion en presencia de un campo magnético externo ’4. Sin embargo, las
nanoparticulas mas grandes mas grandes tienden a tener un movimiento
browniano mas lento y menos erratico, ya que su masa es mayor y la fuerza
de arrastre que experimentan es menor en comparacién con su masa,
aumentando los tiempos de incubacion requeridos. Por tanto, resulta
importante considerar cuidadosamente el tamano Optimo de las
nanoparticulas para maximizar la eficacia y la eficiencia de la separacion
magnética en una aplicacion especifica.

El tiempo de separacion magnética para NPMs de 50 nm oscila entre 2-
8 h segun lo reportado por el fabricante (para NPMs de 30 nm no lo reporta),
mientras que para NPMs de 100 nm este tiempo se reduce a tan solo 5-10
min. Por tanto consideramos este ultimo tamano de NPMs como éptimo para
ser empleadas como soporte para nuestros ELISAs, con el objetivo de
optimizar el tiempo de conjugacion. Nuestros experimentos confirman una
Optima conjugacion de la proteina de interés (lisozima) para NPMs de 100 nm.
Si bien para este mayor tamafo de NPMs de 100 nm el filtrado deja de ser una
opcion viable por la saturacion del filtro empleado (resultados no mostrados),
la sedimentacion en reposo permite separar eficientemente los aglomerados
resultantes de mayor tamano.

Mediante la técnica de DLS observamos que el tamafio de la fraccion
recuperada después de la sedimentacion no difiere del tamafo de las NPMs
sin conjugar (Figura Suplementaria 5B). Ademas, segun lo reportado por el
fabricante, los tiempos de sedimentacion para NPMs de 100 nm en estado de
particula unica oscilan alrededor de los 30 dias, lo cual garantiza una
suspension homogénea dentro de este lapso de tiempo y minimiza el
pretratamiento requerido de la muestra antes de ser empleada. En caso
contrario, bastara con la agitacion, ya sea manualmente, en vértex o bafio
ultrasonico por unos segundos para homogenizar la muestra.
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Capitulo VI. Caracterizaciéon del ELISA en el
dispositivo microfluidico

Material y métodos

1. ELISA en el dispositivo microfluidico

Con el objetivo de caracterizar la formacién del inmunocomplejo y tener un
mejor control sobre la interaccion de cada una de las especies, el ELISA en el
dispositivo se realizé mediante tres enfoques diferentes. En los dos primeros
enfoques, tanto el complejo NPM/Ag-Ab1 como el complejo Ab1-Ab2
interactuaron respectivamente en la fase coloidal, fuera del dispositivo. En el
tercer enfoque, la captura de Ab1 se produjo en la fase coloidal y la interaccion
Ab1-Ab2 se produjo en la fase heterogénea, es decir, con las NPMs
previamente capturadas en la trampa magnética. Para esto, la suspension
colectada del sobrenadante de NPMs con proteina conjugada se homogenizo
mediante bafo ultrasénico. Se tomd 1 pL de dicha suspensién de NPMs a 0.5
mg mL" y se dejo incubar durante toda la noche en un microtubo de reaccion
de 1.5 mL con 100 pL de BSA al 5% (p/v) a 4 °C. Al dia siguiente se completd
a un volumen de 250 pL con solucién de lavado 1X TBST y el tubo se coloco
durante 15 min en la gradilla de separacion magnética MagJET. Desde este
paso, cada uno de los 3 enfoques del ELISA en el dispositivo implicd pasos
diferentes como se describe a continuacion.

a. Protocolo extenso de ELISA microfluidico
El protocolo de ELISA en extenso empleando el dispositivo microfluidico se
fundamenta en la secuencia de pasos descrita para el Dot Blot. Con este
protocolo empleado, cada paso de lavado consistido en desechar el liquido del
tubo después de 15 minutos de separacidn magnética, donde las NPMs
quedaron adheridas a la pared. Posteriormente y ya sin liquido, se retiro el
tubo de la gradilla de separacion magnética MagJET. Se afadieron 250 uL de
solucion de lavado 1X TBST fresco y se mantuvo en agitacion durante 15 min.
Esta secuencia de pasos se repitid dos veces mas, pero esta vez agitando
durante s6lo 5 min. Cada paso de lavado se realizdé después del bloqueo con
BSA al 5% y tras la incubacién de los anticuerpos primario y secundario (Ab1
y Ab2), respectivamente. Ambos anticuerpos, Ab1 y Ab2, se incubaron durante
30 minutos cada uno a 37°C. Para Ab1 anti-Lisozima se utilizaron
concentraciones de 1 a 100 ng mL' y de 10 a 1000 pg mL-! para Ab1 anti-S1.
El Ab2 se utilizd a una concentracion de 1 yg mL-'. Una vez formado el
inmunocomplejo fuera del chip, y tras el ultimo paso de lavado, se resuspendio
en 50 uL de buffer de dilucién. La suspensién se hizo fluir por el microcanal del
dispositivo a través de la trampa magnética durante 7 min a un flujo de 100 yL
h', esto para acelerar la llegada de la suspension hasta la trampa,
posteriormente la captura del inmunocomplejo se llevo a cabo aplicando un
fluo de 50 yL h' durante 15 min. Con este protocolo de captura, nos
aseguramos que todo el volumen de suspensién (50 uL) ingrese al dispositivo.
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Posteriormente, se cambio la aguja dispensadora y el canal se lavo haciendo
fluir solucion de lavado 1X TBST durante 10 min a 50 yL h™' para eliminar el
exceso de NPMs con el inmunocomplejo Ag-Ab1-Ab2 de los microcanales del
dispositivo que no hayan sido capturadas en la trampa magnética. Por ultimo,
se anadio el sustrato fluorogénico AmpliFlu Red que es oxidado por la enzima
HRP acoplada al Ab2, lo cual genera una sefial fluorescente cuantificable.

b. Protocolo reducido de ELISA microfluidico
Optimizamos los pasos del protocolo de lavado para reducir el tiempo total del
ensayo. En un segundo enfoque del ELISA microfluidico, aprovechamos las
propiedades magnéticas de las NPMs que se capturan en la pared del tubo
tras 15 min de incubacidn en la gradilla de separacion magnética. Para realizar
los 3 lavados, basté con retirar el liquido y afadir solucién de lavado 1X TBST
inmediatamente, sin necesidad de despegar las NPMs de la pared del tubo
entre cada lavado. El procedimiento debe realizarse gentilmente con una
micropipeta, evitando crear turbulencias que pudieran desprender el pellet de
NPMs adherido magnéticamente a la pared del tubo. El nuevo procedimiento
de lavado se utilizé tras la incubacion con la solucion de bloqueo (BSA 5%),
Ab1y Ab2, respectivamente. Los pasos de captura de NPMs en el dispositivo
y los siguientes pasos del ELISA fueron exactamente igual a los ya descritos.

c. Protocolo de ELISA microfluidico mixto

Implementamos un tercer enfoque que se asemeja a los pasos descritos en el
ELISA modelo de Guevara et al?*. Mediante este protocolo, se produce la
interaccion del antigeno en la superficie de las NPMs con el anticuerpo diana
en la fase coloidal. La reaccién de reconocimiento de ambas especies ocurre
después de 30 min de incubacion a 37 °C en un volumen de 50 pL de buffer
de dilucion. Inmediatamente después de la incubacion, la suspension se
introdujo en el dispositivo microfluidico, el cual fue previamente bloqueado con
BSA al 5% y lavado durante 10 min con un flujo de solucion de lavado TBST
1X a 50 yL h'. Para hacer fluir todo el volumen de muestra (50 L) y capturar
las NPMs en la trampa magnética, utilizamos un flujo de 100 yL h*! por 7 min
y luego cambiamos el flujo a 50 pL h' durante 15 min. Se desech¢ la aguja
dispensadora y se sustituy6 por una limpia. Se realizé un nuevo paso de lavado
haciendo fluir Buffer de lavado 1X TBST a 50 yL h' durante 7 min. Para
eliminar eficazmente las NPMs restantes y el anticuerpo no unido a lo largo del
canal microfluidico y la matriz porosa de microparticulas, aumentamos el flujo
de lavado a 100 pL h' durante 3 min adicionales. Después de lavar el Ab1 no
unido, se fluyeron 25 pL de Ab2 diluido 1:2,500 (0.2 ug mL"). Posteriormente,
para introducir el Ab2 se aplico un flujo de 50 uL h-' durante 7 min y 20 uL h-"
durante 15 min. En seguida, se aplicé otro paso de lavado con TBST 1X como
el descrito arriba, empleando una nueva aguja dispensadora. Por ultimo, se
elimind el exceso de solucion de lavado TBST 1X de la aguja dispensadora y
se afnadié el sustrato fluorogénico AmpliFlu Red para la medicion de la
intensidad de fluorescencia.
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No. . .
0. de Extenso Reducido Mixto
pasos
Interaccion Ag-Ab1 Interaccion Ag-Ab1 Interaccion Ag-Ab1
1 Fase coloidal fuera del Fase coloidal fuera del Fase coloidal fuera del
chip 12 h (overnight) chip a 37 °C por 30 min | chip a 37 °C por 30 min
Lavados Lavados
Por triplicado: Uni - Lavados
- - nica separacion - .
Separacion magnética o ; Unica separacion
: magnética por 15 min. e .
por 15 min. 3 cambios de buffer de magnética por 15 min.
2 Cambio de buffer de 3 cambios de buffer de
o lavado con el pellet de
lavado y agitacion de . lavado con el pellet de
: NPMs adherido en la .
balanceo por 15 min . NPMs adherido en la
o pared del microtubo. .
(agitacién 2y 3 solo 5 Agitacis - 10 pared del microtubo
min) gitacion en vortex 10 s
Interaccion Ab1-Ab2 | Interaccion Ab1-Ab2 | Captura de NPMs en el
) . dispositivo
3 Fase coloidal fuera del Fase coloidal fuera del . 1
chip a 37 °C por 30 min | chip a 37 °C por 30 min 7 mina 100 L h
15 min a 50 pL h’
Lavados ~ Lavados
Por triplicado: Unica separacion L
t " " . avados
Separacion magnética magnética por 15 min. .
i . Dentro del chip con
por 15 min. 3 cambios de buffer de
4 . TBST 1X
Cambio de buffer de lavado con el pellet de . A
s . 7mina 50 uL h
lavado y agitacion de NPMs adherido en la . y
. : 3 mina 100 yL h
balanceo por 15 min pared del microtubo.
(lavado 2 y 3 solo 5 min) | Agitacién en vortex 10 s
Interacciéon Ab1-Ab2
Captura de NPMs en el | Captura de NPMs en el Fase heterogénea
5 dispositivo dispositivo dentro de la trampa
7 min a 100 yL h" 7 min a 100 pL h" magnética
15 min a 50 uL h"' 15 min a 50 pL h" 7 min a 50 pL h™!
15 min a 20 yL h”'
Lavados Lavados Lavados
Dentro del chip con Dentro del chip con Dentro del chip con
6 TBST 1X TBST 1X TBST 1X
7 min a 50 pL h" 7 min a 50 pL h”’ 7 min a 50 pL h!
3 min a 100 yL h*' 3 min a 100 yL h*' 3 min a 100 pL h”’
Ingreso de solucion de | Ingreso de solucion de Ingreso de solucion
7 AmpliFlu Red AmpliFlu Red de AmpliFlu Red
3 min a 100 yL h*' 3 min a 100 yL h*’ 3 min a 100 pL h”’
Mediciones Mediciones Mediciones
Deteccién a los Deteccion a los Deteccion a los
8 diferentes flujos (3,5,10 | diferentes flujos (3,5,10 | diferentes flujos (3,5,10
y 20 pL h'") 6 min y 20 pL h'") 6 min y 20 pL h™") 6 min
Lavadosa 100 yLh'2 | Lavadosa 100 yLh'2 | Lavados a 100 yLh' 2
min entre medicion min entre medicion min entre medicion
Tiempo Preparacién: ~15.5 h Preparacién: ~2 h Preparacién: ~2 h
total: Deteccién: 30 min Detecciéon: 30 min Deteccién: 30 min

Tabla 5. Diferencias entre los 3 enfoques del ELISA en el dispositivo microfluidico. Se resumen
los pasos que integran los 3 diferentes enfoques del ELISA en nuestro dispositivo (extenso,
reducido y mixto).
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2. Medicion de la senal de fluorescencia

Se aplicd una gama de flujos (1 uL h™' a 20 pL h") del sustrato fluorogénico
Ampliflu Red para evaluar el efecto del flujo sobre la intensidad de
fluorescencia detectada para cada muestra. Cada flujo se fij6 durante 6 min.
La medicion de la fluorescencia en el microcanal se obtuvo tanto de la zona
situada inmediatamente después de la matriz porosa donde reacciona el
AmpliFlu Red que fluye, asi como de la zona previa a la conversién del sustrato
en la trampa magnética (Fig. 36). Se aplicé un flujo del mismo sustrato
fluorogénico a 100 uL h™' durante 2 min como paso de lavado entre cada
medicion para llevar la sefial de fluorescencia generada a niveles basales. Se
empledé un microscopio de fluorescencia invertido (Axio vert A1, Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Alemania) con un objetivo de 10x. Se utilizé6 un juego de
filtros (Filter Set 43, Carl Zeiss) y una camara monocromatica (Moment, CMOS
Camera Teledyne, A20K635006) para capturar la intensidad de fluorescencia
en escala de grises. Para el analisis de las imagenes obtenidas se utilizé un
script de MATLAB. Se utilizé el valor diferencial de fluorescencia (Después-
Antes) en el estado estacionario para obtener las graficos de cambios de
intensidad de fluorescencia (Fig. 37). Se incluyé6 una curva estandar
empleando  concentraciones conocidas de Ab1 para analizar
semicuantitativamente las muestras serologicas. Los graficos se realizaron
con el programa Sigma Plot (Systat Software Inc.)

