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RESUMEN EN ESPAÑOL 

 

Clostridioides difficile es un patógeno bacteriano formador de endosporas que causa 

infecciones asociadas al uso de antibióticos, primordialmente en entornos clínicos. Las 

esporas de C. difficile son altamente resistentes a las condiciones ambientales y de 

desinfección, lo que hace que su detección en superficies sea un aspecto crítico del manejo 

epidemiológico. Sin embargo, hay una falta de sistemas de detección que puedan 

determinar de manera rápida y sencilla su presencia en muestras ambientales. El grafeno 

es un material bidimensional que tiene propiedades únicas, incluyendo una alta área 

superficial y conductividad eléctrica, lo que lo convierte en un material ideal para el 

desarrollo de biosensores. Los aptámeros, por su parte, son oligonucleótidos capaces de 

unirse selectivamente a una molécula blanco con alta afinidad y especificidad, lo que los 

convierte en valiosos elementos de reconocimiento. Este trabajo propone los pasos iniciales 

para el desarrollo de un biosensor que combina grafeno y un aptámero de ADN para 

detectar esporas de C. difficile del ribotipo 027, con los aptámeros como el elemento de 

reconocimiento y el grafeno como el transductor para convertir una interacción biológica 

en una señal medible. Este biosensor tiene el potencial de priorizar los esfuerzos de 

desinfección a través de la detección de esporas de C. difficile en entornos hospitalarios, lo 

que llevaría a una mejora en el manejo epidemiológico de la infección. 
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ABSTRACT  

 

 

Clostridioides difficile is a spore-former pathogen that causes nosocomial infections 

associated with antibiotic use in clinical settings. The spores of C. difficile are highly resistant 

to environmental stresses and disinfection, making their detection in surfaces a critical 

aspect of epidemiological management. However, there is a lack of sensing systems that 

can reliably detect their presence in environmental samples. Graphene is a two-dimensional 

material that has unique properties, including high surface area, and electrical conductivity, 

rendering it an ideal material for biosensor development. Additionally, aptamers are short 

oligonucleotide lengths capable of selectively binding to a specific target with high affinity 

and specificity, making them valuable recognition elements in detection systems. This work 

proposed the initial steps for the development of a biosensor that combines graphene and 

aptamers to detect C. difficile spores, with the aptamers serving as the recognition element 

and graphene as the transducer to convert a biological interaction into a measurable signal. 

This biosensor has the potential to prioritize disinfection efforts through the detection of C. 

difficile spores in hospital settings, leading to improved epidemiological management and 

patient outcomes. 
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Capítulo I: Introducción 

Los biosensores son dispositivos analíticos que combinan un elemento de 

reconocimiento biológico con un transductor para detectar y cuantificar un analito 

específico. Los biosensores tienen varias ventajas sobre las técnicas analíticas 

tradicionales, como alta sensibilidad, respuesta rápida y monitoreo en tiempo real (Wu 

et al, 2022; Oliveira et al, 2022; Lu et al, 2021). En los últimos años, los biosensores 

basados en grafeno y aptámeros han surgido como un enfoque prometedor para la 

detección de varios analitos, incluyendo bacterias y sus esporas (Wang et al, 2009; 

Moayeri et al, 2015; Kim et al, 2013; Swiecki et al, 2006). 

El grafeno es un material bidimensional compuesto por una sola capa de átomos 

de carbono dispuestos en una estructura hexagonal (Novoselov et al, 2014). Este tiene 

propiedades fisicoquímicas únicas, como una alta área superficial (Talat et al, 2019; 

Moulick et al, 2022), y conductividad eléctrica, lo que lo convierte en un material ideal 

como superficie transductora de señales para el desarrollo de biosensores (Balandin et 

al, 2008; Boyda et al, 2016, Samuels et al, 2015; Lu et al, 2018).  

Por otro lado, los aptámeros son secuencias sintéticas de ADN o ARN de cadena 

sencilla que pueden unirse selectivamente a un objetivo específico (Lyu et al, 2021; Byun, 

2021). En los últimos años han jugado un papel importante como partículas de 

reconocimiento en sistemas de detección, pues tienen varias ventajas sobre los 

anticuerpos, tales como su bajo costo, facilidad de síntesis, estabilidad, y 

reproducibilidad (Lyu et al, 2021; Byun, 2021). 

Dichas propiedades han permitido que los biosensores basados en grafeno y 

aptámeros puedan ser empleados en la detección temprana y precisa de patógenos en 

gran variedad de muestras (Wang et al, 2009; Moayeri et al, 2015; Kim et al, 2013; 

Swiecki et al, 2006). 

En particular, las infecciones por Clostridioides difficile (CDI) son un problema 

importante en los entornos de atención médica, esto debido a la capacidad de las 

esporas de dicha bacteria de persistir en superficies durante períodos prolongados y 



16 
 

resistir la desinfección (Diab et al, 2013; Hensgens et al, 2012; Connor et al, 2017; 

Edwards et al, 2016; Kenters et al, 2017; Dyer et al, 2019; Kochanowsky et al, 2022). Por 

lo que se necesitan sistemas de detección efectivos para priorizar los esfuerzos de 

control de infecciones y prevenir su transmisión. 

 Los métodos de detección tradicionales son insuficientes en términos de 

sensibilidad, y tiempo de respuesta, lo que resalta la necesidad de soluciones 

innovadoras que puedan abarcar dichos retos (Buggy et al, 1983; Arroyo et al, 2005; 

Kiersnowska et al, 2022). Por lo que el desarrollo de un sistema de detección para las 

esporas de C. difficile podría desempeñar un papel crucial en el mejoramiento de la 

gestión epidemiológica de infecciones nosocomiales en espacios hospitalarios (Landelle 

et al, 2014; Kenters et al, 2017; Barker et al, 2017). 

En este trabajo, se proponen los pasos iniciales para el desarrollo de un biosensor 

que combine grafeno y aptámeros con dicho fin. Por lo que se caracterizó en detalle la 

posible interacción entre los componentes de la espora y un aptámero, así como la 

modificación de la superficie de grafeno con este. Finalmente, se realizó la validación de 

la interacción entre la espora y el sistema de detección. Siendo este el primer 

acercamiento a un sistema basado en esta tecnología, que esta direccionado a facilitar 

la detección en superficies la presencia de esporas de este patógeno. 
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1.1 Esporas de Clostridioides difficile 

Clostridioides difficile es una bacteria Gram-positiva, anaerobia, y formadora de 

esporas que se encuentra en gran variedad de ecosistemas (Warriner et al, 2017), 

incluyendo el intestino de los mamíferos (Diab et al, 2013; Hensgens et al, 2012). Las 

esporas son el estadio dormante que le brinda la posibilidad de sobrevivir a dicha 

bacteria ante condiciones extremas como altas temperaturas (Connor et al, 2017), 

desecación (Edwards et al, 2016), desinfectantes (Kenters et al, 2017; Dyer et al, 2019) y 

agentes oxidantes (Kochanowsky et al, 2022). 

Las esporas de C. difficile son ovaladas y miden típicamente entre 1-1.5 µm de 

diámetro y 1.5-2 µm de longitud. Debido a su prevalencia en superficies durante largos 

períodos de tiempo, las medidas efectivas de prevención y control, incluyendo 

protocolos rigurosos de limpieza y desinfección, son esenciales para reducir la 

propagación de esporas de C. difficile (Barker et al, 2017; Landelle et al, 2014; Kenters et 

al, 2017).  

La vía principal de ingreso a su hospedero es a través de la ingesta, una vez ahí, 

las esporas germinan en el colon ante condiciones específicas para dar paso a la 

formación de células vegetativas generadoras de toxinas. Las personas 

inmunocomprometidas (Kassam et al, 2016), pacientes a los cuales se les administro 

antibióticos (Brown et al, 2020) y adultos mayores (Asempa & Nicolau, 2017; Nissle et al, 

2016) son en especial susceptibles a la infección por C. difficile. Sin embargo, en los 

últimos años ha aumentado el número de personas sin factores de riesgo que presentan 

alguno de los síntomas asociados a la infección, tales como diarrea, colitis y/o colitis 

pseudomembranosa (Hirshon et al, 2011; Guh et al, 2015).  
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La desinfección es un tema clave para el control epidemiológico de la dispersión 

de dicho patógeno a través de sus esporas. La actual recomendación de la CDC para la 

desinfección de superficies en contacto o posible contacto con esporas de C. difficile se 

denomina "Clean-to-disinfect". Este proceso implica primero limpiar la superficie para 

eliminar cualquier suciedad o residuo visible, seguido de la desinfección con un 

desinfectante aprobado por la EPA que sea efectivo para combatir las esporas de C. 

difficile (Carling et al, 2022). 

A pesar de la inversión en la mejora de los procesos de desinfección, el aumento 

en la distribución de cepas hipervirulentas como R20291 ha generado a su vez el 

incremento de esporas más resistentes y resilientes a los desinfectantes comunes. 

En la investigación realizada por Mashylev et al, 2019; se encontró que la 

estructura de la espora generaba una barrera más fuerte ante la presencia del hipoclorito 

de sodio. A su vez, González-Carballo & Rodríguez, 2021; encontraron una relación 

similar a la anterior, pero con el desinfectante Dicloroisocianurato de sodio. Durante este 

ensayo se encontró que la cepa NAPCR1/RT012/ST54 era más resistente que la cepa 630 

ante la exposición de dicho desinfectante, y propusieron la hipótesis que dicha resiliencia 

puede deberse a un aumento en la hidrofobicidad del exosporium al evitar el ingreso de 

agua a su estructura, y por lo tanto la penetración de dicho compuesto. 

Debido a lo anterior, existe la necesidad de focalizar los esfuerzos de desinfección 

para su aprovechamiento eficiente y efectivo. Sin embargo, actualmente existen pocos 

métodos de detección directos aplicables a las esporas de C. difficile. Los ensayos 

disponibles se basan en la captación de esporas presentes en superficies o muestras de 

heces a través de hisopos. Posteriormente estos se exponen ante un medio diferencial 

para esporas, el cual consiste en agar cefoxitina, cicloserina, fructosa enriquecida con 

sales biliares como colato o taurocolato (Buggy et al, 1983; Arroyo et al, 2005; 

Kiersnowska et al, 2022). Después de su inoculación en dicho medio, se incuban por 18 

h en un ambiente no pre-reducido (es decir externo a la cámara de anaerobiosis), para 
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su posterior inserción en condiciones anaeróbicas por al menos 5-7 días para promover 

la germinación de las esporas presentes.  

 Por lo que la detección de esporas toma más tiempo que el cultivo de la 

célula vegetativa de manera directa. Es decir, el desarrollo de métodos de detección de 

esporas podría facilitar la planificación de estrategias de desinfección más focalizadas en 

superficies hospitalarias. 

Por otro lado, entender que la alta resistencia y persistencia de las esporas es una 

propiedad emergente de su composición y organización estructural, es esencial para el 

desarrollo de nuevos sistemas de detección. Generalmente estas se componen por tres 

capas proteínicas y dos membranosas. Cada capa presenta una composición definida y 

funciones especializadas (Shen, 2020). A continuación, una descripción general de cada 

una (ver Figura 1.1.1): 

 Núcleo: 

Dentro de esta estructura se almacena densamente la información genética junto 

con proteínas SASP, la cuales se encargan de proteger el ADN contra daños UV o estrés 

químico. El núcleo se caracteriza por su bajo contenido de agua que hace poco probable 

cualquier actividad enzimática durante el período de latencia. Esta característica es 

proporcionada por altas cantidades de calcio-ácido dipicolínico sintetizadas desde el 

inicio mismo de la formación de la espora. Esta estructura alberga el cromosoma 

bacteriano, ribosomas y otros componentes esenciales necesarios para la supervivencia 

y la germinación de las esporas (Lawler et al, 2020; Paredes-Sabja et al, 2014).  

Membrana interna: 

Esta membrana juega un papel vital como barrera. Su importancia recae en que 

se unen al CaDPA y funcionan como canales mecano-sensibles durante la germinación 

(Nerandzic & Donskey, 2013; Baloh & Sorg, 2021). 

Corteza: 

Esta es una capa gruesa de peptidoglicano modificado en la que se eliminan las 

cadenas laterales de péptidos. Durante la germinación, este péptidoglicano modificado 



20 
 

es el blanco para su hidrólisis específica por enzimas líticas de la corteza (CLEs), lo que 

asegura que las CLEs degraden la corteza y no la pared celular germinal (Kochan et al, 

2018).  

Membrana externa: 

Esta membrana contiene algunas de las enzimas involucradas en la hidrólisis de 

la corteza (Baloh & Sorg, 2021). 

Capa proteica: 

Esta capa está constituida por una serie de proteínas que aseguran la 

supervivencia de la espora, por lo que es la más influenciada por las condiciones 

externas. Actúa además como una barrera para excluir moléculas tóxicas debido a la 

presencia de enzimas que contrarrestaran el estrés químico y oxidativo.  

Sin embargo, la característica más notable de esta capa es que modula la 

germinación de la espora, por lo que los receptores de germinación y las enzimas 

hidrolíticas del córtex se encuentran mayoritariamente en esta estructura. Algunas de 

las hipótesis sobre su función sugieren que la gran variabilidad de esta capa es una 

estrategia para optimizar la respuesta de la espora a los germinantes. Las propiedades 

químicas y físicas del exosporium serán determinadas por el arreglo específico de esta 

capa (Zeng et al, 2022; Daniel Paredes-Sabja et al, 2022).  

Exosporium: 

El exosporium es una estructura externa que rodea la capa proteica de algunas 

de las esporas de Bacillus y Clostridiales. Es una estructura compleja y de múltiples capas 

que desempeña un papel en la adhesión, protección y germinación de las esporas. El 

exosporium está compuesto por varias proteínas, incluyendo en algunos casos la 

presencia de proyecciones similares a cabellos llamada capa de pelo (nap – por su 

significado en inglés), una capa basal y una capa media (Zeng et al, 2022; Daniel Paredes-

Sabja et al, 2022).  
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El exosporium está compuesto por proteínas y glicoproteínas que juegan un 

papel en la adhesión de las esporas a las superficies y en la interacción entre la espora y 

el huésped durante la infección. Se ha sugerido que el exosporium actúa además como 

una barrera para evitar que la espora sea reconocida por el sistema inmunológico del 

huésped. También, se ha demostrado que algunas de las proteínas presentes en el 

exosporium de C. difficile, tales como CdeC y CdeM, están involucradas en la cadena de 

señales bioquímicas de inflamación requerida en la patogénesis de esta bacteria. Por lo 

tanto, se puede considerar al exosporium como un factor de virulencia significativo de C. 

difficile (Zeng et al, 2022; Daniel Paredes-Sabja et al, 2022). 

 

 
Figura 1.1. 1. Esquema de las capas constituyentes de la espora de C. difficile 

(Imagen original realizada en Biorender e Illustrator) 
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1.2  Proteómica de las esporas de Clostridioides difficile 

 Los métodos de análisis del proteoma de cualquier ser vivo se pueden basar en 

dos enfoques diferentes: técnicas dependientes de gel o libres de gel. Cada una tiene sus 

propias ventajas y retos, por lo que la elección de dichas estrategias se determina según 

la pregunta de investigación y los recursos disponibles (Ercan et al, 2023). 

Técnicas libres de gel: Estos métodos consisten en la digestión de proteínas para 

la generación de péptidos que posteriormente pueden ser separados a través de 

columnas y equipos especializados de cromatografía líquida acoplada a espectrometría 

de masas (LC-MS). La sensibilidad y la alta capacidad de procesamiento de las técnicas 

sin gel las hacen ideales para detectar proteínas de baja abundancia. Sin embargo, estas 

técnicas son más propensas a artefactos que pueden afectar la interpretación de datos 

y, por lo tanto, tener una tasa más alta de falsos positivos y negativos (Baggerman et al, 

2005; Abdallah et al, 2012; Ercan et al, 2023). 

La espectrometría de masas es el método por excelencia para el estudio y 

determinación de proteínas de una muestra. En específico, el Orbitrap es uno de los 

equipos más ampliamente usados ya que permite la detección exacta de las masas con 

una exactitud inferior a 1 ppm (Corrales & Calvete, 2014; Zubarev & Makarov, 2013). 

A continuación, se explican las partes estructurales que componen dicho equipo 

y su importancia en el funcionamiento de este (Figura 1.2.1). 

 
Figura 1.2. 1. Estructura general de un espectrómetro de masas Orbitrap (Imagen 

original realizada en Biorender e Illustrator). 
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Electrospray ESI: También es conocido como ESI por sus siglas en inglés, 

corresponde al método de ionización por el cual el analito de interés es cargado para su 

posterior análisis. La forma en la que ocurre dicha ionización facilita que los péptidos 

capten más de una carga y pueden alcanzar distribuciones de más de 16 cargas 

dependiendo del peso molecular del péptido en estudio. 

Cámara de preconcentración: En esta cámara se encuentra el capilar y los lentes 

S que corresponden a los componentes que generan la preconcentración de los iones 

con el fin de aumentar la sensibilidad al disminuir el tiempo de inyección. Al final de esta 

cámara existe una serie de electrodos que imponen un impulso inicial para que los iones 

logren obtener una energía cinética mínima para continuar su trayecto a lo largo del 

equipo. 

Flatapole doblado: En esta zona inicia el sector magnético de la espectrometría 

de masas. Una vez que los iones entran acelerados de la cámara de preconcentración, la 

fuerza magnética ejercida por el imán genera la formación de una fuerza centrípeta que 

modifica la trayectoria de estos para entrar a la cámara del cuadrupolo. Este es el 

primero de los filtros del equipo pues aquellas partículas no cargadas no tendrán la 

misma trayectoria angular y por lo tanto no podrán continuar su paso a través del equipo. 

Cuadrupolo: Esta estructura está formada por cuatro cilindros que funcionan 

como filtro de tamizado para iones con una relación m/z determinada para entrar a la 

trampa C.  

Trampa C: La trampa C funciona como el filtro que concentra los iones que serán 

analizados por el detector Orbitrap o que seguirán su camino a través de la celda de 

colisión para continuar su partición en masas más pequeñas para su análisis MS/MS.  

Celda de colisión: En esta celda ocurre la segunda fragmentación de los iones 

concentrados en la trampa C. Dicho proceso consiste en la colisión inelástica entre el ion 

y un gas inerte que generalmente es helio o argón. 

Analizador Orbitrap: Este analizador funciona a través de la resonancia de iones 

y su análisis a través de Transformada de Fourier. Este consiste en un electrodo central 
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en forma de huso que está rodeado por otro electrodo en forma de barril para darle 

estabilidad a su potencial.  

La mayor aceleración se alcanza en el ecuador del huso, por lo que al llegar a 

dicho punto, los iones tienen suficiente energía cinética para continuar hasta el extremo 

opuesto donde su aceleración decae y vuelven ser atraídos al ecuador de una manera 

periódica. Dicho comportamiento resonante sigue la ecuación (1.1.1), donde k es la 

constante proporcional al diferencial de potencial entre el electrodo central y el externo 

que lo envuelve, permitiendo el cálculo de m/z de los iones presentes en el detector. 

 

𝜔 = # !"
#/%

  [1.1.1] 

 

Técnicas basadas en gel: La electroforesis como el SDS-PAGE o electroforesis en 

2D son técnicas que separan péptidos y proteínas según su peso molecular (SDS-PAGE) 

o carga (Isoelectroenfoque). A través del uso de tintes o anticuerpos, las técnicas basadas 

en gel permiten la elucidación de interacciones de una manera menos propensa a falsos 

positivos o negativos como los métodos libres de gel. Sin embargo, son laboriosas, 

consumen tiempo, y su capacidad para detectar proteínas de baja abundancia es 

reducida (Baggerman et al, 2005; Abdallah et al, 2012; Ercan et al, 2023). 

De manera general los geles de electroforesis están constituidos por 

poliacrilamida de cierta concentración según el tamaño de poro deseado. La 

polimerización del gel requiere de persulfato de amonio y TEMED (N, N, N’, N’-

tetrametiletilendiamina) como estabilizador radicalario. Estos geles permiten estimar el 

tamaño del polipéptido a través de su relación de movilidad electroforética ante el 

campo eléctrico aplicado (Figura 1.1.1). SDS-PAGE es un tipo de aplicación de esta 

estrategia en el que la muestra es desnaturalizada generalmente por agentes reductores 

como el DTT (Ditiotreitol) o el 2-mercaptoetanol y el surfactante dodecil sulfato de sodio 

(SDS). Este último tiene como función principal no solo la estabilización de las cadenas 
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peptídicas sino también la de eliminar la carga intrínseca de los péptidos en cuestión 

(Matsumo et al, 2018; Wiesner et al, 2021).  

 
Figura 1.2. 2. Diagrama general del SDS-PAGE (Imagen original realizada en Biorender e 

Illustrator). 

C. difficile es una especie altamente heterogénea, lo que se refleja en los escasos 

datos proteómicos presentes en la literatura. Dentro de los estudios de proteómica de 

sus esporas sobresalen:   

 1- Lawley et al, 2009.  Este artículo se encuentra dentro de las primeras 

caracterizaciones proteómicas de las esporas de C. difficile 630. Durante esta 

investigación se compararon diferentes métodos de extracción, tales como el uso de 

detergente, sonicación, proteinasa K y centrifugación. Dichas extracciones fueron 

comparadas a través de geles SDS-PAGE, en donde 336 proteínas fueron identificadas. 

Posteriormente, dichas proteínas fueron clasificadas según su clase funcional. 

Ellos encontraron doce nuevas proteínas que podrían estar envueltas en procesos de 

transporte y adhesión, que a su vez proponen como candidatos a receptores secundarios 

de la germinación. También, encontraron muy baja presencia de proteínas asociadas a 

la división celular, replicación de ADN y regulación transcripcional, lo cual implicaría que 

justo después de la germinación, la bacteria no tiene la capacidad de dividirse de manera 

eficiente, probablemente por el hecho de que invierte su energía en crecimiento y 

síntesis para la maduración de la forma vegetativa.  
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A su vez, el tipo de proteínas encontradas en mayor numero fueron las 

abundantes en cisteínas, posiblemente involucradas en procesos de adaptación al estrés 

químico-REDOX y como proteínas para el mantenimiento estructural de la superficie y el 

ensamblaje de la espora. 

2. Díaz-González et al, 2015. En este artículo se retoma el trabajo realizado por 

Lawley et al, 2009; pero además se optimizaron otros métodos de extracción del 

proteoma de las esporas de C. difficile 630 para obviar el uso de geles. Para realizar dicho 

protocolo, ellos usaron la extracción por tratamiento de tripsina, extracción por 

sonicación y biotinilización para su posterior recuperación. Al final de dicho análisis, se 

encontraron 183 superfamilias de dominios proteicos que se prevén son pertenecientes 

al exosporium de la bacteria. Al realizar el análisis por categorías funcionales de dichos 

péptidos, se obtuvo que la gran mayoría pertenecían a protección ante estrés ambiental, 

y otras funciones no identificadas. Como era de esperar, se encontró la presencia de 

BclA1 y CdeM que se creen juegan un papel esencial durante la adherencia a superficies 

y la activación de procesos inflamatorios.  

3. Abhyankar et al, 2019. En esta investigación también se llevó a cabo el análisis 

del proteoma de C. difficile 630. Se desarrollaron los análisis comparativos entre el 

proteoma de las esporas y células germinativas. Se encontraron un total de 1095 

proteínas diferentes entre ambas formas de la bacteria, de las cuales 87 proteínas se 

encontraban mayoritariamente en las esporas.  

Además, se encontró que existen marcadores moleculares que permiten la 

identificación especifica de esporas y células vegetativas. Dentro de los marcadores 

exclusivos presentes en esporas, se reportó que la proteína SspA fue el marcador más 

abundante, así como proteínas del exosporium y de la membrana proteica. También se 

mencionaron otras proteínas de membrana enriquecidas en las esporas, tales como 

SpoVD, SpoVAC, SpoVB FtsH y DacF.  