y 2

|

B  Flow direction

]
100 pm

Figura 36. Zonas de medicién de la fluorescencia. A) Trampa magnética de MPFMs de 7 ym
(x2) (campo claro). Las regiones de medicion de fluorescencia se fijaron Antes (Before Trap)
y Después (After Trap) de la trampa magnética microfluidica. Para cada concentracion
conocida de Ab1 se aplico un rango de flujo para el sustrato fluorogénico AmpliFlu Red durante
6 min. Las imagenes de fluorescencia muestran la sefial obtenida a B) 20 yLh™', C) 5 uLhy
D) 1 uL h™' para una concentracion de 10 ng mL-' de Ab1 anti-Lisozima.
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Figura 37. Evaluacion del cambio en la intensidad de fluorescencia para cuantificar la
interaccion del complejo antigeno-anticuerpo. A) Se obtuvo la intensidad de fluorescencia
diferencial (azul) entre ambas areas de medicion (Después (verde)-Antes (rojo)) con respecto
del tiempo. La imagen muestra un grafico representativo para una concentracion de Ab1 de
10 ng mL™" a un flujo de 2 yL h™' de sustrato. Dicha diferencia permite eliminar la sefial de
fondo. La sefial se normalizé con respecto de la escala de grises detectada por la camara
monocromatica. B) Se muestra el perfil de intensidad de fluorescencia diferencial en funcién
del tiempo para los diferentes flujos de sustrato (1-20 uL h'™') a una concentracién dada de
anticuerpo primario (10 ng mL™"). A partir de cada medicion, se obtuvo el valor diferencial (A)
de la intensidad de fluorescencia una vez alcanzado el estado estacionario.

Resultados

1. Curva de calibracion para lisozima

Optimizamos el rendimiento de tres protocolos diferentes de inmunoensayo
utilizando nuestro dispositivo microfluidico. Para el enfoque del inmunoensayo
en extenso, el inmunocomplejo NPM-Ag-Ab1-Ab2 se formo fuera del chip y se
capturd en la trampa magnética para la medicién de fluorescencia. La Figura
38A muestra el grafico logaritmico del valor diferencial (A) de la intensidad de
fluorescencia normalizada para diferentes concentraciones de Ab1 anti-
lisozima (0.1-100 ng mL""). El mejor ajuste lineal (R?> = 0.99) se obtuvo a 10 uL
h-' sin necesidad de un tratamiento adicional de los datos (Fig. 38D).
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La Figura Suplementaria 6 muestra el perfil completo de A de la
intensidad de fluorescencia para el rango de concentraciones de Ab1 probadas,
donde se observa una mejor tendencia lineal a medida que aumenta el flujo
aplicado para el sustrato fluorogénico. El limite de deteccion (LOD) se calculd
a partir de la ecuacion LOD = 3.3 o/S, donde S es la pendiente de la curva de
calibracion y o es la desviacion estandar del blanco®. Se obtuvo un valor de
3.3 ng mL" para el LOD utilizando el protocolo extendido de inmunoensayo
(Ver Apéndice | para el calculo de LOD).

Posteriormente, optimizamos este protocolo aprovechando las
propiedades magnéticas de las NPMs de 100 nm, disminuyendo asi los
tiempos de separacién para los pasos de lavado (protocolo reducido). La
Figura 38B muestra el grafico en escala semi-logaritmica del valor A de
intensidad de fluorescencia normalizado para las mismas concentraciones de
Ab1 anti-lisozima probadas anteriormente. En este caso, el mejor ajuste lineal
se obtuvo a un flujo de 20 pL h-' de sustrato (R? = 0.98) (Fig. 38E). La Figura
Suplementaria 7 muestra el ajuste lineal completo para cada flujo aplicado. El
LOD obtenido mediante este protocolo de inmunoensayo fue de 10.1 ng mL-".

Finalmente, adaptamos el protocolo implementado por Teste et al’” y
también empleado por Guevara-Pantoja et al’4, donde la captura del Ab1 diana
ocurre en la fase coloidal (fuera del chip) y la interaccion del Ab2 ocurre en la
fase heterogénea, en la matriz porosa de la trampa magnética (dentro del
dispositivo). La Figura 38C muestra el grafico de la intensidad del valor A de
intensidad de fluorescencia para diferentes concentraciones de Ab1 anti-
lisozima empleadas (1-750 ng mL-") utilizando el protocolo completo dentro del
chip. Se observd una reduccion en la intensidad de la sefial debido a la
incubacion del Ab2 en flujo continuo en el chip (20 pL h'). Sin embargo, se
logré un aumento significativo en el rango dindmico en comparacion con los
dos protocolos anteriores, con el mejor ajuste lineal obtenido a un flujo de 20
uL h' (Figura 38F). EI LOD se redujo a 231 pg mL"'. Como en los casos
anteriores, la Figura Suplementaria 8 muestra el perfil completo del ajuste
lineal para cada flujo aplicado mediante el enfoque de ELISA microfluidico
mixto.

76



ELISA en extenso ELISA reducido ELISA mixto
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Figura 38. Curvas de calibracion para Ab anti-lisozima. El valor diferencial de la intensidad de
fluorescencia en el estado estacionario se graficd en escala semi-logaritmica para diferentes
valores de Ab1 anti-lisozima obtenido mediante A) el protocolo de ELISA extendido, B)
reducido y C) mixto. Se aplicaron varios flujos (3, 5, 10 y 20 uL h™") para el sustrato fluorogénico
AmpliFlu Red. El valor de fluorescencia se normalizé con respecto a los valores de intensidad
de la camara monocromatica empleada. El mejor ajuste lineal se obtuvo a 10 uL h' para el
protocolo extendido (D), mientras que para el protocolo reducido y mixto, el mejor ajuste lineal
se obtuvo a 20 uL h™' (E y F, respectivamente).
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2. Diferentes tamaios de la trampa en el inmunoensayo
Evaluamos el efecto de tres tamanos diferentes de trampas magnéticas sobre
el rendimiento del ELISA utilizando el protocolo mixto. La trampa pequena tuvo
una longitud de ~200 pm, la trampa mediana corresponde a la medida
normalmente empleada en nuestros inmunoensayos y fue de ~400 um;
finalmente, la trampa grande abarcé toda el area disponible para la formacion
de la columna con una dimension de ~800 pm. Previamente se reporto la
reproducibilidad del tamafo deseado de la trampa a pesar de carecer de un
control fino para su formacién (Fig. 30).

A través del analisis de varianza de dos vias (ANOVA), analizamos la
interaccion entre los efectos de la tasa de flujo empleado para el sustrato
AmpliFlu Red y el tamafo de la columna de MPFMs sobre el valor A de la seial
de fluorescencia obtenida. Reynoso-Hernandez et al. mostré previamente la
dependencia del tamaino de la columna de MPFMs en la trampa magnética
sobre la eficiencia de captura de nanoparticulas, fenomeno que ademas
describe, no depende del estado de compactacion’®. Con base en estos
resultados, cuando se realiza el inmunoensayo con una trampa de menor
tamano, la sefial deberia disminuir como resultado de una menor captura de
NPMs con proteina conjugada y por ende, una menor concentracion del
inmunocomplejo y viceversa. Observamos una disminucion en la senal de
fluorescencia al reducir el tamano de la columna de aproximadamente 400 pm,
que es el tamafo normalmente empleado, a una columna de MPFMs de menor
tamano, de aproximadamente 200 um. Sorprendentemente, y contrario a las
expectativas, para la trampa de mayor tamafo, la sefial también se redujo
significativamente para los flujos de 3 y 5 uL h™' (Fig. 39).

AFluorescencia (l/lsat)

Pequefia  Mormal Grande
Tamafio de columna de MPFMs

Figura 39. Efecto del tamafio de trampa sobre el inmunoensayo. La grafica resume el analisis
de varianza de dos vias (ANOVA) para los valores medios de A fluorescencia (n = 3). a,
significancia vs. 3 pL h*'; b, significancia vs. 5 uL h™! dentro de cada grupo; *, significancia vs.
grupo Normal. P <0.05 (Nota: dentro del grupo Normal P <0.001).
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3. Diferentes concentraciones de NPMs en el inmunoensayo
Evaluamos también el efecto de la concentracion de NPMs capturadas en la
trampa magnética sobre el rendimiento del inmunoensayo. Primero, a través
de la absorbancia de concentraciones conocidas de NPMs de 100 nm,
calculamos una concentracion de 0.5 mg mL"' de NPMs con la proteina
lisozima conjugada localizadas en la fraccidén recuperada del sobrenadante
empleada para los inmunoensayos (Fig. 40). Para nuestros experimentos,
utilizamos un volumen de 2 L de dicha suspension de NPMs como estandar
por inmunoensayo, los cuales son diluidos en un volumen final de 50 uL (buffer
de dilucién de Abs + Ab1). Por tanto, la concentracién final de NPMs ingresada
al dispositivo fue de 20 ug mL". La Figura 41 muestra que no hay diferencias
significativas en el valor A de fluorescencia cuando variamos la concentracion
de NPMs en el dispositivo en un rango entre 10 ug mL" (la mitad de la
concentracién de NPMs normalmente empleada) y 40 ug mL™" (el doble de la
concentracion de NPMs normalmente empleada). A través del analisis de
varianza de dos vias (ANOVA) determinamos que no hay una interaccion
estadisticamente significativa entre la concentracion de NPMs y la tasa de flujo
aplicada (3-20 yL h™') sobre el valor A de intensidad de fluorescencia (P=0.738).

No obstante, los resultados del inmunoensayo si se vieron afectados
cuando usamos diferentes lotes de NPMs con proteina conjugada debido a la
variabilidad durante el proceso de conjugacion de la proteina diana a las NPMs
(Fig. 42). Por esta razon, optamos por realizar en triplicado (al menos) cada
reaccion de conjugacion y mezclar el sobrenadante recuperado de cada una
de ellas en un solo vial con el objetivo de aumentar el volumen de muestra
obtenido y reducir la variabilidad observada en lotes independientes.

101 & NPM:de 100 nm
no conjugadas
----- RZ=038
& NPMs de 100 nm &
0.5 - con Lisozima conjugada _‘.o‘
Jj*
‘J
i
— Va
E 05 /
=
o /
g /.
Q 0.4 7
’J‘
S
‘f
0.2 4 .a’é
A
i
L
v
0.0 T T

00 0.5 10 15 20 25
Concentracion de NPMs (mg mL'1}

Figura 40. Estimacion de la concentracion de NPMs con S1 conjugada. Se determiné una
concentracion de 0.5 mg mL' de NPMs con lisozima conjugada para la fraccion recuperada
del sobrenadante mediante una curva de calibracién de absorbancia a 595 nm de
concentraciones conocidas de NPMs en suspensién. DO: Densidad 6ptica; n=3.
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Figura 41. Efecto de la concentracion de NPMs sobre el rendimiento del inmunoensayo. La
grafica muestra que no existen diferencias estadisticamente significativas en el A de la
intensidad de fluorescencia con respecto de la concentracion de NPMs empleadas. a,
significancia vs. flujo de 3 pL h™'; b, significancia vs. flujo de 5 pL h™' dentro de cada grupo. No
hubo una interaccién estadisticamente significativa entre el volumen de NPMs empleado y el
flujo aplicado. P = 0.738; n=3.
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Figura 42. Efecto de la variabilidad en el proceso de conjugacion de lisozima. El grafico
muestra el valor A de intensidad de fluorescencia mediante el ELISA mixto para tres lotes
independientes de NPMs de 100 nm (N1, N2 y N3) con la proteina lisozima conjugada en su
superficie. EI ANOVA confirmé una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
N1y N3 para todos los flujos de sustrato empleados. *, P<0.05.
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Discusion

Logramos optimizar el uso de NPMs de 100 nm de diametro como soporte
para ELISAs. Adaptamos el protocolo de un ELISA indirecto para la deteccién
cuantitativa de anticuerpos especificos dirigidos contra el antigeno diana
inmovilizado sobre la superficie de las NPMs. Empleamos NPMs de 100 nm
de didmetro a las cuales se les conjugd previamente la lisozima de clara de
huevo de pollo, que sirvi6 como antigeno modelo para estandarizar el
desarrollo del ELISA con nuestro dispositivo microfluidico.