4. Permpoonpattana et al, 2011. En este trabajo se examinó las proteínas 

provenientes de las capas externas de la espora de C. difficile. Por lo que el método de 
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extracción empleado fue optimizado para extraer la capa proteica y el exosporium. El 

análisis se enfocó en la caracterización de cinco proteínas aparentemente 

pertenecientes a la capa proteica de las esporas, por lo que fueron llamadas proteínas 

Cot (Discutidas en la sección anterior). Lo importante de este ensayo es que se encontró 

que dichas cinco proteínas representaban solo una pequeña fracción del contenido total 

proteómico de las capas externas, por lo que concluyeron con la necesidad de generar 

nuevos protocolos para la identificación de los otros péptidos no caracterizados durante 

dicha investigación. 

5. Escobar-Cortés, 2013. A lo largo de este análisis se concluyó que la capa de 

exosporium de las esporas de C. difficile puede ser eliminada mediante la digestión con 

agentes caotrópicos como la urea y surfactantes fuertes, tales como el SDS. Este aspecto 

fue importante pues al aplicar dichos tratamientos sobre la espora, se comprobó la 

reducción casi completa en la hidrofobicidad de esta. Como consecuencia, este artículo 

es uno de los primeros en los que se demuestra que las proteínas involucradas en darle 

la propiedad hidrofóbica a la espora se ubican principalmente en el exosporium, 

apoyando el papel crucial de dicha capa en la interacción con superficies bióticas y 

abióticas. 

6. Barra-Barrasco et al, 2013. En esta investigación se demostró que la ausencia de la 

proteína CdeC produjo la ausencia o debilidad del exosporium. Por lo que la discusión se 

centró en la caracterización de CdeC y su papel como estructuras clave capaz de afectar 

la resistencia de la espora al calor y la permeabilidad de la membrana interna ante 

solventes como el etanol. Adicionalmente, se caracterizó desde un punto de vista 

morfológico el exosporium de C. difficile R20291, donde se describió la presencia de 

estructuras en forma de “fibras”, tal y como se mencionó en la sección anterior.  
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1.3  Biosensores 

Un biosensor es un dispositivo que traduce el reconocimiento de una interacción 

biológica en una señal específica y medible (Naresh et al, 2021). Existen en general tres 

tipos de metodología empleada en sistemas de detección derivados de biosensores: 1) 

materiales nanométricos funcionalizados con moléculas biológicas (Naresh et al, 2021; 

Mondal et al, 2022), 2) indicadores químicos (Li et al, 2020) y 3) sistemas codificados 

genéticamente (Chapnick et al, 2019; Gautier et al, 2021).  

Los componentes típicos de un biosensor son (ver Figura 1.3.1) (Naresh et al, 

2021):  

Partícula de reconocimiento: El elemento de detección biológico es el 

componente del biosensor que interactúa con el analito de interés. Puede ser una 

enzima, un anticuerpo, un ácido nucleico o una célula entera que reconoce y se une al 

analito.  

Transductor: Este es el componente del biosensor que convierte la señal biológica 

generada por el elemento sensor a una señal medible. El transductor puede ser 

electroquímico, óptico, piezoeléctrico o térmico.  

Sistema de procesamiento de señales: Este componente amplifica y procesa la 

señal medible generada por el transductor haciéndola adecuada para la detección y el 

análisis. Existen diferentes métodos para la amplificación, filtrado, corrección y 

calibración de señales que son explicados por Chapelle & Pucci, 2013. 

Interfaz de usuario: Este componente presenta los resultados del análisis del 

biosensor al usuario en un formato fácil de entender. Puede ser una pantalla visual, una 

señal de audio o una salida de datos que se pueda almacenar y/o transmitir para un 

análisis adicional. Existen diversas formas en como los usuarios puede interactuar con 

los biosensores (Ye et al, 2022; Lindmark, 2018; Pereira, 2011). Sin embargo, estas 

estrategias quedan fuera del marco teórico de importancia para este documento. 

En general, los componentes de un biosensor trabajan juntos para proporcionar 

un método de detección rápido, sensible y preciso para una amplia gama de analitos. 
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Figura 1.3. 1. Esquema de los componentes generales de un biosensor. (Imagen 

original realizada en Biorender e Illustrator) 

Parte de las ventajas de los biosensores es que son sistemas modulares que una vez 

optimizados pueden expandirse a otras aplicaciones al cambiar la partícula de 

reconocimiento. Sin embargo, existen obstáculos que deben abordarse para mejorar su 

rendimiento y aplicabilidad. Dentro de los principales desafíos para los biosensores se 

encuentran: 

1. Especificidad y selectividad: Este es uno de los mayores retos que presentan estos 

sistemas. Usualmente las interacciones biológicas tienen cierto rango de 

flexibilidad para el reconocimiento de familias estructurales encontradas en la 

naturaleza, por lo pueden generarse falsos positivos.  

Bizzotto et al, 2018; explica como la presencia de defectos en la superficie y la 

misma agregación de la muestra al biosensor generan problemas en la 

sensibilidad de la detección. A lo largo de dicha revisión bibliográfica se resalta la 

importancia de la caracterización de las superficies a través de AFM y la 

microscopia para el control de calidad del anclaje de las partículas de 

reconocimiento durante el desarrollo de sensores confiables.  

2. Sensibilidad: Los biosensores deben ser lo suficientemente sensibles para 

detectar el analito de interés en bajas concentraciones. Mejorar la sensibilidad 

de los biosensores es un desafío especialmente para analitos que se encuentran 

en muy bajas concentraciones.  
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Por ejemplo, en la investigación presentada por Ávila et al, 2013; demostraron 

que la afinidad presentada por los biosensores basados en ADN anclados a una 

superficie de oro es modulada por la concentración efectiva de la partícula de 

reconocimiento, en lugar de la afinidad asociada a la interacción como tal. La 

densidad con la que el ADN está empaquetado en la superficie del sensor, que 

generalmente es dependiente del área superficial e incluso el volumen de esta, 

afectan la afinidad observada (y, por lo tanto, al límite de detección y 

especificidad del sensor). De hecho, la especificidad óptima solo se puede lograr 

en el régimen limitado por la concentración, por lo que las condiciones 

experimentales deben ajustarse para llevar el sensor a este estado. Es decir que 

las condiciones bajo las cuales se generan las curvas de calibración de los 

biosensores de superficie tienen que ser cuidadosamente desarrolladas tomando 

en cuenta la capacidad de la superficie para albergar dichos puntos de 

reconocimiento.  

3. Estabilidad y reproducibilidad: Para proporcionar resultados consistentes y 

confiables, los biosensores deben ser estables y reproducibles en el tiempo. Este 

es un problema para los sistemas que utilizan elementos de detección biológicos 

que se degradan con el tiempo.  

Lu et al, 2020; presentaron una investigación en la que emplean nano cápsulas 

para proteger a las enzimas que fungían como partículas de reconocimiento en 

su sistema de detección. Dicho grupo descubrió que al aplicar una capa delgada 

de polímero permeable a la glucosa sobre la enzima glucosa oxidasa permitía no 

solo mantener un buen rendimiento en la detección, sino que también permitía 

que el sistema fuera usado varios ciclos aun en condiciones con altas 

temperaturas y en presencia de solventes orgánicos polares. Después de 1 hora 

de incubación a 65°C, el biosensor retuvo el 92% de su actividad catalítica original 

de oxidación de glucosa. A su vez, después de la incubación en una mezcla de 

EtOH/agua (50:50), el sistema mantuvo el 94% de su bioactividad original. Esta 
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investigación es importante pues cambia el paradigma de los biosensores 

tradicionales, los cuales solo pueden ser utilizados en fase acuosa debido a su 

inestabilidad en solventes orgánicos, variaciones de temperatura y ciclos fijos de 

uso.  

4. Interferencia: La temperatura, el pH y otros productos químicos pueden afectar 

el rendimiento de los biosensores al irrumpir la naturaleza biológica de la 

interacción requerida para la detención.  

Park et al, 2019; demostraron que la adición de una bicapa de lípidos como 

barrera entre la muestra biológica y la superficie de detección puede evitar la 

degradación o afectación del sistema debido al efecto de la matriz, así como la 

posibilidad de generar señales más estables a lo largo del tiempo. 

5. Integración con matrices complejas: Los analitos en matrices complejas como 

sangre, alimentos o muestras ambientales pueden plantear dificultades ya que la 

matriz puede interferir con el proceso de detección.  

Sin embargo, Zhu et al, 2022; describieron un sistema en el que usaron un 

aptámero con la capacidad de inhibir a la enzima oxidasa presente en 

Staphylococcus aureus, reduciendo la posibilidad de la bacteria de oxidar Mn3O4. 

Este grupo encontró que la funcionalización de nanopartículas de hierro 

paramagnéticas con el aptámero permitía el procesamiento requerido para 

disminuir el efecto matriz en muestras de agua de lago, agua de río, leche y 

muestras de pollo. Dicho biosensor permitía la detección de la bacteria a través 

de colorimetría, pues ante la inhibición de la oxidación no ocurría un cambio 

significativo en la absorbancia del medio posterior a su procesamiento.  
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 La detección de esporas y otras estructuras pertenecientes a las bacterias del filo 

Bacillota que envuelven bacterias de la familia de los Clostridiales y los Bacillales han 

ganado interés en los últimos años debido a su papel activo en procesos infecciones o 

contaminación de alimentos. A continuación, se analizan algunos ejemplos de dichos 

sistemas usados para su identificación en diferentes tipos de muestras: 

 Clostridium sporogenes: 

 Esta bacteria puede ser encontrada en muestras de alimentos como el queso y es 

altamente resistentes a las condiciones de pasteurización por su capacidad de formación 

de esporas. Los sistemas de detección comunes a traves de medios de cultivos pueden 

tomar de entre 5 a 7 días, lo cual los hace ineficientes para su aplicación en procesos 

industriales. Shiner et al (2022), mostraron un método basado en PCR triplex para la 

detección e identificación de Clostridium sporogenes, Clostridium butyricum y 

Clostridium tyrobutyricum. En el que se obtuvieron límites de detección de 101 copias de 

genes específicos. Por lo que proponen el uso de este tipo de técnicas para el control de 

calidad de quesos y otros alimentos susceptibles a contaminaciones.  

A su vez, Wang et al (2009), propusieron un método basado en la fluorescencia 

generada cuando se pone en contacto terbio y el ácido dipicolínico. Por lo que el método 

consistió en el cultivo de esporas de estas bacterias en presencia de TbCl3 como 

germinante sustituto del calcio. Una vez que las esporas germinan, estas liberan el ácido 

dipicolínico produciendo una señal fluorescente medible. Sin embargo, este mecanismo 

de germinación es compartido entre todos los formadores de esporas, por lo que su 

selectividad es considerada como muy baja. 

 Bacillus anthracis: 

 Posiblemente es una de las bacterias en la que se ha inver}do mayor can}dad de 

recursos para su detección, esto debido a su alto potencial como arma biológica. Dentro 

de las estrategias actuales se puede mencionar la de detección de marcadores gené}cos 

para su detección a través de PCR o secuenciación, tales como los plásmidos pOX1 y pOx2 

los cuales incluyen genes para la producción de toxinas (Moayeri et al, 2015). 
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Sin embargo, también se han desarrollado sistemas de biosensores. Por ejemplo, 

el sistema presentado por Kim et al (2013), en el que se demostró que a través de 

sistemas GFET (capítulo 1.4) con aptámeros inmovilizados se pueden alcanzar límites de 

detección de 12 aM para las toxinas de B. anthracis. Además del uso de aptámeros 

secundarios después del primer anclaje, también mejoraron la sensibilidad al alcanzar 

mayores saltos de potencial derivados de la presencia de dichas proteínas en la superficie 

de detección. 

 Otro ejemplo del tipo de sistemas desarrollados es el discutido por Swiecki et al 

(2006). Es esta investigación se generó un sistema para la detección de esporas de B. 

anthracis sin disrumpir su estructura. Para dicho objetivo se evaluó la afinidad de 

diferentes anticuerpos contra esporas de B. subtilis y B. anthracis. Se encontró que 

dentro de las proteínas más inmunogénicas fue el péptido BclA (constituyente del 

exosporium), posiblemente debido a su estructura constituida por secuencias repetitivas 

y glicosilaciones. Lo interesante de esta investigación es propone como prueba de 

concepto que las proteínas del exosporium tienen alto potencial de ser blancos 

moleculares para su uso en sistemas de detección. 

A lo largo de los diferentes sistemas discutidos, se puede apreciar el incremento 

del uso de aptámeros para la detección de bacterias, así como su combinación con 

técnicas como GFET y SPR para la cuantificación. Sin embargo, un tema recurrente es la 

baja caracterización de la especificidad. Esto impone un reto en matrices tan complejas 

como las endosporas bacterianas (Vidic et al, 2020; Fischer et al, 2015).  
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1.4  Grafeno como transductor de señales en sistemas de detección 

El grafeno es un material bidimensional compuesto exclusivamente por átomos 

de carbono sp2. Fue reportado por primera vez por Novoselov en el 2004 (Novoselov et 

al, 2004); en dicha publicación se demostró la existencia de una capa proveniente del 

grafito que presentaba alta conductividad eléctrica ante un potencial de voltaje aplicado 

a temperatura ambiente.  

Dichas propiedades descritas se deben a su estructura de banda prohibida de 0 

eV, lo que le permite conducir portadores de carga sin masa tales como electrones 

(negativos) o huecos (positivos) a una alta velocidad (Novoselov et al, 2004). 

Las propiedades físicas de este material lo hacen de gran interés para el 

desarrollo de sistemas de detección. Una de sus características más importantes es su 

alta área de superficie (Talat et al, 2019; Moulick et al,2022), la cual permite el anclaje 

de un gran número de biomoléculas en su superficie.  

Debido a esta versatilidad, se pueden desarrollar de manera modular sensores 

ante diferentes blancos, cambiando solo la particular de reconocimiento (Bonanni et al, 

2012; Salavagione et al, 2020; Li et al, 2016). A su vez, una alta área de superficie 

proporciona una la disminución de interferencias, lo que resulta en biosensores 

altamente sensibles. 

El grafeno también es un excelente conductor de electricidad, lo que lo hace ideal 

para crear biosensores electroquímicos (Balandin et al, 2008; Boyda et al, 2016, Samuels 

et al, 2015; Lu et al, 2018). Los biosensores electroquímicos utilizan la transferencia de 

electrones entre la superficie del sensor y las biomoléculas para detectar analitos 

específicos (Wu et al, 2022; Oliveira et al, 2022; Lu et al, 2021). La transparencia óptica 

del grafeno es otra propiedad que lo hace adecuado para aplicaciones de biosensores. 

Los biosensores ópticos utilizan la luz para detectar cambios en el entorno circundante, 

como cambios en el índice de refracción debido a la presencia de biomoléculas 

específicas. La transparencia óptica del grafeno permite el desarrollo de biosensores 

ópticos en donde se envuelven efectos como la fluorescencia (Gao et al, 2021; Zhang et 
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al, 2015; Ji et al, 2022). Esto a su vez, permite la medición simultanea de electricidad y 

óptica que en muchos sistemas es requerida para encontrar una correlación entre ambas 

respuestas. Por ejemplo, Jeong et al, (2022); demostraron que a pesar de que en la 

superficie de grafeno ocurrieran reacciones redox, el índice de refracción del material se 

mantenía estable y por lo tanto lograron realizar mediciones electroquímicas y 

colorimétricas simultáneamente entre disoluciones de hierro azul Prusia (KFeIIIFeII (CN)6) 

y blanco Prusia (NaKFeIIFeII (CN)6). 

1.4.a Métodos de obtención de grafeno 

Uno de los retos para la aplicabilidad del grafeno a gran escala son sus 

limitaciones para ser producido en alta calidad en masa. En la Figura 1.4.1, se pueden 

observar tres de las estrategias más usadas en la actualidad para la producción de 

grafeno (Sumdani et al, 2021; Urade et al, 2023). 

 

 
Figura 1.4. 1.Estrategias de producción de grafeno a gran escala (Imagen original 

realizada en Biorender e Illustrator). 

Dentro de las estrategias que más sobresalen por la calidad del grafeno generado 

son: 

 Exfoliación a partir del grafito:  

Esta técnica consiste en separar capas finas de grafeno que se encuentran en las 

superficies lisas del grafito (Large et al, 2020). Se puede llevar a cabo de manera 

mecánica a través de una cinta adhesiva para despegar las capas de grafito (Yi et al, 2015) 

de manera química usando agentes oxidantes como el permanganato de potasio 

(Betancur et al, 2018; Xia et al, 2020), o la expansión térmica que requiere de cambios 
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de temperatura bruscos para provocar el desprendimiento de capas (Wang et al, 2018; 

Zhou et al, 2019). 

 Deposición química en fase vapor: 

La deposición química de vapor (CVD por sus siglas en inglés) es una de las 

técnicas más ampliamente utilizadas para producir grafeno de alta calidad (Pezzini et al, 

2020). Consiste en la descomposición de un gas de hidrocarburos (como el metano) a 

altas temperaturas (Wang et al, 2018; Wang et al, 2023), para posteriormente promover 

su deposición sobre una capa delgada de metal (generalmente cobre o níquel). Dicho 

sustrato actúa como catalizador a altas temperaturas para promover la formación del 

arreglo en forma de hexágono del grafeno (Wang et al, 2018; Wang et al, 2023).  

1.4.b Ventajas del grafeno para su uso en el desarrollo de sistemas de 

detección 

El grafeno presenta varias ventajas para el desarrollo sistemas de detección. En 

primera estancia, su alta relación área superficial-volumen y su alta conductividad 

eléctrica lo convierten en un material ideal para la detección. Seguidamente, el grafeno 

es extremadamente sensible a los cambios en su entorno, lo que lo convierte en un 

material ideal para detectar diversos tipos de sustancias analíticas (Chen et al, 2022; 

Verma et al, 2022). En tercer lugar, las propiedades electrónicas únicas del grafeno 

permiten una detección rápida y precisa de analitos, lo que lo hace adecuado para el 

monitoreo en tiempo real.  

Posteriormente, la excepcional resistencia mecánica y flexibilidad del grafeno 

permiten la creación de sensores extremadamente duraderos y robustos lo cual le 

confiere alta versatilidad en sus aplicaciones (Akinwande et al, 2016; Papageorgiou et al, 

2017). Por último, el grafeno es compatible con una variedad de funcionalizaciones, lo 

que permite tener una alta variedad de objetivos de detección específicos (Bonanni et 

al, 2012; Salavagione et al, 2020; Li et al, 2016).  
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Sin embargo, también existen retos en el empleo de este material. La falta de un 

método estandarizado y escalable para producir grafeno de alta calidad es uno de los 

mayores obstáculos. Esto puede provocar una variabilidad y falta de consistencia en el 

rendimiento del sensor (Shahriari et al, 2021).  

Otro problema es la propensión del grafeno a interactuar fuertemente con otros 

materiales, lo que resulta en señales de fondo no deseadas y una reducción de la 

sensibilidad. Además, el grafeno es sensible a factores ambientales como la humedad, lo 

que puede afectar sus propiedades eléctricas e impedir la detección (Zou et al, 2017; 

Stulik et al, 2022). 

 Wu et al, (2022); demostró que también el óxido de grafeno puede generar 

interacciones inespecíficas con superficies biológicas (como por ejemplo con la bacteria 

Pseudomona aeruginosa) y los oxígenos del ácido carboxilo de la superficie. Es por esto 

por lo que la optimización de fuerza iónica y presencia de sales debe ser modulada de 

manera estricta.  

A su vez la funcionalización de la superficie debe ocurrir de manera completa, 

pues si existe la presencia de espacios no ocupados por la partícula de reconocimiento 

se corre el riesgo de interacciones inespecíficas debido a estos efectos. Para superar 

estas limitaciones, deben desarrollarse nuevas técnicas de fabricación y diseños de 

dispositivos.  

Finalmente, la comercialización de sistemas de detección basados en grafeno se 

ve afectada por obstáculos significativos como los altos costos de producción, la 

aprobación regulatoria y la competencia con tecnologías establecidas. 

 A pesar de estas dificultades, la investigación y el desarrollo en curso tienen 

como objetivo abordar estos problemas y desbloquear el potencial de los sistemas de 

detección basados en grafeno en una variedad de aplicaciones (Amiri et al, 2018; Shafiee 

et al, 2022). 
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1.4.c Métodos de caracterización de superficies de grafeno 

Para comprender su estructura, propiedades y posibles usos se deben realizar 

caracterizaciones espectroscópicas exhaustivas de las superficies de grafeno y sus 

derivados. Dentro de dichas técnicas de caracterización se encuentran: 

Espectroscopía Raman: Esta es una técnica no destructiva que puede revelar las 

características estructurales del grafeno, como el número de capas y defectos. Las 

bandas más características incluyen (Ni et al, 2008; Liu et al, 2013; Giegold et al, 2020) 

(ver Figura 1.4.1): 

Banda G: Esta es la señal Raman más prominente en el grafeno, el cual 

corresponde al modo vibracional en el plano de los átomos de carbono sp2. La banda G 

es una medida de la calidad de este y su intensidad es proporcional al número de capas 

en la muestra. Esta banda también tiene características especiales en el caso del óxido 

de grafeno, usualmente es una señal más ancha y presente en frecuencias más bajas 

debido a la presencia de oxígenos en grupos funcionales como hidroxilos (-OH) o ácidos 

carboxílicos (-COOH). 

Banda 2D: La banda 2D es la segunda señal Raman más intensa en el grafeno. Es 

una medida del número de capas, grado de cristalinidad y ordenamiento del apilamiento 

en un proceso de doble resonancia de dos fonones. Al igual que la banda G, esta también 

suele encontrarse en frecuencias más bajas en el caso del óxido de grafeno por la 

presencia de grupo funcionales con oxígeno.  

Banda D: Esta señal es generada por defectos en el grafeno que corresponden a 

los modos vibracionales de los átomos de carbono híbridos sp3, vacantes o bordes. La 

intensidad de esta es frecuentemente utilizada como un parámetro de control de 

calidad. En el caso del óxido de grafeno, esta señal incrementa por la presencia de los 

grupos hidroxilos y ácidos carboxílicos, por lo tanto, a mayor grado de oxidación mayor 

grado de desorden en la superficie. En el artículo presentado por Liu et al, 2013; 

demostraron que la intensidad de esta banda depende en gran medida de la capacidad 
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de acarrear densidad de carga en la superficie, por lo tanto, la señal decrece por la 

presencia de dopaje en la superficie. 

Banda G': Esta es una señal Raman que ocurre a una frecuencia ligeramente más 

alta que la banda G. Corresponde al modo fonónico óptico transversal del proceso de 

dos fonones y se utiliza para medir la tensión en el grafito.  

Otras señales: La espectroscopía Raman también puede detectar otros picos 

relacionados con la simetría y la funcionalización del material, además de los 

mencionados anteriormente. Como ejemplo, señales D+D' que corresponde a la señal 

inducido por el desorden o presencia de defectos en la superficie y la señal 2D'+G que 

aumenta en intensidad por la funcionalización de dicha superficie. En la investigación 

realizada por Giegold et al, 2020; se demuestra que esta última banda mencionada 

representa efectos electrónicos dependientes de la temperatura. Esto tiene que ver con 

el hecho que a altas temperaturas las poblaciones de fonones en la superficie varían 

debido a la eficiente interacción electrón-electrón, que a su vez puede generar 

alteraciones en las mediciones deseadas. 