En primer lugar, el inmunoensayo extendido esta basado en los pasos
tipicos de un ELISA convencional en microplaca. El protocolo extendido integra
3 pasos de lavado después del bloqueo con 5% de BSA y tras la incubacion
de cada anticuerpo (Ab1 y Ab2). Un paso de lavado consistié en la sustitucion
de la solucion de lavado 1X TBST, la agitacion y separacién magnética.
Empleamos la gradilla de separacion MagJET para tubos de 1.5 mL de
capacidad, la cual permite la separacidn en tan solo 5-10 min. Nosotros
establecimos un tiempo de separacién de 15 min para no correr el riesgo de
perder la muestra dada la baja concentracion de NPMs empleadas.

En todos los experimentos de optimizacion se utilizaron unicamente 2
ML de la suspension de NPMs recuperadas del sobrenadante a una
concentracion de 0.5 mg mL'. No obstante, decidimos mezclar el
sobrenadante de 3 conjugaciones (viales de reaccion no. 3, 4 y 5), con el
objetivo de reducir la variabilidad existente entre lotes. Asimismo, con el
objetivo de optimizar el uso de las NPMs conjugadas, evaluamos el efecto de
la concentracion empleada de NPMs con proteina conjugada sobre el
rendimiento de la ELISA en el dispositivo. Los resultados mostraron que no
existe una diferencia significativa para un rango de concentraciones entre 10
y 40 yg mL™". Nuestro dispositivo incorpora un sistema de preconcentracion
dentro de la matriz porosa que integra la trampa magnética de microparticulas
de 7 ym, por tanto, consideramos que una concentracién de 10 ug mL-' de la
suspension de NPMs con lisozima conjugada es suficiente para saturar
nuestro sistema de captura. Dicho valor corresponde a un volumen de tan solo
1 uL de la suspension de NPMs. Con base en estos resultados, para ensayos
posteriores empleamos tan solo 1 uL de la suspension de NPMs. De hecho,
en un sistema similar al nuestro previamente implementado por Teste et al.
para la captura de NPMs de 35 nm reportaron que tan solo entre el 0.05 y el
7.5% del total de NPMs finalmente quedd atrapado en su camara de captura
y que este valor dependia de la concentracién de NPMs empleada??.

Anteriormente, nuestro grupo de investigacion reporté que cuando las
MPFMs se empaquetan dentro de un microcanal formando una columna, como
es el caso de la trampa magnética empleada, la captura de NPMs de 10 nm
dependia de la longitud de dicha columna en lugar de su densidad dada por la
compactacion’®. En este caso, decidimos evaluar el efecto de la longitud de
nuestra columna de MPFMs sobre el rendimiento del inmunoensayo. La region
del dispositivo contemplada entre el canal lateral y la restriccion de 5 ym de
altura tiene una longitud de 800 um, en la cual se construye la columna de
MPFMs que integra la trampa magnética al acercar un iman externo. En la Fig.
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39 se aprecia una disminucion de la sefal de fluorescencia al reducir por la
mitad el tamafo de la columna normalmente empleada de MPFMs. A su vez,
la sefial también se redujo significativamente con los flujos de 3 y 5 yL h-'
cuando el tamafo de la columna fue duplicado. No obstante, el hecho de no
existir dependencia de la sefal de fluorescencia con el flujo aplicado, nos hace
suponer que el comportamiento observado para este caso corresponde mas
bien a un aumento en la resistencia al flujo a través de la constriccion, algo
que también se observd en algunos experimentos fallidos con la trampa de
tamafo normal (No mostrado). Sin embargo, faltaria medir la resistencia
generada para confirmar esta hipotesis.

Otro aspecto muy importante a caracterizar en nuestro sistema de
inmunoensayo fue el protocolo de lavado. Cada una de las mediciones
realizadas a los diferentes flujos del sustrato (3, 5, 10 y 20 uL h-') fueron
realizadas de manera consecutiva y el sustrato siempre se mantuvo en flujo
constante. Por tanto, el paso de lavado consistio en hacer fluir dicho sustrato
a una velocidad tal que no permita ser convertido por la enzima inmovilizada.
Esto a su vez permite llevar el sistema a un nivel de ruido basal para limpiar
eficientemente la sefial de fluorescencia obtenida en una medicion y permitir
la siguiente medicién. Encontramos que hacer fluir el sustrato fluorogénico a
100 pL h' por tan solo 2 min era suficiente para limpiar la sefial obtenida aun
para concentraciones altas de anticuerpo (Fig. Suplementaria 9) lo cual
elimina por completo la necesidad de emplear alguna solucion de lavado
adicional, simplificando enormemente nuestro sistema. Ademas, los niveles de
fluorescencia detectados después del lavado es suficientemente baja y
comparable a la sefial en la zona previa a la trampa. Esto ofrece una ventaja
importante, lo cual permitiria la deteccién de la sefial en una Unica zona
(después de la trampa) simplificando aun mas la medicién en nuestro sistema
e incluso ser compatible con métodos de deteccion alternativos, por ejemplo
quimioluminiscentes, electroquimicos o el uso de fibras opticas.

No obstante, un aspecto muy importante que se tuvo en cuenta fue la
vida util de nuestro sustrato fluorogénico para la realizacion de las diferentes
mediciones. Debido al tiempo requerido para la realizacion del inmunoensayo
en nuestro dispositivo, nos percatamos que la oxidacién del sustrato AmpliFlu
Red afectaba nuestras mediciones, teniendo valores basales mayores entre
diferentes experimentos (Fig. Suplementaria 10). Por tal motivo, fue
importante la preparacion del vial de sustrato 10 min antes de su uso y preparar
cada vial con el volumen requerido para cada experimento.

Por otro lado, explotamos las propiedades magnéticas de las NPMs
para optimizar los tiempos de lavado. En un segundo enfoque, el
inmunoensayo reducido integré pasos de lavado sin tener que despegar el
pellet formado en la pared del tubo una vez separadas del buffer que las
contenia. El aspecto mas destacado de estos dos protocolos (extendido y
reducido) es que, mediante la formacion del inmuno-complejo PMNPs-Ag-Ab1-
Ab2 fuera del chip, una gran parte de las moléculas no unidas fue faciimente
eliminada por los pasos de lavado tras la separacién magnética en la gradilla
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MagJET, lo que permiti6 una sefal de ruido bastante baja y, por lo tanto,
valores bajos en el LOD (3.3 'y 10.1 ng mL™, respectivamente).

No obstante, en ambos protocolos de inmunoensayo, el
inmunocomplejo NPM/Ag-Ab1-Ab2 se forma previamente fuera del chip y el
dispositivo se ve limitado solo para la captura y deteccion, interfiriendo a su
vez en el desarrollo de una plataforma completamente integrada vy
automatizada. Por lo tanto, adaptamos el protocolo implementado en el trabajo
previo de Guevara-Pantoja et al, maximizando las propiedades homogéneas
del inmunoensayo mediante la formacion del complejo NPPM-Ab en la fase
coloidal. A su vez, la interaccion del Ab2 se realizé6 mediante un enfoque de
inmunoensayo heterogéneo, con el complejo NPM/Ag-Ab1 previamente
capturado en la trampa. En este nuevo enfoque se minimiza el empleo de la
gradilla de separacién, ya que los lavados para eliminar el exceso de Ab1 y
Ab2 se realizan dentro del dispositivo, mediante un lavado en flujo continuo.

Segun lo reportd Teste et al., al desarrollar un inmunoensayo de este
tipo, la cuantificacion de Ab1 se basa principalmente en la optimizacién de la
captura de Ab1 por la suspension de NPMs-Ags durante la incubacion. La
ventaja de las NPMs como soporte fue principalmente el comportamiento
coloidal y movimiento Browniano, lo cual favorece la difusividad molecular y
acelera la cinética de captura de Ab1. Nosotros empleamos un tiempo de
incubacion de 30 mins a 37 °C en condiciones estaticas. Por el contrario, en
un ELISA convencional en placa de micropozos, los tiempos de incubacién
con el Ab1 ascienden a 2 horas. Intentamos reducir este tiempo a 15 min, sin
embargo, no obtuvimos los mismos resultados en la deteccion (experimentos
no mostrados).

Un aspecto muy importante en la optimizacién del tercer enfoque de
ELISA mixto fue la reduccién de 5 veces la concentracion molar de Ab2 (0.2
ug mL') en comparacién con la concentracion empleada en los otros dos
enfoques del ELISA (1 yg mL"). La Figura Suplementaria 11 describe la
optimizacidon de esta concentracion requerida de Ab2 para este protocolo de
inmunoensayo. La necesidad de optimizar esta concentracion fue debido a la
presencia de una zona de estancamiento dentro de la columna porosa, junto
a la constriccidn, la cual fue reportada en un trabajo previo en nuestro
laboratorio y se caracteriza por tasas de flujo extremadamente bajas’®, lo que
resultd en una senal de ruido elevada, incluso después del lavado para
eliminar el exceso de Ab2 no unido.

El LOD logrado con este tercer enfoque para la deteccion de Abs anti-
lisozima fue de 231 pg mL-'. Ademas de lograr un LOD mas bajo comparado
con los otros dos protocolos (extenso y reducido), este tercer enfoque mixto
ofrece un rango dinamico mayor, lo que permite la construccién de curvas de
calibracion mas utiles para analizar muestras de concentracién desconocida.
De este modo, el protocolo del ELISA mixto chip minimiza la manipulacion de
muestras, lo que es crucial para su potencial aplicacion en la deteccién de
anticuerpos en muestras infecciosas.
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Capitulo VII. Analisis de muestras seroldgicas en el
dispositivo microfluidico

Material y métodos

1. Conjugacion de NPMs de 100 nm a $1

A través del protocolo de conjugacion de dos pasos, conjugamos las NPMs de
100 nm con la Subunidad S1 Recombinante del SARS-CoV-2 (Sino Biological,
40591-VO8H3) como prueba de la versatilidad de nuestro sistema de
inmunoensayos. Se mantuvieron las condiciones descritas para el protocolo
de conjugacién empleado para la lisozima: una concentracién de 1 mg mL-! de
la proteina y una relacién molar de 10:1 de EDC y Sulfo-NHS con respecto de
la proteina. De igual manera, se recupero el sobrenadante tras 5 dias de
sedimentacion en reposo de 3 viales de conjugacion independientes.

2. ELISA microfluidico para Abs anti-S1
Se realizaron las curvas de calibracion empleando concentraciones conocidas
de dos anticuerpos comerciales especificos: (1) mAb1 quimérico anti-S1 (Sino
Biological, 40150-D003) y (2) Anti-SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Spike Antibody
(Sino Biological, KIT0O03). Se realiz6 el analisis de las muestras seroldgicas
obtenidas de un donador positivo a la infeccion del virus SARS-CoV-2. Se
empled el enfoque del ELISA microfluidico mixto, con los parametros
optimizados descritos en apartados anteriores para el ELISA con Abs anti-
lisozima, es decir, 1 yL de la suspensién de NPMs, una dilucion optimizada de
1:2,500 (0.24 yg mL") para el anticuerpo secundario policlonal (pAb2) de
Conejo Anti-Humano IgG-Fc acoplado a HRP (Sino Biological, 10702-T16-H).

3. Obtencién de muestras de suero

Se obtuvieron muestras de sangre periférica por venopuncion de un paciente
positivo a la infeccion por el virus SARS-CoV-2, confirmado en un laboratorio
clinico mediante la prueba de antigeno en hisopado nasofaringeo para SARS-
CoV-2. La aparicidn de los primeros sintomas tras la fase de infeccién por el
virus en el paciente donador de las muestras ocurrio a finales de la semana 24
de 2022 y corresponde a la quinta ola de contagios reportada en México (SE
22 de 2022 a la SE 33 de 2022), en la que la variante Omicron se convirtié en
la mas prevalente entre los casos reportados®?. Las muestras de sangre se
tomaron a lo largo de diferentes dias tras el inicio de los sintomas de COVID-
19 (Dias 1, 14, 21, 28, 90, 150 y 360). La sangre se extrajo en tubos de
recoleccion de 6 mL de capacidad con activador de coagulacion (Vacutest,
Kima). La muestras colectadas se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente para permitir la coagulacion. Posteriormente, el tubo se centrifugd a
1,600 g durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada a 4 °C. El
sobrenadante se colecté cuidadosamente con una pipeta para evitar perturbar
el sedimento. Por ultimo, el plasma separado se almacen¢ a -20 °C hasta su
uso en microtubos de reaccién en alicuotas de 10y 100 L.
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Resultados

1. Conjugacion de NPMs a S1

La Figura 43 muestra la membrana revelada del dot blot para NPMs de 100
nm con la subunidad S1 conjugada. La eficiencia de la conjugacién se evalué
de manera indirecta, de la misma manera que se describié para la lisozima
(Tabla 6). De manera analoga a lo observado para la lisozima, para el caso de
la subunidad S1 también se obtuvo un mejor rendimiento en la conjugacion
para NPMs de 100 nm con respecto de otros tamanos (Fig. Suplementaria
12). La Figura 44 muestra a su vez la curva de calibracion obtenida con
concentraciones conocidas de NPMs de 100 nm sin conjugar. Dicha curva de
calibracion permitié determinar la concentracion de NPMs provenientes de tres
lotes de conjugacion, las cuales fueron colectadas del sobrenadante tras 5
dias de sedimentacion y mezcladas en un unico vial. La concentracion
calculada fue de 0.3 mg mL".