 
Figura 1.4. 2. Regiones representativas de señales RAMAN en grafeno (Imagen original 

realizada Illustrator)  



40 
 

Microscopía electrónica de barrido (SEM): La morfología y topografía de las 

superficies de grafeno pueden estudiarse utilizando SEM. SEM utiliza un haz de 

electrones para crear imágenes de alta resolución de la superficie, y también puede 

usarse para el análisis elemental. Durante ese procedimiento se busca el análisis 

morfológico y topográfico de la superficie a través de la captura de imágenes de alta 

resolución (Park et al, 2012; Grodecki et al, 2016; Huang et al, 2018).  

También, se puede llevar a cabo el análisis elemental en la superficie. El uso de la 

espectroscopia asociada a rayos X dispersivos de energía (EDS), se pueden obtener 

espectrogramas de metales que podrían estar presentes en la lámina de grafeno o en su 

sustrato (Brintlinger et al, 2020). El uso de esta técnica y su aplicabilidad depende de 

diversos factores que deben ser optimizados cuidadosamente, tales como la energía del 

haz de electrones, la preparación de la muestra que terminan siendo destructivas de la 

superficie. 

Microscopía de fuerza atómica (AFM): AFM puede proporcionar imágenes de 

alta resolución de la superficie de grafeno, así como mediciones de topografía y 

rugosidad de la superficie (Pérez et al, 2019; Zhu et al, 2020). Para escanear la superficie, 

AFM utiliza una punta afilada en un cantiléver y puede proporcionar información sobre 

el grosor y la estructura del grafeno. Este método permite determinar la rugosidad de 

las superficies de grafeno (Zhu et al, 2020). La rugosidad de la superficie tiene un impacto 

en las propiedades electrónicas del grafeno, lo que la convierte en un parámetro crítico 

para medir.  

El AFM puede medir la rugosidad en una variedad de escalas de longitud, desde 

nanómetros hasta micrómetros (Panigrahi et al, 2012). Otra variable que puede ser 

caracterizada es el potencial de superficie. Dicho parámetro influye en la interacción del 

grafeno con otros materiales, así como en sus propiedades electrónicas (Lang et al, 

2020). La medición se enfoca en calcular la fuerza de atracción entre la sonda y la 

superficie, usualmente la punta del AFM es funcionalizada con un grupo funcional que 

permita medir dicha interacción.  
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Espectroscopía de fotoelectrones de rayos X (XPS): La composición elemental y 

el estado químico de las superficies de grafeno se pueden determinar utilizando la 

espectroscopía de fotoelectrones de rayos X (XPS). XPS mide la energía de los electrones 

liberados de la superficie, lo que se puede utilizar para identificar enlaces químicos y 

grupos funcionales en la superficie. El análisis de XPS puede revelar la presencia de 

señales significativas cuando el grafeno contiene elementos tales como N, P, C o S (Jia et 

al, 2012; Zhang et al, 2013; Susi et al, 2015; Chiticaru et al, 2019) 

Nitrógeno (N): La energía de enlace del pico N 1s en el análisis de XPS puede 

revelar información sobre el tipo de grupo funcional de nitrógeno presente en el material 

basado en grafeno. Por ejemplo, si la energía de enlace está alrededor de 398-400 eV, 

indica nitrógeno piridínico, mientras que una energía de enlace de 401-403 eV sugiere 

nitrógeno pirrólico (Kim et al, 2021).  

Fósforo (P): Cuando se analiza mediante XPS, la energía de enlace del pico P 2p 

se puede utilizar para determinar el estado químico del fósforo en el material basado en 

grafeno. Por ejemplo, una energía de enlace alrededor de 131-133 eV se asocia con la 

presencia de grupos fosfato, mientras que una energía de enlace de alrededor de 129-

130 eV se asocia con la presencia de grupos fosfina (Kim et al, 2018). 

Carbono (C): El pico de carbono en el análisis de XPS puede revelar información 

sobre la estructura del grafeno y cualquier impureza o grupo funcional presente. La 

energía de enlace del pico C 1s puede indicar la presencia de grupos funcionales que 

contienen carbono-oxígeno, como grupos carbonilo, o carboxilo (Al-Gaashani et al, 2019; 

Kwan et al, 2015). La forma del pico de carbono también puede revelar cuánto desorden 

hay en la estructura del grafeno. 

Azufre (S): La energía de enlace del pico S 2p en el análisis de XPS puede 

proporcionar información sobre el estado químico del azufre en el material basado en 

grafeno. Por ejemplo, los grupos tiol tienen una energía de enlace de 162-164 eV, 

mientras que los grupos sulfóxido tienen una energía de enlace de 167-169 eV (Kim et 

al, 2018). 
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Microscopía de transmisión electrónica (TEM): Se puede utilizar para estudiar la 

estructura atómica y las imperfecciones del grafeno.  

TEM utiliza un haz de electrones de alta energía para atravesar la muestra de 

grafeno, proporcionando información sobre el número de capas, estructura cristalina y 

defectos (Stobinski et al, 2014).  

A través del patrón de difracción obtenido de una imagen de TEM se puede 

abstraer información sobre la orientación y disposición de las capas de grafeno en un 

material específico. A su vez, el número de capas en el material también puede ser 

determinado midiendo el contraste y el espaciado entre capas adyacentes (Meyer, 

2014). Al igual que el SEM, se pueden determinar vacantes, y dislocaciones en la 

superficie. Debido a que estos defectos pueden tener un impacto significativo en las 

propiedades mecánicas y electrónicas del grafeno, su detección es crucial para 

comprender el comportamiento del material (Xu et al, 2011; Meyer, 2014).  

1.4.d Perspectivas de las aplicaciones de grafeno en sistemas de 

detección 

 Las aplicaciones prácticas de los sistemas de detección basados en grafeno y sus 

derivados han aumentado exponencialmente. Sin embargo, existen tres metodologías 

de uso para el desarrollo de biosensores que son las más usadas.  

Los biosensores de transistor de efecto de campo de grafeno (GFET), son sistemas 

basados en el desarrollo de un transistor de grafeno que se utiliza como elemento de 

detección (Moulick et al, 2022). El biosensor GFET se crea depositando una lámina de 

grafeno sobre un sustrato aislante como el SiO2 (ver Figura 1.4.2).  

Posteriormente, se realiza la funcionalización de la superficie con la partícula de 

reconocimiento específica. Cuando el analito objetivo se une a la biomolécula en la 

superficie de grafeno, el transistor mide la conductividad eléctrica de la superficie. Los 

biosensores GFET tienen alta sensibilidad y selectividad, además de la capacidad de 

detectar biomoléculas en pequeñas cantidades.  
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Figura 1.4. 3. Esquema general de un sistema basado en GFET (Imagen original 

realizada Illustrator). 

Un ejemplo de biosensores basados en GFET es el descrito por Ban et al, 2022; 

donde usan dicho efecto para la detección y cuantificación del virus SARS-CoV-2 a través 

de su interacción con aptámeros anclados en la superficie de grafeno. Lo importante de 

este sistema es que alcanzó límites de detección en el rango de fM y nM, según la 

secuencia del aptámero usada. Dichos valores fueron comparables a los requeridos por 

la FDA, lo cual implica que el sistema tenía un rendimiento comparable con otros 

sistemas considerados más robustos para la detección del virus, como PCR. 

También se han desarrollado los biosensores basados en propiedades 

electroquímicas. El principio de su funcionamiento se basa en la reacción REDOX en la 

superficie del grafeno que permita la transferencia de electrones en el sistema. Por lo 

tanto, usualmente en el desarrollo de este tipo de sensores se usan enzimas que ante 

una reacción pueda generar metabolitos que puedan generar la transferencia de 

electrones.  

Un ejemplo representativo de dicho sistema es el arreglo de electrodos 

presentado por Chansaenpak et al, 2021; en el que un ánodo de óxido de grafeno fue 

funcionalizado con la enzima glucosa deshidrogenasa para generación de gluconolactona 

a través de la reducción de NAD+ a NADH, que genera el movimiento de electrones. Por 

otro lado, el cátodo compuesto por ácido 1-pirenobutírico N-hidroxisuccinimida ester 

contiene la enzima glucosa oxidasa, que genera gluconolactona y H2O2, posteriormente 

el peróxido de hidrogeno reacciona con la peroxidasa colocada en el medio para 

movilizar electrones a través del sistema. 
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También es posible realizar detección a través de fluorescencia. Li et al, 2022; 

usaron un sistema de aptámeros con “dots” de carbono funcionalizados con 

nanopartículas de oro y óxido de grafeno para la detección de glipican-3; un marcador 

molecular de carcinoma de hígado. A través de un sistema de detección FRET lograron 

cuantificar dicho analito en un rango de 5-100 ng/mL de suero humano.  

Otra posibilidad es el desarrollo de sistemas de detección SPR (resonancia de 

plasmón de superficie), como el presentado por Daher et al, 2022; en el que se anclan 

moléculas al óxido de grafeno para posteriormente colocar la muestra y ver cambios en 

la luz reflejada después de atravesar un prisma. Lo importante de este tipo de sistemas 

es que no solo permite la cuantificación y detección del analito, sino que también se 

pueden determinar constantes de interacción entre la muestra y lo anclado en el óxido 

de grafeno. En este caso en particular, el grafeno corresponde como una estructura clave 

para promover dicho anclaje, pero a su vez manteniendo la transparencia en la 

estructura para no intervenir en procesos de reflectancia requerido para el análisis. 
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1.5  Aptámeros como partículas de reconocimiento para el 

desarrollo de biosensores 

Los aptámeros son cadenas de ácidos nucleicos (ADN o ARN) de cadena simple o 

doble cuya composición varía entre 20-100 nucleótidos. Su nombre proviene de aptus 

(latín) refiriéndose a encaje y mers (griego) refiriéndose a porción, es decir “porción que 

encaja”. Dicha definición es apropiada en el contexto que los aptámeros cambian el 

paradigma simplista de considerar que los ácidos nucleicos “solo” transfieren 

información genética en su código, sino que también como se ha demostrado en virus 

(Chapman et al, 1995; Ogunbunmi et al, 2021) y más adelante en organismos más 

complejos (Wu et al, 2016; Harami et al, 2020), pueden modular la actividad de proteínas 

actuando como ligandos. 

Uno de los métodos para seleccionar/enriquecer aptámeros se denomina SELEX 

(Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment, Evolución sistemática de 

ligandos por enriquecimiento exponencial como traducción al español). Dicho método se 

basa en las metodologías de la química combinatoria, donde se parte de bases de 

secuencias aleatorias de entre 1014-1015, y a través de la interacción de exposición al 

blanco de interés, elución, purificación y amplificación se obtiene una secuencia con alta 

probabilidad de interacción (Lyu et al, 2021; Byun, 2021).  

Existen dos estrategias para el paso de exposición al blanco de interés, estas 

consisten en la exposición a la completa estructura biológica o al blanco específico de 

interés. La elección de dichas estrategias genera cambios metodológicos a lo largo del 

resto de pasos, tales como la consideración de la solubilidad del blanco en la disolución 

amortiguadora o la posibilidad de interactuar con epítopos complejos y poco 

direccionados que dificulten su posterior mecanismo de acción (Lyu et al, 2021; Moon et 

al, 2015).  

Canoura et al, 2021; demostró que después del proceso de selección usualmente 

las secuencias resultantes presentan afinidad y especificidad subóptima que puede ser 

mejorada a través de un proceso post-SELEX. Dicho proceso incluye la modificación 
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química de ciertos pares de bases y la evaluación del incremento o decrecimiento de su 

afinidad a través de SPR. A su vez, las herramientas computacionales son parte 

fundamental del análisis de aptámeros a lo largo del proceso, pues a través de modelos 

pueden evaluar las formas de anclaje más probables y como optimizar dicha interacción. 

El proceso de elución y purificación del aptámero generalmente consiste en la 

disrupción de la interacción con el blanco deseado, para su posterior procesamiento de 

amplificación y clonaje. Este último consiste en la copia exponencial a través de la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en ingles) para aumentar la 

concentración de dicha secuencia en específico (Lyu et al,2021). Ese proceso de elución, 

purificación y amplificación se repite de entre 4-20 veces, donde además se suele 

incrementar las condiciones desnaturalizantes del buffer de interacción para forzar 

constantes de interacción óptimas (Kong et al, 2015). 

Es importante recalcar que lo que se optimiza a lo largo del proceso SELEX es la 

estructura tridimensional que adopta dicha cadena de nucleótidos en las condiciones 

determinadas de dicho experimento. Esto por cuanto la interacción es mayoritariamente 

determinada por dominios estructurales como loops, hairpins, bulges, u otras 

conformaciones (Darfeuille et al, 2016; Sullivan, 2019) y modulada por fuerzas de Van 

der Waals, puentes de hidrogeno, interacciones electrostáticas o salt-bridges (Cai et al, 

2018). 
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Los métodos de validación de blanco son técnicas que infieren información del 

blanco molecular o modos de interacción entre la cadena de ácidos nucleicos y la 

proteína o blanco específico. Dentro de las más usadas se encuentran los marcajes 

moleculares o aquellos sin marcaje (Thevendran and Citartan, 2022).  

Según Thevendran y Citartan (2022), dentro de las técnicas que envuelven la 

presencia de marcadores moleculares para el estudio de interacciones aptámero-

proteína, se encuentran: 

Detección de fluorescencia: Los aptámeros pueden ser fácilmente marcados con 

estructuras fluorescentes como Alexa o Fluoresceína. Una vez que se dispone la 

interacción se pueden llevar a cabo la detección de dicha señal por medio de 

experimentos de transferencia de energía por resonancia de fluorescencia (FRET). Dicho 

método implica la presencia de fluoróforos donantes y aceptores, que dependiendo de 

la distancia entre ellos varía la intensidad en el espectro de emisión de estos (Wlodarczyk 

et al, 2008). Un ejemplo esta aplicación fue desarrollada por Gerhard and Hennig, 2021; 

donde modificaron el aptámero comercial de RNA “spinach” para generar la interacción 

con una proteína marcada con el fluoróforo mCherry. Una vez que se generaba la 

interacción, la longitud de onda de emisión se desplazó hacia la longitud de onda 

esperada para mCherry debido al complejo formado. 

Pruebas enlazadas a enzimas: Las pruebas enlazadas a enzimas emplean un 

aptámero o molécula de destino etiquetada con una enzima (Pawel et al, 2022). La 

quimioluminiscencia es una estrategia de revelado que consiste en la emisión de una 

señal como resultado a una reacción química. La peroxidasa de rábano picante (HRP – 

Horseradish peroxidase por sus siglas en inglés) cataliza una de las reacciones más usadas 

para la detección de interacciones, la cual consiste en la oxidación del luminol para 

generar una emisión a los 488 nm (Alegría-Schaffer, 2014) (Figura 1.5.1). 
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Figura 1.5. 1. Reacción de luminol catalizada por la peroxidasa de rábano picante. 

 El ensayo de oligonucleótido enlazado a enzima (ELONA) es un ejemplo, en el 

que la molécula de destino está inmovilizada en un soporte sólido y el aptámero está 

conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRP en inglés). Por lo que la actividad de 

la enzima HRP se utiliza para determinar si el aptámero se ha unido a la molécula de 

destino.  

Un ejemplo de este tipo de sistemas es el descrito por Shola and Kanayeva, 2022; 

donde ejecutaron dos tipos de ELONA, uno de detección directa y otro indirecto para la 

detección y cuantificación del virus SARS-CoV2. En el sistema de detección directo, 

proteínas recombinantes del “spike” del virus fueron inmovilizadas para su posterior 

interacción con un aptámero de ssDNA biotinilado. Posterior a dicha incubación, se 

agregó estreptavidina-HRP, en la que la sección de estreptavidina genero un complejo 

de alta especificidad y fuerza con la biotina del aptámero, y el HRP genero una reacción 

fluorométrica capaz de ser detectada. Este tipo de agentes de interacción y reacción para 

la generación de señales son los más usados, y se ha expuesto en diferentes tipos de 

sistemas (Cheng et al, 2021; Dortz et al, 2021; Fazrin et al, 2021) 

Ensayos de inmunoprecipitación: El uso de partículas magnéticas conjugadas con 

aptámeros es un ejemplo de estrategias de inmunoprecipitación. La molécula de destino 

se agrega a la muestra, y las partículas magnéticas unidas al aptámero se capturan 

usando un imán o una interacción derivada de la unión entre la biotina y la estreptavidina 

en el caso de aptámeros biotinilados (Figura 1.5.2). El lavado elimina las moléculas no 

unidas, y el complejo aptámero-blanco molecular se eluye y se detecta utilizando 

diversas técnicas como PCR, geles de electroforesis o espectrometría de masas (Bahreyni 

et al, 2021; Xi et al, 2022).  
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Figura 1.5. 2. Diagrama del método de inmunoprecipitación utilizando el enlace 

biotina/estreptavidina (Imagen original realizada en Biorender e Illustrator). 

Esta estrategia de análisis permite la fácil modificación de la partícula de 

reconocimiento para la detección de diferentes blancos moleculares. Un ejemplo de esto 

fue la investigación de Fellows et al, 2020; donde llevaron a cabo la optimización y 

desarrollo de múltiples secuencias de aptámeros para la detección de células de 

mamíferos, con especial interés en el reconocimiento del marcador linfocítico CD4. Por 

medio del uso de partículas magnéticas modificadas con estreptavidina realizaron el 

SELEX de las secuencias de oligonucleótidos, con el fin de solo elegir aquellas partículas 

cuyos valores de difusión lateral se vieran alterados por la presencia del complejo CD4-

aptamero. 

Western blot: Se pueden emplear dos tipos de estrategias, los análisis en 1-

Dimensión (1D) y los de 2-Dimensiones (2D) (Corrales & Calvete, 2014). Los análisis de 

Western Blot 1D corresponden al uso de los mismos tipos de geles SDS-PAGE (Discutidos 

en el capítulo 1.2) para su posterior transferencia a una membrana de PDVF. Dicha 

membrana funciona como un sustrato de estabilización para realizar los ensayos de 

interacción y revelado según el método elegido (Figura 1.5.3).  
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Figura 1.5. 3. Esquema general del proceso de Western Blot para el análisis de 

interacciones (Imagen original realizada en Biorender e Illustrator). 

Por otra parte, cuando existen mezclas complejas de péptidos es recomendable 

la realización del análisis 2D (Corrales & Calvete, 2014). El Western Blot 2D corresponde 

a la separación de los péptidos a partir de su punto isoeléctrico y posteriormente a partir 

de su masa molecular. Por lo tanto, el primer paso requiere de la técnica del 

Isoelectroenfoque. Dicha técnica consiste en la adición de la muestra en una tira de gel 

especializada (IPG) que contiene anfolitos. Estos anfolitos son polímeros inmovilizados 

con una cantidad determinada de grupos amino y carboxílicos que permiten la 

separación de péptidos según su punto isoeléctrico debido a las cargas que poseen (Tran 

et al, 2008) (Figura 1.5.4). 
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Figura 1.5. 4. Isoelectroenfoque de péptidos según su punto isoeléctrico debido a los 

anfolitos en el gel especializado (Imagen original realizada en Biorender e Illustrator). 

Adicionalmente, también es posible detectar las interacciones del aptámero con 

su blanco sin necesidad de marcaje. Algunos ejemplos de este subgrupo de estrategias 

se detallan en Thevendran and Citartan (2022):  

Resonancia de Plasmón de Superficie (SPR): La SPR es una técnica de biosensores 

que no requiere el marcaje de las estructuras involucradas (Horackova et al, 2017). Dicho 

método detecta cambios en el índice de refracción cerca de una superficie de metal que 

normalmente es oro.  

En un experimento usual de SPR, el aptámero se inmoviliza en una superficie, y 

se inyecta la muestra que contiene la molécula objetivo sobre la superficie. La unión del 

aptámero a la molécula objetivo provoca un cambio en el índice de refracción, que puede 

medirse en tiempo real. La cinética y la afinidad de la interacción del aptámero son 

valores que pueden ser calculados a través de este ensayo.  

Wang and Li, 2022; llevaron a cabo la optimización de un sistema de detección 

de marcadores moleculares de la inflamación en células cardiacas, en la que usaron el 

anclaje de aptámeros en una placa de oro y sistemas de microfluídica para detectar 

proteína C reactiva y troponina I cardiaca, las cuales elevan su concentración durante 

episodios de enfermedades cardiovasculares. Lo interesante de este ensayo es que a 

través de SRP demostraron que la densidad de aptámero por cm2 de lámina de superficie 
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tiene el potencial de incidir negativamente en los límites de detección tanto cuando la 

densidad es muy alta o baja.  

Adicionalmente, se analizó el efecto de la densidad de modificación de superficie 

puede tener un impacto en la interacción a través de fenómenos de repulsión estérica o 

la interacción entre cadenas de aptámeros en vez del plegamiento como ssDNA. Por lo 

tanto, esta técnica no solo permite el estudio de fuerza de interacción, sino que a su vez 

permite el entendimiento del mecanismo de interacción entre la partícula de 

reconocimiento y el blanco molecular. 

Espectroscopía de Impedancia Electroquímica (EIS): Este método detecta los 

cambios en las propiedades eléctricas de una superficie al unirse una sustancia objetivo 

(Bogomolova et al, 2009). Funciona bajo un mecanismo similar al SRP, donde el 

aptámero se inmoviliza en una superficie de electrodo de oro, y se agrega la muestra que 

contiene la molécula objetivo. La unión del aptámero a la molécula objetivo altera las 

propiedades dieléctricas de la superficie, lo que resulta en cambios en la impedancia que 

se pueden medir.  

Ferreira et al, 2010; usaron ambas técnicas EIS y SPR para estudiar la adsorción 

de HRP a dsDNA en un electrodo de oro. Uniendo ambas técnicas lograron demostrar 

que la formación de los complejos HRP-dsDNA es favorable siempre y cuando las 

constantes cinéticas de la interacción (calculadas a través de SRP), fueran comparables 

a la energía de unión entre el aptámero y la proteína (calculadas a través de EIS).  

Sin embargo, tal y como es discutido por Bogomolova et al, 2009, esta técnica 

tiene las limitaciones inherentes a la cuantificación electroquímica, tales como que no es 

posible distinguir entre una interacción especifico o inespecífica, la alteración en la 

interacción aptámero-blanco molecular por la presencia de ferrocianuros de hierro como 

agentes REDOX del sistema o la fácil contaminación de los electrodos durante la 

medición. 
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Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM): Este método mide las fluctuaciones en 

la frecuencia de un cristal de cuarzo como resultado de la interacción entre dos 

moléculas.  

En los experimentos de QCM, la molécula blanco se inyecta sobre la superficie de 

un aptámero inmovilizado en un cristal de cuarzo recubierto de oro. La frecuencia del 

cristal cambia cuando la molécula objetivo se une al aptámero, lo que se puede medir 

en términos de resonancia (Hz) (Hianik et al, 2005).  

MacDonald et al, 2019; desarrollaron el análisis para demostrar la interacción 

entre un aptámero de DNA y la L-tirosinamida a través de la formación de un complejo 

de bajo peso molecular. Durante este ensayo y la combinación de ambas técnicas se 

describió la importancia del plegamiento del aptámero debido a las condiciones 

microlocales una vez que es anclado a una superficie. Dicho estudio es importante pues 

provee las bases técnicas para el entendimiento de las diferencias entre el 

comportamiento de aptámeros en disolución y aquellos anclados en la superficie, así 

como la complejidad de los procesos de plegamiento pueden modificar la formación de 

la interacción. 

En conclusión, tanto los enfoques basados en marcadores moleculares como los 

no basados en etiquetas tienen sus ventajas e inconvenientes cuando se trata de 

detectar interacciones entre aptámeros y sus blancos moleculares. Los enfoques 

basados en marcajes moleculares tienen alta sensibilidad, especificidad y la capacidad 

de detectar pequeñas cantidades de compuestos objetivo. Sin embargo, pueden ser 

costosos, requiriendo especialistas capacitados y la presencia de dichos marcadores 

pueden interferir con la propia interacción.  