(+) NPMs :
() Ab1 ‘ :
(+) Ab2 :
Fraccion
(+l NPMs total e 0 e 4 F . . J({_) Ctrl
(+) Ab1
(+) Ab2 Sobrenadante "™ gy A @ ﬂ (-) Ctrl
|
\ T J | . J
pAb de conejo mAb quimérico
anti-S1 raton/humano
1 ng/mL anti-S1
1 ng/mL

Figura 43. Evaluacién de la conjugacion de la subunidad S1 a las NPMs de 100 nm por dot
blot. Se muestra el dot blot para NPMs de 100 nm conjugadas a S1 a través del protocolo de
dos pasos. La especificidad del anticuerpo utilizado se probd con una segunda membrana
(superior). La alta afinidad del anticuerpo monoclonal (mAb) (derecha) se contrasté con un
anticuerpo policlonal (pAb) de conejo también dirigido contra la subunidad S1 (izquierda).

[Proteina [Proteina no [Proteina Eficiencia de
No. de o ) . . .
reaccion inicial] conjugada] conjugada] conjugacion
(mg mL™) (mg mL) (mg mL™) (%)
1 1 0.552 0.448 44.8
2 1 0.538 0.462 46.2
3 1 0.077 0.923 92.3

Tabla 6. Eficiencia de conjugacion de S1 a NPMs de 100 nm. Se calcul6 la eficiencia de
conjugacion de 3 reacciones independientes mediante el calculo indirecto de la concentracién
de proteina no conjugada mediante el método de BCA.
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Figura 44. Estimacién de la concentracion de NPMs con S1 conjugada. Se determiné una
concentracion de 0.3 mg mL-' de NPMs conjugadas con lisozima en la fraccién recuperada
del sobrenadante mediante una curva de calibracién de absorbancia a 595 nm de
concentraciones conocidas de NPMs en suspension. DO: Densidad 6ptica; n=3.

2. Curva de calibracién para $1

Realizamos inmunoensayos utilizando el enfoque de ELISA mixto segun el
protocolo previamente descrito y estandarizado con las NPMs conjugadas con
lisozima. Para esta serie de experimentos utilizamos unicamente 1 uL de la
suspension de NPMs a una concentracion de 0.3 mg mL-' con S1 conjugada.
La Figura 45A muestra la grafica en escala semilogaritmica del valor A de
fluorescencia para diferentes concentraciones de mAb1 anti-S1 empleadas
(100-3,000 pg mL") a los flujos probados (3-20 uL h™'). Es posible observar la
saturacién a los 1,500 pg mL-" para los flujos de 5,10 y 20 uL h-'. La Figura
45B muestra el rango lineal para cada uno de los diferentes flujos. No obstante,
cuando nosotros empleamos un anticuerpo policlonal el comportamiento de
esta curva se modifica. La Figura 45C muestra la grafica en escala
semilogaritmica del valor A de intensidad de fluorescencia para diferentes
concentraciones de pAb1 anti-S1 empleadas (100-7,500 pg mL™"). Las curvas
presentan un mayor rango dinamico independientemente del flujo empleado,
con valores que alcanzan hasta los 5,000 pg mL™' (5 ng mL") y niveles de
intensidad de fluorescencia también superiores, lo que favorece su aplicaciéon
como curva estandar para muestras biolégicas. La Figura 45D muestra el
ajuste lineal para cada uno de los flujos aplicados.
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Figura 45. Curva de calibracién para la cuantificacion del anticuerpo anti-S1. A) El grafico
muestra los valores de A de fluorescencia en una escala semilogaritmica para diferentes
concentraciones de mAb anti-S1 probadas (100-3,000 pg mL"") a tasas de flujo de 3, 5, 10 y
20 uL h', respectivamente mediante el ELISA mixto. B) La linea punteada muestra el ajuste
lineal correspondiente a cada flujo aplicado. C) A de fluorescencia en escala semilogaritmica
para diferentes concentraciones de pAb anti-S1 probadas (100-7,500 pg mL™"). B) De igual
manera, la linea punteada muestra el ajuste lineal correspondiente a cada flujo aplicado. n=3.
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Por otro lado, el LOD calculado para la curva de calibracién obtenida
cuando se emplea el mAb1 fue de 823 fg mL-', mientras que el LOD obtenido
para el pAb1 fue de 205.8 pg mL"'. No obstante, a pesar de tener un LOD
mayor, esta ultima curva de calibracion integrada por concentraciones
conocidas de anticuerpo policlonal dirigido contra S1 es la que permite el
analisis cuantitativo de muestras serologicas. Esto debido a la naturaleza
policlonal de los Abs IgG circulantes en la sangre que son generados durante
la respuesta inmune (Fig. 46).
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Figura 46. Curva estandar para NPMs de 100 nm con la subunidad S1 conjugada. A) Se
muestra la curva estandar para diferentes valores de anticuerpo monoclonal (mAb) anti-S1
empleando un flujo de 10 yL h™' utilizando el ELISA mixto en el chip. B) Por su parte, se
muestra la curva estandar empleando un anticuerpo policlonal (pAb) para la cuantificacién de
muestras serolégicas empleando el mismo flujo de sustrato y el protocolo de inmunoensayo
que la curva en el inciso A. LOD = 205.8 pg mL™"; n=3.

3. Dilucién de muestras de suero

Se probaron diferentes diluciones de la muestra de suero tomadas el dia 1
(1:5,000, 1:25,000, 1:50,000 y 1:250,000) mediante el ELISA mixto para
encontrar la dilucion o6ptima para el analisis con nuestro dispositivo
microfluidico. La Figura 47 muestra los valores saturados de A fluorescencia
para las diluciones de suero 1:5,000 y 1:250,000. Consideramos que una
dilucion de 1:250,000 es Optima para modular la sefal de fluorescencia
detectada en nuestro dispositivo en un rango de valores cuantificables.
Ademas, esta dilucidn proporciona un margen adecuado para la medicién de
sefales tanto mas bajas como mas altas en comparacién con la muestra
utilizada inicialmente, favoreciendo la deteccién precisa de muestras en dias
posteriores.
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Figura 47. Optimizacion del inmunoensayo en el chip utilizando diferentes diluciones de suero
humano positivo a la infeccién de SARS-CoV-2. Se utilizé6 una muestra de suero obtenida 1
dia después del inicio de los sintomas de la enfermedad por COVID-19 para determinar la
dilucién del suero requerida en nuestro dispositivo. Se considerd una dilucién de 1:250,000
como 6ptima para evaluar la intensidad de la sefial de fluorescencia en un rango medible.

4. Curso temporal de IgG anti-S1 mediante el dispositivo

Las muestras de suero obtenidas de un donador seropositivo en diferentes
dias desde el inicio de los sintomas de COVID-19 (dia 1, 14, 21, 28, 90, 150 y
360) fueron analizadas para probar la cantidad de anticuerpos IgG dirigidos a
la subunidad S1 del virus SARS-CoV-2. Todos los experimentos se realizaron
utilizando las condiciones optimizadas del ELISA mixto en el chip (1 uL de tres
lotes mezclados de la suspension de NPMs con S1 conjugada; 1 uL de suero
diluido 1:250,000; Ab2 acoplado a HRP en una proporcion de dilucion de
1:2,500 (0.24 ug mL-")). La Figura 48 muestra el seguimiento de la sefial de A
fluorescencia a lo largo del tiempo para las respectivas muestras de suero
probadas a 10 pL h-'. Obtuvimos un comportamiento tipico de aumento de los
niveles de anticuerpos durante los primeros dias post-infeccion (dias 1 a 21),
con una disminucion en el tiempo y que vuelve a los niveles basales en el dia
360, lo cual es consistente con lo que se ha reportado en la literatura'”-'°. La
Figura Suplementaria 13 muestra el seguimiento completo para cada una de
los flujos probados (3-20 pL h'), donde es posible observar el mismo
comportamiento descrito anteriormente. Debido a la dificultad de acceder a
muestras de suero de personas antes de la pandemia, este tipo de muestra
solo se utilizd en experimentos de curso temporal de IgG como control
negativo; sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la sefial
de fluorescencia basal cuando se utilizd buffer de dilucién de anticuerpos
(Figura 49).
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Figura 48. Curso temporal de los niveles de IgG anti-S1 mediante ELISA en el dispositivo. Las
muestras de suero fueron tomadas en diferentes dias después del inicio de los sintomas de la
enfermedad COVID-19. El grafico muestra un pico en la sefal de fluorescencia (valor A de
fluorescencia) en el dia 21, el cual disminuye con el tiempo. La linea punteada indica el valor
A de fluorescencia basal correspondiente a una muestra de suero control tomada antes de la
pandemia. Los datos muestran el promedio de 3 experimentos independientes + la desviacion
estandar.
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Figura 49. Evaluacion del control negativo en ELISA en el dispositivo. Utilizamos una muestra
de suero obtenida antes de la pandemia como control negativo, la cual no mostré diferencias
significativas con respecto del uso de buffer de diluciéon de anticuerpos, el cual fue empleado
en los experimentos, tanto para hacer la diluciéon de las diferentes concentraciones de Ab1
empleado, como para control negativo.
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5. Andlisis cuantitativo de las muestras
Finalmente, mediante la curva estandar obtenida con el uso del pAb anti-S1
empleando el ELISA mixto en el chip realizamos una estimacion de la
concentracién de IgG para las muestras obtenidas en los diferentes dias tras
el inicio de la infeccion por SARS-CoV-2. Para el flujo empleado de 10 pL h'
(R2=0.98) la ecuacion de la recta obtenida fue:

_ U.A. _ —
y=(8x10"" pgmL_l) (x pg mL™1) + 2.92 x 10~2U. A., por tanto:

y—2.92x1072U.A.
X =

U.A. ’
-5
8x10 pgmL-1

donde x corresponde a la concentracion de IgG en la muestra en pg mL™".

La Tabla 7 resume las concentraciones en pg mL™' calculadas mediante
la curva de calibracion de concentraciones conocidas de pAb anti S1, asi como
la extrapolacion considerando el factor de dilucion empleado para dichas
muestras (1:250,000).

Sl (pggﬂ«) Sl drgla-;l)u=ci[<!>§r]1ci]1 :(Izogofglt;;)) *
Dia 1 1,456.25 364.06
Dia 14 1,893.75 473.44
Dia 21 Fuera de rango Fuera de rango lineal
Dia 28 3,627.5 906.88
Dia 90 3,205 801.25
Dia 150 3,316.25 829.06
Dia 360 1,143.75 285.94

Tabla 7. Calculo de concentraciones de IgG para las muestras de suero mediante el ELISA en
chip. La tabla resume las concentraciones en pg mL"' para cada una de las muestras
analizadas a lo largo del tiempo, asi como la conversion correspondiente tomando en cuenta
el factor de dilucién empleado para las mismas (1:250,000). Los valores de la concentraciéon
final de las muestras oscila en el orden de yg mL™".

Discusién

Logramos demostrar la versatilidad de nuestro sistema de inmunoensayo para
la deteccidn y cuantificacion de anticuerpos dirigidos contra una proteina de
interés. Mediante el protocolo de conjugacion de dos pasos previamente
descrito y optimizado para la lisozima, conjugamos la subunidad S1 del virus
del SARS-CoV-2 sobre la superficie de NPMs de 100 nm. Los resultados
sugieren que, para este sistema, las NPMs de 100 nm son también las mas
viables debido a sus propiedades previamente descritas en cuanto a la
eficiencia de separacion, mostrando una mejor sefial de conjugacion con
respecto de NPMs de menor tamano (Fig. Suplementaria 14).
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Como mencionamos anteriormente con respecto a la lisozima, la
aplicacién de diferentes protocolos para el ELISA con nuestro dispositivo tuvo
un impacto considerable en su rendimiento. De manera similar, al emplear
NPMs con la subunidad S1 conjugada, observamos que al utilizar el protocolo
mixto se obtuvo un limite de deteccion (LOD) significativamente menor que al
emplear el protocolo en extenso en el cual el inmunocomplejo se preparé fuera
del dispositivo (823 fg mL-' vs 84 pg mL-", respectivamente) cuando se utilizo
el mAb1 anti-S1 ( Fig. Suplementaria 15.

No obstante, a diferencia de lo que ocurrié para el caso de la lisozima
donde el rango dinamico aumenté mediante el protocolo dentro, para el caso
del sistema S1 este se mantuvo constante. Sin embargo, los valores de A de
intensidad de fluorescencia obtenidos cayeron significativamente comparado
con el protocolo en extenso, siendo posible distinguir el valor de saturacion de
la sefial cuando se empleé el protocolo dentro.

En nuestro sistema, implementamos el uso de un anticuerpo quimérico.
Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos monoclonales disefiados
mediante la combinacién de los dominios variables de unién al antigeno de
una especie, como un raton, con los dominios constantes de otra especie,
como un humano. Los anticuerpos monoclonales quiméricos son una
herramienta muy valiosa tanto en el desarrollo de inmunoensayos®+8® como
en terapéutica®. Para ensayos ELISA por ejemplo, al cambiar las regiones
constantes, se minimiza la posibilidad de reacciones cruzadas y la unién no
especifica del anticuerpo secundario, que puede reconocer regiones
constantes comunes de anticuerpos de diferentes especies. Esto se traduce
en una reduccion del ruido de fondo y un aumento en la sefial especifica, lo
que mejora la precisidon del ensayo.