Los enfoques sin etiqueta, por otro lado, permiten el monitoreo en tiempo real, 

la capacidad de estudiar la cinética y los aspectos termodinámicos de la interacción. Sin 

embargo, pueden ser menos sensibles y requerir equipos más sofisticados. La estrategia 

elegida dependerá de las necesidades específicas del experimento y los recursos 

disponibles.  
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1.6  Ácidos nucleicos: Una estructura definida por el balance de 

fuerzas opuestas – perspectiva orientada al modelaje de 

aptámeros 

Los ácidos nucleicos son biomoléculas que desempeñan un papel crucial en el 

almacenamiento y transferencia de la información genética. Sin embargo, los ácidos 

nucleicos también ejercen funciones estructurales y de reconocimiento de otras 

biomoléculas, en particular proteínas.  

La estructura de los ácidos nucleicos está definida por un equilibrio entre fuerzas 

opuestas: las repulsiones fosfato-fosfato y las interacciones atractivas entre las bases 

nitrogenadas. Debido a que ambas fuerzas interactúan con el ambiente químico, el 

entorno generado por el solvente también afecta la estructura de los ácidos nucleicos a 

través de la solvatación de cargas o debilitando la formación de interacciones atractivas 

entre nucleótidos (Hansel et al, 2018; Marin-Gonzalez et al, 2021).  

En detalle, las repulsiones entre los grupos fosfatos se refieren a las interacciones 

de repulsión que sufren las cargas negativas de los grupos fosfatos. Dicho estrés 

estructural puede afectar el pliegue conformacional de la cadena de nucleótidos 

evitando su repulsión, e incrementando la importancia de contraiones en el medio, tales 

como sodio y magnesio para estabilizar dichos sistemas.  

Las interacciones atractivas entre los nucleótidos se pueden dividir en dos tipos, 

las del tipo polar y no polar. Las del tipo polar corresponden al apareamiento de bases 

nitrogenadas entre purinas y pirimidinas (Hansel et al, 2018; Marin-Gonzalez et al, 2021). 

El modelo clásico de dicha interacción atractiva corresponde al indicado por Watson-

Crick donde adenina interactúa a través de dos puentes de hidrogeno con la timina en el 

ADN y uracilo en el ARN. Además, la citosina interactúa con la guanina a través de tres 

puentes de hidrogeno, promoviendo que la cadena sea más rígida. Sin embargo, en la 

actualidad se reconocen otro tipo de asociaciones no canónicas como las del tipo G-

cuádruplex, i-motifs o hairpins en los que se puede encontrar la presencia de puentes de 

hidrogeno entre bases nitrogenadas no esperadas, tales como Adenina con Citosina, 
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Timina con Guanina o la formación de complejos entre bases nitrogenadas del mismo 

tipo como Citosina con Citosina o Guanina con Guanina (Bansal et al, 2022).  

Si bien la estructura básica de la doble hélice del ADN es consistente, existen 

diferentes conformaciones o variaciones en su forma. Tres de las conformaciones de 

ADN más conocidas son A-ADN, B-ADN y Z-ADN, las cuales difieren en la orientación de 

los ángulos de las bases nitrogenadas con respecto al eje centrar del azúcar-fosfato y el 

grado de enrollamiento de la doble hélice (Record et al, 1981). 

El B-ADN es la forma más común de ADN en las células y es la estructura 

típicamente representada. Es una hélice que gira hacia la derecha con un diámetro de 

alrededor de 2 nm y 10 pares de bases por vuelta. Los pares de bases están orientados 

perpendicularmente al eje de la hélice, y la espina dorsal de azúcar-fosfato está en el 

exterior. La conformación del B-ADN es relativamente estable y se cree que es la forma 

biológicamente activa del ADN (Nieuwland et al, 2022; Dohnalova et al, 2021). El A-ADN 

es una hélice con gira hacia la derecha con un diámetro de alrededor de 2,6 nm y 11 

pares de bases por vuelta (Wahl et al, 1997).  

Los pares de bases están inclinados en relación con el eje de la hélice, lo que 

resulta en una estructura más compacta que la del B-ADN. Se cree que el A-ADN es un 

intermediario transitorio en la replicación y transcripción del ADN (Wahl et al, 1997). Por 

otra parte, el Z-ADN es una hélice que gira hacia la izquierda con un diámetro de 

alrededor de 1,8 nm y 12 pares de bases por vuelta. A diferencia del B-ADN y el A-ADN, 

que tienen una distribución relativamente uniforme de las bases A, T, G y C, el Z-ADN se 

caracteriza por una alta concentración de bases G y C. Se cree que el Z-ADN desempeña 

un papel en la expresión génica y puede estar involucrado en la regulación de la 

replicación y reparación del ADN (Rich & Zhang, 2003). 

Las conformaciones de ADN A, B y Z se observan principalmente en el ADN de 

doble cadena, aunque se ha sugerido que tramos cortos de ADN de cadena sencilla como 

los encontrados en los aptámeros también pueden adoptar estas conformaciones en 

ciertas condiciones, en especial la conformación Z-ADN. Sin embargo, se cree que 
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cadenas cortas tienden a adoptar conformaciones más desordenadas y flexibles (Doluca 

et al, 2013). 

Las interacciones del tipo no polar corresponden a interacciones hidrofóbicas que 

surgen de la interacción a lo largo del eje por el apilamiento de las bases nitrogenadas y 

los azucares presentes en los nucleótidos. Dichas interacciones ejercen un efecto 

importante en la estructura de los ácidos nucleicos, pero además modulan la interacción 

que estos podrían tener entre ellos y con otras macromoléculas (Hansel et al, 2018) 

Sumado a lo anterior, dentro de los principales desafíos en el estudio de la 

estructura de los ácidos nucleicos es su tamaño y flexibilidad. Sin embargo, desde el 

punto vista evolutivo y de función, la combinación entre una alta masa molecular con 

flexibilidad tiene implicaciones en la versatilidad de la interacción con otros complejos 

moleculares. Esto se puede analizar en el contexto de algunas interacciones entre ácidos 

nucleicos y proteínas que son regulatorias en procesos de la transcripción y traducción 

de genes, tales como la polimerasa ARN T7, la interacción nucleosoma/ADN o la proteína 

de unión a la caja TATA (TBP) (Marko, 2015). En dichos ejemplos los cambios 

estructurales de la doble hélice afectan su interacción con ciertas familias proteicas que 

comparten mecanismos moleculares de reconocimiento (Taranova et al, 2014).  

Dentro de las implicaciones más importantes de la flexibilidad de los ácidos 

nucleicos en el contexto de la interacción con proteínas es la degeneración del código 

genético (Rozov et al, 2016). Dicha degeneración consiste en que un mismo aminoácido 

puede ser codificado por diferentes secuencias de codones. Dicha redundancia se puede 

entender como uno de los mecanismos más antiguos en la teoría de la información para 

la corrección de errores, y por lo tanto es fundamental en la robustez del proceso de 

traducción de proteínas. Sin embargo, desde el punto de vista estructural se genera el 

dilema de como la tercera base del anti-codón en el ARN de transferencia puede aun 

producir cierto efecto de especificidad flexible para la interacción con el codón presente 

en el ARN mensajero.  
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Como fue mostrado por Rozov et al, 2016; el reconocimiento del ARN de 

transferencia se basa mayoritariamente en complementariedad estérica y receptividad 

estructural mediada por el ambiente generado entre las modificaciones 

conformacionales encontradas en el mismo ARN de transferencia y el complejo ARN 

mensajero-ribosoma después de la interacción con las primeras dos bases del anti-

codón. Esto genera cambios estructurales que le dan una mayor amplitud de interacción 

no canónica entre la tercera base del anti-codón, la cual es usualmente llamada wooble 

y traducida al español como “tambaleante”, con el codón correspondiente. 

Basado en lo anterior, es importante recalcar que a su vez la secuencia, la 

presencia de nucleótidos modificados y variaciones en conformaciones modulan la 

flexibilidad en el microambiente de la interacción (Marin-Gonzalez, 2021).  

En los últimos años han avanzado las técnicas que permiten el estudio estructural 

de los ácidos nucleicos tanto desde el punto de vista experimental como de modelos 

computacionales. Cada una de dichas estrategias presenta una serie de ventajas y 

desventajas. Sin embargo, vale la pena recalcar la importancia de la razón por la que se 

realizan dichos experimentos, pues de antemano se debe tener en cuenta la inherente 

flexibilidad y amplio espacio conformacional del ADN y ARN tratados con anterioridad. 

1.6.a Estrategias Experimentales para la elucidación de estructuras 

tridimensionales de ácidos nucleicos 

Dentro de los métodos experimentales que permiten la elucidación de 

estructuras tridimensionales de ácidos nucleicos se encuentran: 

Cristalografía de rayos X: esta es una técnica ampliamente utilizada para 

determinar la estructura 3D de biomoléculas, incluyendo ácidos nucleicos. El método 

consiste en el cultivo cristales y para luego exponerlos a rayos X que generan patrones 

de dispersión de las nubles electrónicas de los átomos específicos asociados a la 

estructura (Edwards et al, 2009). Sin embargo, la cantidad de estructuras elucidadas a 

través de esta técnica es limitada por la dificultad y variabilidad que tiene la generación 
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de celdas unidades con la calidad suficiente para obtener densidades electrónicas de 

buena resolución (Trachman et al, 2019). 

Resonancia Magnética Nuclear (NMR en inglés): La espectroscopía de NMR 

consiste en la aplicación de un campo magnético fuerte a la estructura de interés en 

disolución. Luego de dicho proceso, ocurre la precesión del spin nuclear. Dicho 

fenómeno permite determinar el ambiente químico de los átomos en una molécula por 

lo que se puede utilizar para crear modelos 3D. 

 Existen múltiples protocolos para elucidación de estructuras, dentro de estos se 

encuentran el 1H-NMR, 13C-NMR, 15N-NMR, F-NMR, TROSY, y NOESY como los más 

comunes aplicados a ácidos nucleicos (Al-Hashimi, 2013). Todos estos protocolos 

enfrentan retos, como la amplia flexibilidad conformacional de las estructuras y la baja 

concentración en la que usualmente pueden aislarse o sintetizarse. Esto último genera 

que el marcaje molecular sea un proceso caro y por lo tanto la realización del análisis a 

través de 13C-NMR y 15N-NMR tiende a ser un reto en laboratorios no especializados.  

La cantidad de protones en comparación con la cantidad de heteronúcleos es 

baja, por lo tanto, el desarrollo de análisis 1H-NMR implica la obtención de resultados 

que no permiten elucidar estructuras de alta masa molecular, esto debido a que las tasas 

de relajación transversal de los protones son altas y, por lo tanto, sus anchos de línea son 

grandes y se solapan entre sí (Schnieders et al 2020; Al-Hashimi, 2013).  

Los nucleótidos no solo son pobres en protones, sino que sus protones imino y 

amino a menudo están involucrados en diferentes procesos de intercambio con 

solvente. El protón imino está en un intercambio rápido con el agua del solvente si no 

está protegido del intercambio, principalmente a través de enlaces de hidrógeno o, en 

casos raros, la protección estérica contra el intercambio (Schnieders et al 2020; Bottari 

et al, 2020).  

Esta característica permite la determinación rápida de estructuras secundarias 

estables generada por la interacción con el ligando, ya que solo se pueden detectar los 

protones imino protegidos del intercambio (Latham et al, 2009). Pero también conduce 
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a la pérdida de información sobre las regiones dinámicas de los nucleótidos, ya que los 

nucleótidos en estas regiones no están involucrados en redes de enlaces de hidrógeno 

estables y las resonancias de protones imino se amplían más allá de la detección (Bottari 

et al, 2020). Sin embargo, a menudo las regiones dinámicas de los ácidos nucleicos están 

involucradas en procesos funcionales, como la unión a ligandos o proteínas. 

En general, las señales obtenidas a través de H-NMR permiten conocer detalles 

generales sobre la conformación y la dinámica del aptámero (Sakamoto, 2017). Los 

desplazamientos químicos encontrados en estos espectros pueden ayudar a revelar 

ciertas interacciones o dinámicas de los azucares de la cadena. Por ejemplo, señales 

entre 5,0-5,5 ppm sugieren un acodalamiento del protón del azúcar C2'-endo, mientras 

que entre 3,0-3,5 ppm sugiere un acodalamiento del protón azúcar C3'-endo 

(Boisbouvier et al, 2000). 