En el caso particular del mAb empleado en nuestro sistema se trata de
un anticuerpo quimérico monoclonal de ratén (region variable) / humano
(regidn constante kappa / IgG1). El anticuerpo se produjo utilizando tecnologia
de anticuerpos recombinantes. La region variable se obtuvo de un raton
inmunizado con la region RBD de la proteina purificada recombinante S del
SARS-CoV. Previamente se ha reportado el uso de un anticuerpo monoclonal
recombinante quimérico de ratén en el desarrollo de un ELISA cuantitativo para
la deteccion de IgG especificos contra la proteina S del SARS-CoV-2, con un
rango dinamico de 1.953-500 ng mL™" 87;

Debido a la alta diversidad de los anticuerpos IgG en el suero, que se
producen en respuesta a multiples antigenos y epitopos, es mas adecuado
utilizar anticuerpos policlonales para crear la curva estandar en enfoques
cuantitativos con muestras seroldgicas. Los anticuerpos policlonales, al
reconocer multiples epitopos, ofrecen una mejor representatividad de la
variedad de IgG presente en el suero. Esto los hace preferidos para la
deteccién y cuantificacién general de IgG, proporcionando mayor sensibilidad
y robustez en los resultados debido a su capacidad para captar la
heterogeneidad del suero.
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Por tanto, pusimos a prueba nuestro sistema de inmunoensayo para la
cuantificacion de Abs anti-S1 mediante el empleo de un anticuerpo policlonal
(Anti-SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Spike Antibody (Sino Biological, KIT003)).
Empleamos el mismo procedimiento para el ELISA mixto en el chip
anteriormente descrito, ahora para la deteccién y cuantificacion del pAb anti-
S1, empleando un volumen de NPMs de tan solo 1 gL con una concentracion
de 0.3 mg mL". La curva estandar obtenida con el pAb1 posee un mayor rango
dinamico con respecto de la curva estandar donde se empled mAb1 y alcanza
valores de intensidad de fluorescencia mayores debido a que este tipo de
anticuerpos pueden unirse a diferentes regiones (epitopos) del Ag a diferencia
del mAb que se une a un unico epitopo y da como resultado una pronta
saturacion de los sitios de unién disponibles, con menores niveles de sefal.
También se obtuvieron diferencias notables en el LOD obtenido con ambos
tipos de anticuerpos: mediante el ensayo para la cuantificacion de mAb1 anti-
S1 el LOD fue de 823 fg mL-", mientras que el LOD obtenido para el ensayo
que emplea pAb1 fue de 205.8 pg mL™".

No obstante, cabe destacar la diferencia reportada en el LOD cuando
se comparan ambas proteinas probadas ya que en el inmunoensayo para la
deteccidon de Ab1 anti-lisozima el valor obtenido fue del orden de nanogramos
(206 ng mL™"). Este comportamiento se asemeja en gran medida a los
resultados obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio, para un sistema
microfluidico similar para la realizacién de inmunoensayos. Mediante este
sistema desarrollado por Guevara-Pantoja et al. se realizaron inmunoensayos
modelo para la deteccibn de Abs dirigidos contra dos proteinas, la
estreptavidina y la biotina. En este trabajo se reporté un LOD de 66 ng mL""
para la deteccion de anticuerpos anti-streptavidina y un LOD de 8 pg mL™" para
la deteccidn de anticuerpos anti-biotina, empleando en ambos casos un flujo
de 20 yL h' para el sustrato fluorogénico y un tiempo de ensayo de 40 min.

Nosotros nos basamos en este trabajo previo para el desarrollo del
ELISA mixto en el chip. Ambos trabajos poseen ciertas similitudes como las
dimensiones del canal y la altura de la constriccion, el tamafio de las MPFMs
de 7 ym empleadas para la formacion de la trampa magnética, algunos de los
flujos empleados para la deteccion, las zonas de deteccién y el valor A de la
intensidad de fluorescencia obtenido, entre otros. No obstante resaltan
algunas diferencias importantes que vale la pena mencionar. En primer lugar,
el tamafo de NPMs empleadas fue distinto, ya que ellos utilizaron un tamafio
de 35 nm, mientras que en nuestro sistema obtuvimos un mejor rendimiento al
usar NPMs de 100 nm. Asimismo, ambas NPMs que adquirieron
comercialmente ya venian con las respectivas proteinas conjugadas en su
superficie, mientras que nosotros llevamos a cabo la conjugacion de la
proteina de interés sobre la superficie de las NPMs, agregando versatilidad a
nuestro sistema. Por otro lado, el complejo enzima-sustrato también fue
diferente. Mientras que Guevara et al emple6é Ab2 conjugados a Fosfatasa
alcalina (ALP) y fluoresceina difosfato (FDP) como sustrato fluorogénico, en
nuestro caso hicimos uso de la peroxidasa de rabano (HRP) y AmpliFlu Red
como sustrato. Si bien la sefal fluorescente de FDP es generalmente mas
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estable que los productos de reacciones de HRP, la ALP no tiene la misma
capacidad de amplificacion de sefial en cascada como HRP, lo que puede
hacer que en algunos casos sea ligeramente menos sensible.

La Tabla 8 resume los resultados de nuestras ELISAs empleando los
diferentes enfoques desarrollados (extenso, reducido y mixto) para ambos
complejos antigeno-anticuerpo analizados (Lisozima 'y S1).

Anticuerpo Protocolo extenso Protocolo reducido Protocolo mixto
'IQG anti- LOD=33ngmL"  LOD=101ngmL'  LOD =231 pg mL"
isozima

mAb anti-S1 LOD =84 pg mL™" - LOD =823 fg mL""

pAb anti-S1 - - LOD = 205.8 pg mL"'!

Tabla 8. Valores de limite de deteccion (LOD) obtenidos mediante los diferentes sistemas de
ELISA para las curvas de calibracion de IgG anti-lisozima y anti-S1 monoclonal y policlonal,
respectivamente.

Para demostrar la aplicacion de nuestro dispositivo microfluidico como
un sistema de inmunoensayo para la deteccion de IgG especificos en
muestras de suero, decidimos colectar muestras de suero de un paciente que
previamente fue diagnosticado positivo para la infeccion del virus SARS-CoV-
2 mediante una prueba de antigenos de hisopado nasofaringeo realizada en
un laboratorio clinico. Fue necesario optimizar la dilucion de las muestras para
poder analizarlas con nuestro sistema y fue asi como nos percatamos de la
alta sensibilidad alcanzada, teniendo que diluir en un factor de 1:250, 000 las
muestras de suero para poder detectarlas en nuestro sistema debido a la
saturacion de la sefal producida con diluciones menores. Esto confiere un
gran potencial a nuestro sistema para la deteccion de anticuerpos, e incluso
de otros analitos de interés o biomarcadores, presentes en muy bajas
concentraciones o bien en etapas muy tempranas del desarrollo de una
condicién especifica que otros sistemas no serian capaces de detectar.

El curso temporal del titulo de anticuerpos IgG presentes en las
muestras de suero obtenidas muestra un comportamiento tipico, con el
correspondiente aumento observado en los niveles de IgG anti en los primeros
dias del desarrollo de la enfermedad que decae en el tiempo. El donador
contaba con un esquema de vacunacion contra SARS-CoV-2 de tres dosis y
ninguna otra vacuna fue aplicada durante el periodo comprendido para la toma
de las muestras. Finalmente, el uso de la curva de calibracién previamente
obtenida para el mAb anti-S1 cuando empleamos un flujo de 10 pL h™' permite
llevar a cabo el analisis cuantitativo de las muestras. Las concentraciones
calculadas oscilan entre los 300 y 900 yg mL, lo cual es congruente con
reportes previos'’-"°. No obstante, el pico maximo de sefial obtenida,
correspondiente al dia 21 excede el rango lineal cuantificable a través de la
curva de calibracién, por lo cual no es posible conocer con certeza la
concentracion de anticuerpos IgG presente en esta muestra con la dilucion
empleada.
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Capitulo VIII. Inmunoensayo en placa de micropozos

Material y métodos

1. Prueba de ELISA comercial

Se realiz6 una ELISA indirecta para detectar el nivel de anticuerpos anti-S1 en
muestras de suero. Se empled un kit comercial (Sino Biological, KIT003)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada una de las tiras removibles de
pozos se encontraban previamente recubiertas con la subunidad S1 de la
proteina de espiga recombinante del virus SARS-CoV-2 (2019-nCoV). Se
realizaron cinco lavados en cada uno de los pozos con Solucion de Lavado 1X
(300 uL por pozos, 1 min de inmersién) con ayuda de una micropipeta multi
canal.

En cada paso, el liquido fue removido por decantacion, aplicando
pequenos golpes contra una toalla de papel. Posteriormente, se agreg6 a cada
pozo 100 L de la muestra de suero (1:1,000), el anticuerpo control del kit (Anti-
SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Spike Antibody) o el anticuerpo monoclonal (mAb)
quimérico anti-S1 (Sino Biological, 40150-D003) a las concentraciones
correspondientes (10-2,500 ng mL™"). Después de 2 h de incubacion a
temperatura ambiente, el liquido fue nuevamente removido y los pozos fueron
lavados siguiendo el mismo protocolo anteriormente descrito. Se agregaron
entonces 100 L de anticuerpo secundario de cabra anti-lgG humano acoplado
a la enzima HRP (1:1,000) a cada pozo y se dej6 incubar a temperatura
ambiente durante 1 h adicional. Pasado este tiempo, se realizé nuevamente
un lavado para eliminar el exceso de anticuerpo secundario no unido. El
sustrato TMB fue preparado 10 min antes de su uso mezclando el reactivo A
con el reactivo B en partes iguales (v/v). Posteriormente, se agregaron 200 uL
de este sustrato a cada pozo y se dejo incubar por 20 min a temperatura
ambiente y protegido de la luz. Finalmente, la reaccion fue detenida agregando
100 pL de la solucién de parada y se realizé la medicion colorimétrica a 450
nm usando un lector de microplacas (Biotek Instruments, ELx800).

2. Prueba de ELISA de laboratorio en microplaca

Se desarrollé una prueba de ELISA con materiales y reactivos preparados en
nuestro laboratorio para complementar nuestros resultados y contrastarlos
con los obtenidos mediante el dispositivo microfluidico y el kit comercial. El
protocolo empleado se describe a continuacién. Se empled una placa de 96
pozos de alta adherencia (Corning, 9018). La proteina empleada (SARS-CoV-
2 (2019-nCoV) Spike S1(D614G)-His Recombinant Protein (Sino Biological,
40591-V08H3)) fue ajustada a una concentracion de 200 ng mL-! en buffer de
recubrimiento (0.2 M carbonato/bicarbonato de sodio) a pH de 9.4. Se
agregaron 100 uL de la solucion a cada pozo de la placa y se dej6 incubar 16
h a 4 °C. Pasado este tiempo se decantd y seco sobre una toalla de papel y
realizaron 4 lavados con 300 yL de solucion de lavados (TBS 1X, 0.1 % Tween
20) por pocillo, manteniendo la placa en agitacién durante 5 min entre cada

95



lavado. Posteriormente, la placa fue bloqueada con 300 uL de solucion de
bloqueo (TBS 1X, BSA al 1.5%) en cada pozo e incubada durante 1 h en
agitacion a temperatura ambiente. Después de repetir otro paso de 4 lavados,
se agregaron 100 pL del anticuerpo especifico anti-S1 a las concentraciones
correspondientes (10-2,500 ng mL') o bien las muestras de suero
previamente diluidas 1:1,000 en Buffer de dilucion de anticuerpos (TBS 1X,
BSA al 0.5%, Tween 20 al 0.005%). La placa fue incubada nuevamente
durante 2 h en agitacion y a temperatura ambiente. Inmediatamente después,
se repitieron los pasos de lavado para eliminar el exceso de anticuerpo no
unido sobre la superficie y se agregd a cada pozo 100 yL del Ab2 policlonal
(pAb2) de Conejo Anti-Humano IgG-Fc acoplado a HRP (Sino Biological,
10702-T16-H) a una concentracion final de 0.1 ug mL-!, empleado también en
los inmunoensayos del dispositivo. La placa fue incubada con este ultimo
anticuerpo durante 1 h en agitacién a temperatura ambiente. Finalmente, la
placa fue lavada con el mismo protocolo descrito y se agregé a cada pozo 100
ML del sustrato turbo TMB 1-step previamente temperado (Thermo Scientific,
34022). Después de 30 min de incubacion se agregaron 100 pL de solucion
de parada o “stop” (HCI 1N). Inmediatamente después, se leyo la placa en un
lector de placas a 450 nm (Biotek Instruments, ELx800).

Resultados

1. Curva estandar para IgG anti-S1 en kit comercial de ELISA
Replicamos los experimentos realizados con nuestro dispositivo microfluidico
utilizando un kit comercial de ELISA para la prueba de titulos de anticuerpos
contra la subunidad S1 del SARS-CoV-2. Para la curva de calibraciéon
utilizamos, de manera analoga que en nuestro dispositivo microfluidico, ambos
anticuerpos anti-S1, es decir el mAb quimérico y el pAb del kit. La Figura 50
muestra la comparativa de emplear ambos anticuerpos. Si bien los resultados
del ELISA comercial para la curva estandar muestran un comportamiento
similar en cuanto al rango dinamico obtenido para ambos anticuerpos, los
niveles de lectura difieren considerablemente debido a la naturaleza de ambos
anticuerpos, lo cual limita el uso de nuestro mAb para una medicion
cuantitativa de los anticuerpos IgG presentes en las muestras de suero.
Asimismo, al realizar las respectivas curvas estandar para ambos anticuerpos
empleados (Fig. 50B y D) calculamos el LOD para cada una de ellas,
obteniendo un valor de 141 pg mL™" para el mAb y 293 pg mL™" para el caso
del pAb.
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Figura 50. Kit comercial de ELISA para la deteccion de anticuerpos IgG contra la subunidad
S1 del SARS-CoV-2. A) La grafica muestra el perfil de intensidad de densidad 6ptica (DO) en
funcién de la concentracion de anticuerpo monoclonal (mAb) anti-S1 (10 - 2,500 ng mL™"). Los
datos se representan en una escala semilogaritmica. B) Se obtuvo la curva estandar y se
observa ademas el rango lineal que alcanza los 250 ng mL™'. C) El uso de un pAb ofrece
valores de mayor intensidad para las mismas concentraciones de anticuerpo empleadas. D)
La curva estandar generada a partir del pAb permite la cuantificacion de las muestras séricas.
El rango dinamico alcanza valores mayores al usar este anticuerpo aunque el rango lineal
logrado es ligeramente menor. n=3. DO, densidad optica.
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2. Curso temporal de IgG anti S1 en ELISA comercial
El analisis de las muestras de suero se realizé en la placa de ELISA siguiendo
las instrucciones del fabricante del kit. Se utilizé una dilucién de 1:1,000 para
las muestras de suero segun el rango sugerido por el fabricante (1:100 a
1:10,000). También se empled una dilucién de 1:1,000 para el Ab2 acoplado a
HRP contenido en el kit. La Figura 51 muestra el perfil de las muestras
obtenidas que fueron analizadas mediante el kit de ELISA.
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Figura 51. Curso temporal de los niveles de IgG anti-S1 en microplaca comercial. Se
analizaron las mismas muestras de suero tomadas en diferentes dias después del inicio de
los sintomas de la enfermedad de COVID-19, previamente probadas con nuestro sistema
microfluidico. El grafico muestra un pico de absorbancia (medido a 450 nm) en el dia 14 que
disminuye con el tiempo. Se observa el nivel basal correspondiente a la muestra de suero
obtenida antes del inicio de la pandemia. n=3.

3. Analisis cuantitativo de las muestras mediante el kit de ELISA
Empleamos el pAb1 anti-S1 contenido en el kit de ELISA para estimar la
concentracion de nuestras muestras calculadas mediante el inmunoensayo en
placa (Tabla 9). En este caso, todas las muestran caen dentro del rango
cuantificable con la curva estandar obtenida con el pAb. No obstante,
observamos diferencias importantes en cuanto a la concentracion calculada
con este kit comercial para la deteccién de IgG con valores entre 5 y hasta 60
veces menores que el que nosotros obtuvimos mediante nuestro dispositivo.
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[19G] (ug mL") = [IgG] calculada
[19G] 1\ en el
Muestra A [IgG] (pg mL™") * Factor de . o
(ng mL~) dilucion (1:1,000) ESEESIENG
’ (ug mL")
Dia 1 63.1 63.1 364.06
Dia 14 84.84 84.84 473.44
Dia 21 72.5 72.5 FUEIE €6 TENED
lineal
Dia 28 57.94 57.94 906.88
Dia 90 24.6 24.6 801.25
Dia 150 13.64 13.64 829.06
Dia 360 4.3 4.3 285.94

Tabla 8. Calculo de concentraciones de IgG para las muestras de suero mediante el kit
comercial de ELISA. Se emple6é el pAb1 control contenido en el kit para estimar la
concentracion de IgG en las muestras.

4, Curva estandar para IgG anti-S1 en ELISA de laboratorio en
microplaca

Debido a las diferencias obtenidas en la cuantificacion de las muestras
mediante el kit comercial adquirido y los inmunoensayos realizados en el
dispositivo microfluidico, decidimos realizar nuestro propio ensayo de ELISA
en una microplaca. Seguimos el protocolo como se describe en el apartado
correspondiente y en este caso omitimos el uso del mAb1 ya que, como se
reportd tanto con el dispositivo y la ELISA comercial, este no es 6ptimo para
cuantificar nuestras muestras. La Figura 52 muestra la grafica en escala
semilogaritmica de la densidad 6ptica (DO) en las muestras séricas analizadas
(A)y la curva estandar obtenida (B) para el analisis cuantitativo de las mismas.
El LOD calculado fue de 29.2 ng mL™".
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Figura 52. ELISA de laboratorio en microplaca para la deteccion de anticuerpos IgG contra la
subunidad S1 del SARS-CoV-2. A) La grafica muestra el perfil de intensidad de densidad
Optica (DO) en funcion de la concentracion de anticuerpo policlonal (pAb) anti-S1 (10 - 2,500
ng mL™"). Los datos se representan en una escala semilogaritmica. B) Se obtuvo la curva
estandar a partir del rango lineal que alcanza los 500 ng mL™". Se observa ademas el rango
dinamico llega a los 2,500 pg mL™". n=3. DO, densidad &ptica.

5. Curso temporal de IgG anti S1 en ELISA de laboratorio en
microplaca

De manera simultanea, realizamos el analisis de las muestras mediante la
placa de ELISA empleando una dilucion de 1:1,000. Empleamos una
concentracion de 0.1 ug mL™" de Ab2 policlonal (pAb2) de Conejo Anti-Humano
IgG-Fc acoplado a HRP (Sino Biological, 10702-T16-H). La Figura 53 muestra
el perfil de las muestras obtenidas en los diferentes dias tras la infeccion de
SARS-CoV-2 que fueron analizadas en nuestro laboratorio mediante un ELISA
en microplaca. No obstante, solo las muestras correspondientes a los dias 1,
90, 150 y 360 caen dentro del rango cuantificable con la curva estandar
obtenida con el pAb1 anti-S1 con la dilucion empleada. Las muestras séricas
correspondientes a los demas dias quedan fuera del limite superior de
linealidad que ofrece la curva de calibracion.
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Figura 53. Curso temporal de los niveles de IgG anti-S1 mediante ELISA de laboratorio en
microplaca. Se analizaron nuevamente las muestras de suero tomadas en diferentes dias
después del inicio de los sintomas de la enfermedad de COVID-19, previamente probadas con
nuestro sistema microfluidico y con el kit comercial de ELISA. EIl grafico muestra un pico de
absorbancia (medido a 450 nm) en el dia 21 que disminuye con el tiempo. Se observa el nivel
basal correspondiente a la muestra de suero obtenida antes del inicio de la pandemia. n=3.

6. Analisis cuantitativo de las muestras mediante ELISA de
laboratorio en microplaca

Empleando la curva de calibracion mostrada en la Figura 52B realizamos el
analisis cuantitativo de las muestras que quedaron dentro del rango
cuantificable. Del ajuste lineal realizado (R2=0.90) la ecuacién de la recta
obtenida fue:

— U.A. — —_
y = (1.3 x1073 pgmL_l) (x pgmL™1) + 9.58 x 1072U. A., por tanto:
_ y—9.58x1072U.A.
- _ U.A. ’
13x1073 ey

donde x corresponde a la concentracion de IgG contenida en la muestra
analizada. La Tabla 10 resume las concentraciones en ng mL"' calculadas
mediante la curva de calibracion de concentraciones conocidas de pAb anti S1,
tomando en cuenta el factor de dilucién de dichas muestras (1:1,000).
Asimismo, se muestra la comparativa de las concentraciones calculadas
mediante el dispositivo microfluidico y el kit de ELISA comercial.
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Ay = [lgG] [lgG]
[lgG] (g mL_1) o calculada en | calculada en
Muestra [IgG]_1 [l9G] (ng n:“' ) ELISA el
(ng mL") Facto: .eileoggUCIon comercial dispositivo
(1:4,000) (Mg mL") | (ugmL")
Dia 1 219.61 219.61 uyg mL™" 63.1 364.06
Dia 14 | ruerade | g o ade rango lineal 84.84 473.44
rango lineal
Dia 21 Fuera. de Fuera de rango lineal 72.5 Fuera_ i
rango lineal rango lineal
Dia2g | ruerade | g o2 de rango lineal 57.94 906.88
rango lineal
Dia 90 447.07 447.07 yg mL™" 24.6 801.25
Dia 150 324.54 324.54 yg mL™" 13.64 829.06
Dia 360 181.7 181.7 ug mL™’ 4.3 285.94

Tabla 9. Célculo de concentraciones de IgG para las muestras de suero mediante el ELISA de
laboratorio. Se empled el pAb1 para estimar la concentracion de IgG en las muestras. Las
muestras correspondientes al pico de la senal (Dias 14, 21 y 28) superan el rango lineal por
lo que no fue posible la cuantificacion.

Discusién

Pusimos a prueba nuestro sistema de inmunoensayo basado en NPMs de 100
nm con la subunidad S1 del virus SARS-CoV-2 conjugada sobre su superficie
para la deteccion de IgG especificos en muestras de suero. Para ello
empleamos primero un kit comercial para el titulo de anticuerpos IgG (Sino
Biological, KIT003). Los resultados mostraron que el LOD obtenido con dicho
kit fue de 293 pg mL-' vs un LOD de 205.8 mL-! obtenido con el dispositivo
microfluidico mediante el ELISA mixto en el chip.

No obstante, debido a que se trata de un kit comercial desconociamos
la informacién referida a la proteina inmovilizada sobre la placa, lo cual
ayudaria a comprender mejor los parametros de interés como el LOD, los
valores de saturacion y el estrecho rango dinamico que fue obtenido en el
ELISA y asi, permitir una comparativa mas robusta con nuestro sistema de
inmunoensayo microfluidico. A su vez, el kit integra un Ab2 propio que fue
empleado segun las recomendaciones del fabricante (1:1,000); sin embargo,
tampoco tuvimos conocimiento de la concentracidn mientras que el uso de
nuestro Ab2 fue limitado debido a la necesidad de caracterizar la concentracién
oOptima para emplearlo en este kit.

Tras contactar al proveedor de dicho kit pudimos conocer que la
proteina inmovilizada no es exactamente la misma respecto de la que fue
conjugada sobre la superficie de nuestras NPMs, existiendo ligeras
variaciones entre ambas. Sabemos que la proteina empleada que se conjugo
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sobre la superficie de las NPMs se trata de SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Spike
S1(D614G)-His Recombinant Protein (Sino Biological, 40591-VO8H3).
Mientras que la proteina inmovilizada sobre la placa corresponde a otro
numero de catdlogo (Sino Biological, 40591-VO8H). Al comparar ambas
proteinas segun lo descrito por el fabricante, las dos (40591-VO8H3 y 40591-
VO8H) son producidas mediante el sistema de expresion de células HEK293.
La proteina diana se expresa con la secuencia (Val16-Arg685) de 2019-ncov
Spike S1 (Accession #YP_009724390.1) fusionada con una etiqueta 6xHis en
el C-terminal. Ambas estan conformadas por 681 aminoacidos, con minimas
diferencias en la masa molecular (76.5 y 76.41 kDa respectivamente). La
concentracion efectiva media (EC50) reportada mediante ELISA para la ECA2
fue de 250-650 ng mL™' para 40591-VO8H3 y 200-600 ng mL™" para 40591-
VO8H. Sin embargo, no existen reportes de la diferencia entre 40591-VO8H y
40591-VO8H3 (S1(D614G)) sobre la uniéon a IgG. Sumado a lo anterior,
tampoco conocemos la concentracién a la cual dicha proteina se encuentra
inmovilizada sobre la superficie de los pozos.

No obstante, el comportamiento de la curva obtenida con el kit de ELISA
muestra con claridad la union entre el anticuerpo monoclonal y policlonal y el
antigeno fijado en la superficie, el cual aumenta con la concentracion creciente
de anticuerpo, hasta alcanzar un punto de saturacion donde todos los sitios de
union del antigeno estan ocupados por el anticuerpo especifico. Asimismo,
como ya fue descrito mediante el empleo de nuestro dispositivo microfluidico,
el inmunoensayo sobre la placa confirma la limitacion del uso de un mAb para
la creacidbn de una curva estandar para la cuantificacion de muestras
serolégicas de pacientes. Cuando empleamos el pAb para la curva estandar
es considerable el aumento en la sefial obtenida para las diferentes
concentraciones empleadas con respecto del mAb y es posible la
cuantificacion de todas las muestras. Sin embargo, destacan diferencias
importantes con respecto del uso de nuestro dispositivo, teniendo valores de
concentracion menores mediante la cuantificacion en la placa de ELISA
comercial. Por tanto, realizamos un segundo ensayo de ELISA en nuestro
laboratorio que mantuvo los mismos elementos empleados en nuestro
inmunoensayo microfluidico para comparar ambos métodos de una manera
mas directa.

Pudimos observar un comportamiento similar en la expresion de IgG en
las muestras de suero analizadas para ambos métodos (dispositivo y placa de
ELISA) en los primeros dias post-infeccion, con valores elevados entre los dias
14-21. Los valores detectables en el dia 1 tras la aparicién de los sintomas de
COVID-19 confirman la inmunidad adquirida tras la exposicion previa al virus,
posiblemente debida al esquema completo de vacunacion, con una tercera
dosis 15 semanas previas al dia de inicio de la toma de muestras, ya que el
donador no habia sido diagnosticado con la infeccién previamente. Por otro
lado, pudimos tener acceso a una muestra de suero obtenida antes de la
pandemia. Dicha muestra no posee los IgG especificos contra el virus y fue
empleada para estimar los niveles basales esperados para ambos métodos de
deteccidén. Ademas, esta muestra de suero permitié validar el empleo de Buffer
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de dilucién de Abs en nuestro sistema, ya que el acceso a este tipo de
muestras de suero obtenido antes de la pandemia de COVID-19 fue
complicado y su uso como control en nuestros experimentos fue limitado. Los
resultados mostraron que no hubo diferencias en la sefial basal obtenida para
el suero obtenido antes de la pandemia o el Buffer.

En cuanto al rango lineal obtenido, que permite realizar las curvas
estandar, nuestro dispositivo obtuvo un valor entre 205.8 pg mL* a5 ng mL™";
para la placa de ELISA comercial, 293 pg mL"" a 100 ng mL-'; mientras que el
rango lineal para el ELISA de laboratorio en microplaca oscila entre 29-250 ng
mL-".

Por otro lado, son evidentes las discrepancias en los valores
cuantitativos calculados con la ELISA en microplaca de laboratorio y el ELISA
en el dispositivo microfluidico. Para evaluar la concordancia entre dos métodos
de medicion, se llevd a cabo un analisis de Bland-Altman. Este analisis es una
técnica estadistica utilizada para comparar dos métodos de medicién al
analizar la diferencia entre las mediciones realizadas por ambos métodos y su
media (Ver Apéndice IlI).

Si bien cada nuevo método debe ser evaluado para demostrar su
precision diagnostica, para esta evaluacion, se utiliza comunmente otra prueba
diagndstica conocida como "estandar de oro". Aunque la prueba estandar de
oro se considera la referencia mas confiable para evaluar la precision de otras
técnicas, es importante reconocer su naturaleza no infalible. Los resultados de
la ELISA pueden estar sujetos a diversos tipos de errores, influidos por la
sensibilidad y especificidad de la prueba, la calidad y diluciéon de la muestra
utilizada y la experiencia del personal involucrado. Ademas, las limitaciones
inherentes al disefio del ELISA, como la especificidad de los anticuerpos
empleados y la seleccion apropiada de controles positivos y negativos,
también pueden afectar la exactitud. Por lo tanto, al interpretar los resultados
de cualquier prueba diagndstica, es esencial tener en cuenta estas posibles
limitaciones.

Destaca también el hecho de que para ambas placas de ELISA (kit
comercial y de laboratorio), la dilucion empleada para las muestras fue de
1:1,000 mientras que para el ELISA mixto en el dispositivo fue de 1:250,000.
Una posible explicacion de las variaciones cuantitativas reportadas con
respecto del ELISA del laboratorio podria atribuirse a la necesidad de realizar
diluciones significativas de las muestras para las mediciones con el dispositivo.
Estas diluciones pueden introducir errores importantes en la medicién de las
concentraciones de los anticuerpos. Sin embargo, es importante destacar que
nuestro sistema ofrece un mejor rendimiento en la deteccion de bajas
concentraciones de anticuerpos debido al menor LOD calculado para la
deteccion de IgG anti-S1. Dicho valor obtenido con nuestro dispositivo
microfluidico fue de 205.8 pg mL"' mientras que mediante el ELISA en
microplaca se obtuvo un LOD de 29.2 ng mL™" (dos érdenes de magnitud de
diferencia). Un LOD mas bajo significa que la prueba es capaz de detectar
cantidades muy pequefas de la sustancia, lo cual es crucial en aplicaciones
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donde se requiere una alta sensibilidad. Por tanto, nuestro sistema podria ser
invaluable en Ila identificacibn temprana de enfermedades o en la
monitorizacion de pacientes con bajos niveles de anticuerpos, ofreciendo asi
una herramienta mas sensible y precisa en el diagndstico clinico.

La Tabla 11 resume los valores del LOD obtenido tanto con el
inmunoensayo en nuestro dispositivo microfluidico, como con ambas placas
de ELISA, lo cual posiciona a nuestro método con una mayor sensibilidad de
deteccion.

. LOD Dispositivo LOD Kit de ELISA LOD ELISA
Anticuerpo - c . .

microfluidico comercial laboratorio

pAb anti-S1 205.8 pg mL"" 293 pg mL"" 29.2 ng mL"

Tabla 10. Limite de deteccién (LOD) obtenido mediante el dispositivo microfluidico, ELISA
comercial y ELISA de laboratorio.

Una ventaja importante del uso de nuestro sistema microfluidico es que,
a diferencia del ELISA en microplaca, es posible modular con facilidad la
capacidad de conversion de sustrato por la enzima ya que este parametro es
dependiente del flujo aplicado para dicho sustrato en un rango de entre 3-100
uL h™', siendo este ultimo el valor empleado como flujo de lavado en el cual la
capacidad de conversion de enzima es limitada y ya no es posible la deteccion
mediante nuestro sistema. Asimismo, la reaccion de conversion del sustrato
por la enzima puede ser monitoreada en tiempo real mediante la visualizacion
de la sefial de fluorescencia hasta alcanzar el estado estacionario.
Dependiendo de la concentracion de Abs diana y el flujo aplicado para el
sustrato, el tiempo para alcanzar dicho estado estacionario puede alcanzarse
en apenas unos cuantos segundos. Nosotros fijamos un tiempo maximo de
deteccion de 6 min para poder analizar la conversion en casos de bajas
concentraciones de Ab1 y el maximo flujo empleado para la deteccion (20 uL
h-1), no obstante, estos parametros deberan ser optimizados para el complejo
Ag-Ab especifico a analizar. Asimismo, nuestro sistema puede ser compatible
con |la obtencion de datos y lecturas en tiempo real. Por el contrario, mediante
el uso de placas multipozos la medicion es tipicamente realizada en punto final.

La combinacion de inmunoensayos de alto rendimiento, altamente
especificos y sensibles, junto con la capacidad de analizar volumenes
diminutos de muestras, ofrece un enorme potencial para el desarrollo de
estudios epidemiologicos y métodos de diagnostico en el punto de atencion.
Los estudios de seroprevalencia basados en la poblacion pueden arrojar
informacion importante, como el impacto de la enfermedad en cuestion.
Ademas, en el caso particular del virus SARS-CoV-2, el elevado numero de
casos asintomaticos contribuyd a una propagacién descontrolada del virus.
Por tanto, la aplicacion de este tipo de métodos no solo facilita la comprension
de la epidemiologia y la dinamica de la enfermedad, sino que también
proporciona informacion crucial para el disefio de intervenciones efectivas y la
contencién de futuras pandemias.
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Conclusiones

Este estudio ha logrado desarrollar con éxito un dispositivo microfluidico de
acrilico para la realizacion de un ELISA indirecto, utilizando nanoparticulas
magnéticas (NPMs) como soporte. Hemos explotado las propiedades
coloidales y magnéticas de las nanoparticulas para llevar a cabo un
inmunoensayo innovador en un chip, orientado a la deteccidn cuantitativa de
anticuerpos de interés. El dispositivo de acrilico es facil de manipular y tiene
un disefo optimizado para la produccidén en masa, con el objetivo de crear una
herramienta practica para pruebas seroldgicas.

Mediante la conjugacion de una proteina modelo, como la lisozima de
clara de huevo de pollo, logramos caracterizar parametros cruciales para el
desarrollo de nuestro sistema, que resultaron fundamentales para la
regulacion de la senal de fluorescencia obtenida. Entre estos parametros
destacan: (1) el flujo aplicado sobre el sustrato, (2) la concentracién de
anticuerpo primario utilizada, (3) la dilucién de la muestra con concentraciones
desconocidas de anticuerpos, (4) la naturaleza policlonal o monoclonal del
anticuerpo primario, (5) la concentracién de anticuerpo secundario, (6) los
tiempos de incubacién, (7) el tamano de la trampa de microparticulas y (8) el
lote de nanoparticulas con proteina conjugada. Cabe mencionar que la
concentracion de nanoparticulas empleada no parecié tener un papel
relevante, al menos dentro del rango explorado.

La comprension y optimizacion de estos parametros nos permitieron
desarrollar un ELISA completo dentro de nuestro dispositivo microfluidico,
superando la funcion de un simple dispositivo para la deteccion de
inmunocomplejos previamente formados. De esta manera, logramos un
enfoque de ELISA microfluidico mixto que combina y explota las propiedades
de un inmunoensayo homogéneo, mediante las propiedades brownianas de
las NPMs en suspension, y de un inmunoensayo heterogéneo, utilizando un
sistema de alta preconcentracion gracias a las propiedades magnéticas de las
mismas.

Ademas, hemos demostrado la versatilidad de nuestro sistema al poder
conjugar el antigeno de interés en la superficie de las NPMs, lo que permite
tanto la deteccidon y cuantificacion de anticuerpos especificos como la
deteccidén de antigenos virales o cualquier analito de importancia bioldgica.
Esto ofrece un rendimiento comparable con los métodos tradicionales.

Como prueba de concepto, utilizamos nuestro sistema para medir el
nivel de anticuerpos IgG contra la subunidad S1 del SARS-CoV-2, a partir de
solo 2 uL de muestras de suero diluidas 1:250,000, tomadas en diferentes dias
después del inicio de los sintomas de COVID-19. Logramos un limite de
deteccion comparable al obtenido con un kit comercial para el titulo de
anticuerpos e incluso con un ELISA convencional sobre microplaca
desarrollado en el laboratorio.
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Perspectivas

El desarrollo de este dispositivo microfluidico y su aplicacion en
inmunoensayos sienta las bases para ampliar el rango de aplicaciones del
dispositivo, incluyendo la deteccion de otros tipos de biomarcadores y el uso
en diferentes enfermedades ademas de COVID-19.

El desarrollo de sistemas multipexados representa una gran
herramienta para mejorar el diagndstico y el desarrollo de terapias mas
efectivas. Mediante este tipo de enfoques es posible analizar diferentes
biomarcadores de manera simultdnea en una sola muestra, ofreciendo una
vision mas completa de la biologia subyacente o el estado de la enfermedad.
Ademas, los analisis multiplexados son mas eficientes, reduciendo costos y
tiempo al evitar la necesidad de realizar multiples pruebas individuales. Por tal
motivo, consideramos relevante la mejora de nuestro sistema hacia una
plataforma compatible con este tipo de mediciones.

Hasta el momento, mediante el uso de nuestro método de deteccion
basado en NPMs hemos sido capaces de la deteccién de anticuerpos
dirigidos contra 4 proteinas diferentes (biotina, estreptavidina, lisozima y S1),
siendo capaces ademas de conjugar dos de estas proteinas sobre la
superficie de las NPMs. No obstante, aun quedan muchas variables por
explorar en el método de conjugacion empleado con la final de optimizar el
uso de NPMs como inmunosoporte. De hecho, de manera paralela a la
conjugacion de la subunidad S1 intentamos conjugar también NPMs con la
proteina de la nucleocapside (N); sin embargo, los resultados preliminares no
fueron los esperados por lo que se sugiere la realizacion de mas experimentos
para el empleo de esta proteina (Fig. Suplementaria 15). Por otro lado, los
reactivos requeridos pueden ser relativamente caros en comparacion con
otros métodos de conjugacion, lo que puede aumentar el costo total del
experimento, por tanto no descartamos la posibilidad de probar otros métodos
de conjugacion como el método por grupos SH- (tioles).

Asimismo, pruebas preliminares de fabricacion sugieren que es viable
el desarrollo de un dispositivo que integre trampas independientes dispuestas
de manera paralela que permita generar una curva de calibracion especifica
para cada prueba, de manera similar al funcionamiento de una prueba ELISA
convencional, ofreciendo a su vez resultados cuantitativos. O bien el analisis
paralelo de diferentes muestras (Fig. Suplementaria 16).

Por otro lado, para mejorar el potencial de nuestro sistema microfluidico
como una herramienta de tipo Point of Care Testing (POCT), es posible la
integracion de métodos de deteccion alternativos como los electroquimicos o
la implementacion de fibras opticas, que sustituya al empleo de microscopio
de fluorescencia. Asimismo, la generacion de flujos por microbombas
integradas o mediante actuadores piezoeléctricos, para mover fluidos en
canales microfluidicos podrian sustituir el uso de las bombas de jeringas o
controladores neumaticos comunmente empleados.
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Figura Suplementaria 1. Tamano de PMNPs utilizadas para diferentes tipos

de inmunoensayos y tiempos de deteccidn obtenidos®.
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Figura Suplementaria 2. Reaccidn de conjugacion mediante EDC/Sulfo-NHS.
El EDC activa a grupos carboxilo presents en las NPMs formando un
intermediario de O-acilisourea reactivo con aminas. En presencia de Sulfo-
NHS, el EDC convierte grupos carboxilo en ésteres Sulfo-NHS, que son
reactivos con aminas.
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Figura Suplementaria 3. Dot blot para la conjugacién de NPMs-lisozima de 1
paso sin Ab1. Se utilizé un exceso molar de 10, 20 y 30 veces de EDC sobre
la proteina Lisozima. Se empled una dilucion 1:1000 de Ab2 (0.5 ug mL") y
una concentracion de 100 ng mL™" de un Ab1 no dirigido a la proteina lisozima
para probar la especificidad de los Abs y la eficiencia del bloqueo. Aun con el
maximo tiempo de exposicion (10 s) la membrana revelada no muestra la
presencia de ninguna senal.
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Figura Suplementaria 4. Separacion magnética de sobrenadante para NPMs
de 30 nm. Se observan los pellets formados de NPMs contenidas en el
sobrenadante colectado de los lavados de 3 viales de conjugacién de NPMs
de 30nm a lisozima mediante el protocolo de 2 pasos. Se dejé 12 h en la
gradilla MagJet para permitir la separacion magnética. EDC 10:1.
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Figura Suplementaria 5. DLS de NPMs de 100 nm. Se muestran los
graficos de distribucion de tamafos por intensidad para la fraccion del
sobrenadante colectada para A) NPMs sin proteina conjugada. La
distribucion de tamafios muestra un valor promedio de 154 nm. B) NPMs
con lisozima conjugada mediante el protocolo de conjugacion de 1 paso.
Cada una de las gréfica de distribucion de tamanos representa el promedio
de 3 repeticiones.
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Figura Suplementaria 6. Protocolo de inmunoensayo extendido. Perfil
completo de A fluorescencia para el rango de concentraciones de anticuerpo
anti-lisozima utilizado (0.1-100 ng mL") mediante el protocolo de
inmunoensayo extendido. Se observa el ajuste lineal en linea punteada. El
mejor ajuste lineal (R? = 0.99) se obtuvo a 10 pL h™'. Los datos corresponden
a 3 experimentos independientes.
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Figura Suplementaria 7. Protocolo de inmunoensayo reducido. Perfil
completo de A fluorescencia para el rango de concentraciones de anticuerpo
anti-lisozima utilizado (0.1-50 ng mL-") con el protocolo de inmunoensayo
reducido. Se observa el ajuste lineal en linea punteada. El mejor ajuste lineal
(R? = 0.98) se obtuvo a 20 yL h™'. n=3,

120



1.0 -

0.8
—
wid
©
L
—
=
© 0.6 -
T 0.6 @ 3.un’
<I=J B 5puLh”
o A 10 uLn"
-1
o — R%?=0.99
=) — R?=0.99
L. — R?=0.99
< — R?=0.99
0.2 1 ===+ R?=0.99
==+ R?*=0.97
-=+=: R*=0.98
-=+=: R*=0.97

0 200 400 600 800 1000
[Ab1] (ng mL™)

Figura Suplementaria 8. Protocolo de inmunoensayo mixto. Perfil completo
de A fluorescencia para el rango de concentraciones de anticuerpo anti-
lisozima utilizado (0.1-50 ng mL-") con el protocolo de ELISA mixto en el chip.
Se observa el ajuste lineal en linea punteada. El mejor ajuste lineal (R? = 0.97)
se obtuvo a una tasa de flujo de 20 yL h™'. n=3.

121



— Diff
Before
Pass

-

A Fluorescence [A.U.]
-
()]

0 100 200
Time [s]

Figura Suplementaria 9. Flujo de lavado en el dispositivo. Entre cada una de
las medidas de fluorescencia correspondientes a cada flujo aplicada (3-20 uL
h-1), se aplicé un flujo de lavado haciendo fluir inicamente el mismo sustrato a
100 uL h'', lo que evita la conversién por parte de la enzima HRP y lleva los
niveles de fluorescencia a su nivel basal en pocos segundos para iniciar la
siguiente medicién. (Before: medicion antes de la trampa; Pass: medicion
después de la trampa; Diff: diferencia después-antes).
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Figura Suplementaria 10. Oxidacién gradual del AmpliFlu Red. Mediante el
inmunoensayo extenso en nuestro dispositivo observamos una menor sefal
para una misma concentracion de Ab1 anti-lisozima (25 ng mL-') cuando el vial
de AmpliFlu Red fue preparado desde el incio para los 3 experimentos. Este
compartamiento fue debido a la oxidacion del sustrato, lo cual generaba una
mayor sefal de ruido, afectando a la medicion final del valor A Fluorescencia.
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Figura Suplementaria 11. Optimizacion de la concentracion de Ab2 para el
inmunoensayo completo dentro del chip. Se utilizé una concentracion de 25 ng
mL-" de anticuerpo anti-lisozima para la optimizacion de la concentracion de
Ab2 para el protocolo de inmunoensayo completo dentro del chip. A) Una
dilucion de 1:500 (1 pg mL™"), igual que la utilizada para los protocolos
extendido y reducido saturo la sefial obtenida. B) La dilucion de 1:1000 (0.5 pg
mL-") también produce una sefial de ruido de fondo alta. C) La dilucion de
1:2,500 (0.2 yg mL™") se consider6 como dptima para las mediciones de A
fluorescencia, mientras que D) en la dilucion de 1:5,000 (0.1 ug mL-") la sedal
de fluorescencia no fue visible en absoluto. Cada una de las imagenes
representativas corresponde a un flujo de sustrato de 3 yL h™'.
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Tamano de NPPMs
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Figura Suplementaria 12. Dot blot para S1 conjugada a NPMs. Se observa la
fotografia de una membrana de dot blot (arriba) y las correspondientes
manchas después del revelado (abajo) para NPMs de diferentes tamanos (30
y 100 nm) con la subunidad S1 del virus SARS-CoV-2 conjugada en su
superficie. Se emplearon varias concentraciones de Ab1 (100 pg mL™" — 1 ng
mL™"). Los resultados mostraron una conjugacion exitosa para 3 lotes de NPMs
de 30 nm. No obstante, las manchas obtenidas para NPMs de 100 nm
muestran una mayor intensidad lo cual sugiere una conjugacion mas eficiente
al utilizar este tamano de NPMs.Tiempo de exposicién = 10 s.
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Figura Suplementaria 13. Curso temporal para los niveles de IgG en
muestras de suero correspondientes a cada una de las tasas de flujo probadas
(3-20 pL h™"). La linea punteada indica el nivel de fluorescencia de referencia
correspondiente a la muestra de control tomada antes del inicio de la pandemia
de COVID-19.
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Figura Suplementaria 14. Dot blot para NPMs con Proteina N conjugada. Se
observa la fotografia de una membrana de dot blot (arriba) y las
correspondientes manchas después del revelado (abajo) para NPMs de
diferentes tamafios (10, 30, 50 y 100 nm) conjugadas a la proteina de la
nucleocapside (N). Se emplearon varias concentraciones de Ab1 (50 pg mL""
— 100 ng mL™"). Los resultados preliminares mostraron la conjugacion de
proteina N unicamente para las NPMs de 10 nm empleando los reactivos del
kit de conjugacion, mientras que no se observaron las manchas caracteristicas
tras el revelado para ninguno de los otros tamafos de NPMs al emplear el
protocolo de 2 pasos empleado con lisozima y S1.
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Figura Suplementaria 15. Inmunoensayo extenso para NPMs de 100 nm con
la subunidad S1 conjugada. A) EI valor A fluorescencia en el estado
estacionario se representd en escala semilogaritmica para diferentes valores
de anticuerpo anti-S1 para diferentes velocidades del sustrato (3, 5y 10 yL h
1) utilizando el protocolo de inmunoensayo extenso. B) El mejor ajuste lineal
(R?=0,99) se obtuvo a 10 yL h*'. LOD =84 pg mL"; n=3. Se muestran en C)
y D) las graficas correspondientes al protocolo dentro del chip previamente
descritas en las Figs. 45A y 46A.
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Figura Suplementaria 16. Dispositivo microfluidico con multiples trampas. Se
muestra una fotografia de un prototipo de dispositivo que permite la generacion
de hasta 8 trampas independientes para el analisis de multiples muestras o la
generacion simultanea de la curva de calibracion para el analisis cuantitativo.
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Apéndice |

Calculo de LOD

donde: S = pendiente de la curva de calibracién

LOD =3.3 o/S

S=menlaecuaciéndelarecta: y =mx +b

o = desviacion estandar del blanco

OBlanco =

n—1

;(xi — X)?

donde: X; son las mediciones individuales de las muestras de blanco.

X es la media de las mediciones de las muestras de blanco.

N es el numero de muestras de blanco.

Sistema Ec. de la recta S o LOD
aa’;itj’izz‘;ifnz y =0.0178x +0.0729 | 0.0178 | 0.0716 | 3.3ngmL"
::t(uﬂlj.zfzo. rf]\: y = 0.0171x +0.0422 | 0.0171 | 0.0523 | 10.1 ng mL"
ai;‘i_ﬁ:fzfr\:a y = 0.0012x + 0.0567 | 0.0012 | 8.39x10% | 231 pg mL-"
E“::t'i‘_’STAb y = 0.0002x +0.0231 | 0.0002 | 0.0049 | 823fgmL"
. O | y=8ex+00202 | 8x105 | 0.0049 | 205.8 pg L
EXt:::tSi_OSTAb y = 0.0009x + 0.0394 | 0.0009 0.0229 84 pg mL""
mit'i’:ﬂ'fg .| y=00007x +00162 | 0.0007 | 0.003 | 141pgmL"
p/'it':r’]*ﬁf‘g .| y=00092x +01148 | 0.0092 | 8.16x10% | 293 pg mL"

ELISA de

laboratorio y =0.0013x + 0.0958 | 0.0013 0.0115 29.2 ng mL"’
pAb anti-S1
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Apéndice Il

Analisis de Bland-Altman

El grafico de Bland-Altman es util para evaluar tanto la concordancia entre dos
métodos de medicion como para identificar cualquier sesgo sistematico o
patrones en las diferencias. Es importante observar no solo si la mayoria de
los puntos estan dentro de los limites de acuerdo, sino también si estan
distribuidos aleatoriamente y si la media de las diferencias es cercana a cero.
Esto proporciona una visidn mas completa de como los métodos comparan
entre si.

Mediante esta herramienta estadistica evaluamos los resultados
cuantitativos ofrecidos por el ELISA en el dispositivo microfluidico y en
microplaca desarrollado en el laboratorio. Sin embargo, nuestro analisis se vio
limitado a la comparacion de unicamente 4 pares de puntos debido a que
algunos de los puntos se encontraban fuera del limite lineal cuantificable. Se
muestra a continuacion el grafico obtenido y se agrega un andlisis del mismo.

Grafico Bland-Altman
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Puntos de datos:

Cada punto azul representa la diferencia entre las mediciones de los
dos métodos para una muestra, trazada contra la media de las
mediciones de los dos métodos para esa misma muestra.

Linea de media de diferencias (linea punteada negra):

La linea horizontal punteada negra representa la media de las
diferencias entre las mediciones de los dos métodos. En este grafico,
parece estar alrededor de -300.

Limites de acuerdo:

Limite superior: Linea punteada roja superior, que representa la media
de las diferencias mas 1.96 veces la desviacion estandar de las
diferencias. Aproximadamente esta en 100.
Limite inferior: Linea punteada roja inferior, que representa la media
de las diferencias menos 1.96 veces la desviacion estandar de las
diferencias. Aproximadamente esta en -600.

Analisis de los datos:

Distribucion de las diferencias: Las diferencias estan dispersas
alrededor de la media de -300. Las diferencias varian desde
aproximadamente 0 hasta -600, lo que indica que hay una discrepancia
considerable entre las mediciones de los dos métodos.

Variabilidad constante: No parece haber una tendencia clara en la que
la magnitud de las diferencias aumente o disminuya con la media de las
mediciones, lo que sugiere que la variabilidad de las diferencias es mas
0 menos constante a lo largo del rango de medicion.

Consistencia del acuerdo: Todos los puntos estan dentro de los
limites de acuerdo (100 y -600), lo que indica que los dos métodos de
medicion estan en un acuerdo razonable dentro de estos rangos.

Conclusion del analisis:

El grafico sugiere que hay un sesgo sistematico, dado que la media de
las diferencias no esta en cero, lo que indica que un método tiende a
dar valores mas bajos que el otro en alrededor de 300 unidades, en este
caso el ELISA en microplaca.

Todos los puntos estan dentro de los limites de acuerdo, lo que sugiere
que, en general, los métodos tienen un buen acuerdo dentro de estos
rangos Yy no hay valores atipicos significativos en este caso.
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