 Los desplazamientos químicos de los protones involucrados en interacciones de 

apareamiento de bases también pueden proporcionar información sobre la estabilidad 

y la forma de los pares de bases. Los pares de bases Watson-Crick, por ejemplo, tienen 

desplazamientos químicos de alrededor de 10-12 ppm que se deben a la formación del 

puente de hidrogeno (proton imino), mientras que las bases no canónicas pueden tener 

desplazamientos químicos diferentes (Bothe et al, 2011; Novakovic et al, 2020). 

Los desplazamientos químicos de los protones aromáticos proporcionan 

información sobre las interacciones de apilamiento derivadas de interacciones no 

polares entre las bases. Los protones aromáticos en las bases de ADN tienen 

desplazamientos químicos de 7-9 ppm. El protón H8 (A) de adenina puede desplazarse 

químicamente alrededor de 7,9 ppm, mientras que el protón H8 (G) de guanina puede 

desplazarse químicamente alrededor de 8,2 ppm. El protón H6 (A) de adenina puede 

desplazarse químicamente alrededor de 8,1 ppm, mientras que el protón H1 (T) de 

timidina puede desplazarse químicamente alrededor de 9,0 ppm (Bothe et al, 2011; 

Conroy et al, 2022) (Figura 1.6.1) 
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Figura 1.6. 1. Numeración de los átomos de los nucleótidos presentes en las cadenas 

de ADN (Figura original generada en ChemDraw 16.0 e Illustrator) 

Microscopía crioelectrónica (cryo-EM): Esta técnica consiste en congelar la 

biomolécula de interés en una capa delgada de nitrógeno líquido y luego bombardearlo 

con electrones. Los electrones se dispersan en los átomos de la molécula, lo que resulta 

en una imagen de proyección 2D, para su posterior reconstrucción del 3D de dicha 

estructura (Kappel et al, 2020). 

1.6.b Estrategias Computacionales 

De manera general dichos enfoques son: análisis a través de mecánica cuántica 

(QM), modelos clásico-cuánticos híbridos, modelos clásicos de dinámica molecular, 

modelos de grano grueso (coarse-grain por su traducción al inglés), y modelos 

mesoscópicos (Dans et al, 2016). 



61 
 

Los enfoques que usan mecánica cuántica son también llamados “ab initio”. La 

aplicación de estos modelos provee resultados de alta confianza, sin embargo, para 

modelar dichos sistemas se requiere de una gran inversión computacional que hace 

imposible el análisis de sistemas a gran escala (Skupa et al, 2017; Motycka et al, 2014).. 

Actualmente, muchos algoritmos de esta índole son usados para la validación de campos 

de fuerza que se aplican en los modelos clásicos. La mayor desventaja de este marco de 

análisis es la poca utilidad práctica para la resolución de sistemas complejos de 

oligonucleótidos (Hansel et al, 2018) 

Los métodos clásico-cuánticos híbridos (QM/MM, por sus siglas en inglés) son 

más eficientes que los métodos cuánticos desde el punto de vista de los recursos 

computacionales requeridos. Dentro de sus mayores usos son el análisis de la 

transferencia de carga y las propiedades espectroscópicas en los ácidos nucleicos. Estos 

análisis han permitido el estudio de la neutralización de especies reactivas de oxígeno 

que causan la mutagénesis del ADN. Sin embargo, siguen teniendo mayor aplicación a 

sistemas de alta energía y de bajo peso molecular (Hansel et al, 2018). 

Los algoritmos de campos de fuerza atomística clásica son otro tipo de modelo 

utilizado para estudiar los ácidos nucleicos. Se basan en la suposición de que el campo 

de fuerza macromolecular se puede definir mediante la adición de los campos de fuerza 

individuales de los bloques de construcción (Hansel et al, 2018). Sin embargo, la gran 

magnitud de las interacciones nucleótido-nucleótido, especialmente la repulsión 

fosfato-fosfato, puede llevar a inestabilidades estructurales. Se han desarrollado campos 

de fuerza de tercera generación, como parmbsc0, para abordar algunas de las 

limitaciones de los campos de fuerza desarrollados inicialmente (Hansel et al, 2018).  

Los modelos de grano grueso son modelos útiles cuando las escalas de tiempo o 

longitud accesibles por los métodos clásicos de dinámica molecular no logran abordar 

preguntas orientadas a la funcionalidad macro de la cadena de nucleótidos. Esto se debe 

a que este tipo de análisis reduce significativamente el costo computacional. Se pueden 
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considerar sistemas que simplifican la función de energía y reducen los grados de 

libertad agrupando átomos en "cuentas de collar" (Dans et al, 2010).  

El uso de estos modelos ha permitido predecir el plegamiento de cadenas de 

nucleótidos, ya sea mediante un enfoque “top-down” donde se definen un conjunto de 

métricas objetivo para ajustar los parámetros de un conjunto predefinido, o mediante 

un enfoque de “bottom-up” que intenta predecir fuerzas de interacción basado en un 

potencial de fuerza media (PMF) derivado de simulaciones atómicas. Los cálculos de PMF 

por pares se usan típicamente de manera iterativa, con formas funcionales simples de 

energía como potenciales armónicos asociados a las representaciones tipo Lennard-

Jones y Coulomb (Hansel et al, 2018).  

Las representaciones de Lennard-Jones y Coulomb son modelos matemáticos que 

describen interacciones no enlazantes entre átomos (Wilian et al, 2014; Zha et al, 2014). 

En particular, Lennard-Jones es una expresión matemática que permite el análisis de 

fuerzas atractivas y repulsivas entre dos cuentas de collar de dicho sistema (Fórmula 

1.8.1). El potencial (Vr) corresponde a la energía potencial entre ambos cuerpos en una 

distancia determinada. Es por esta razón que estos modelos tienen gran utilidad en el 

análisis del plegamiento conformacional de cadenas de nucleótidos, pues la optimización 

de dicho potencial con respecto a distancia permite encontrar el nivel de mayor 

estabilidad en dicho sistema.  

De la misma manera, el potencial de Coulomb es usado para describir las 

interacciones electrostáticas entre átomos o iones (Fórmula 1.8.2). La energía potencial 

(Ve) también describe la energía entre dos cargas que están separadas una distancia 

determinada. Es importante recalcar que a pesar de tener implicaciones macro en el 

modelaje molecular, las estructuras obtenidas no cuentan con refinamiento de ángulos, 

efectos de polarización y transferencia de carga que otros enfoques otorgan y que en 

muchos casos describen los sistemas encontrados en la naturaleza (Zha et al, 2021). 

Finalmente, es importante mencionar que estos modelos también cuentan con 
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algoritmos adicionales, aunque menos refinados que los clásicos de modelado 

molecular, para la descripción del efecto del solvente en el sistema.  

Los modelos usados están enfocados en aproximaciones de Debye-Huckel, o 

modelos híbridos donde se define el agua o solvente como cuentas de collar en una 

dimensión del espacio (Semiromi et al, 2012; Hansel et al, 2018).  

𝑉& = 4𝜀	(('
&
)() − ('

&
)*)     [1.8.1] 

 

𝑉! = 4𝜀	(('
&
)() − ('

&
)*)     [1.8.2] 

 

Gracias a las metodologías anteriores, a la unión de distintos sistemas de análisis 

y modelos; se han desarrollado métodos de predicción de estructuras de ADN y ARN, 

que a su vez han sido validadas a través de estructuras resueltas por RMN, cristalografía 

de rayos X o microscopía crioelectrónica. A pesar de que los datos son escasos se han 

logrado modelar de manera exitosa estructuras que experimentalmente serian 

imposibles de caracterizar tales como algunas encontradas en secuencias de aptámeros 

debido a su alta flexibilidad y múltiples conformaciones.  
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Capítulo 2: Materiales y métodos 

2.1. Extracción de proteínas y corrida de geles SDS-PAGE 

 Los experimentos presentados a continuación fueron llevados a cabo en el Centro 

de Investigación en Enfermedades Tropicales (CIET). 

Debido a que se requería el análisis de las capas más externas de la espora de C. 

difficile y las técnicas requeridas tenían que ser basadas en geles, se siguieron los 

siguientes procedimientos descritos para los diferentes sistemas de extracción: 

 Permpoonpattana et al, 2011 (Tratamiento 1): Buffer de borato de sodio 

(0,1 M) a pH 10 en proporción 1:1 con las esporas, en presencia de 50 mM con incubación 

durante 75 minutos a 68 °C. Durante la ejecución de esta tesis se encontró que aun 

incubando dicho buffer de extracción por 15 minutos a 99 °C es posible obtener los 

mismos resultados descritos en el artículo original. A su vez, el uso de columnas de 

diálisis para posterior purificación con límites de masa molecular de 3-5 kDa pueden 

mejoran la resolución de las bandas alcanzadas por el gel.  

 Escobar-Cortés, 2013 (Tratamiento 2): Buffer de 50 mM Tris-HCl (pH=8,0), 8M de 

Urea, 1% SDS (masa/volumen), 50 mM DTT con incubación por 90 minutos a 37 °C. 

 Barra-Barrasco et al, 2013 (Tratamiento 3): Buffer25 mM de Tris-HCl (pH=7,4), 

1% de sarcosil, 0,3 mg/mL proteinasa K y 2 horas de incubación a 37 °C. 

Posterior a la extracción de proteínas se corrieron geles siguiendo el protocolo 

descrito por la casa comercial BioRad para el desarrollo de análisis SDS-PAGE con geles 

al 7.5% poliacrilamida. Los geles consistieron en dos partes: gel separador y gel 

espaciador. Para la preparación del gel separador se usó: 1,9 mL de 

Acrilamida/Bisacrilamida 40% (CAS No. 79-06-01); 2,5 mL Buffer Separador pH 8.8 

(BioRad #1610798); 5,5 mL Agua destilada; 100 uL SDS 10% (CAS 151-21-3); 50 uL TEMED 

(CAS 110-18-9); y 50 uL persulfato de amonio 10% (CAS 7727-54-0). En cuanto a la 

preparación del gel espaciador se empleó: 0,5 mL de Acrilamida/Bisacrilamida 40% (CAS 

No. 79-06-01); 1,25 mL Buffer Espaciador pH 6.8 (BioRad #1610737); 3,2 mL Agua 
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destilada; 50 uL SDS 10% (CAS 151-21-3); 25 uL TEMED (CAS 110-18-9); y 25 uL persulfato 

de amonio 10% (CAS 7727-54-0). 

Una vez colocada la muestra en el gel se usaron a lo largo de esta tesis dos 

patrones de peso molecular o “escaleras” (BioRad #26630 y 26619). El gel se cubrió hasta 

la marca de “dos” en la cámara de electroforesis con buffer de corrida. Dicho buffer fue 

preparado previamente a traves de una disolución 10X de 30g de Tris-HCl, 144 g glicina, 

10 g SDS. El voltaje aplicado fue de 130 V por alrededor de 80 minutos hasta que el frente 

de corrida alcanzara el extremo final del gel. 

Posteriormente, los geles fueron transferidos a una disolución de azul de 

Coomasie por alrededor de 4 horas hasta que se obtuviera la coloración azul en todos 

los geles. Luego se añadió la disolución decolorante constituida en partes iguales de 

metanol, agua y ácido acético, la cual se dejó incubando a temperatura ambiente 

durante la noche en agitación constante de 65 rpm. Al día siguiente se tomaron las fotos 

en la cámara de luz. 

2.2 Cuantificación de proteinas por el método de Lowry 

Se uso el ensayo semi-cuantitativo DC Protein Assay (BioRad #5000111), el cual 

se basa en el método de cuantificación de Lowry, usando un espectrofotómetro Synergy 

HTX (BioTek) para la lectura colorimétrica. Además, la curva de calibración se realizó a 

través de estándares de albumina de suero bovino (BSA).  

 En la Figura 2.2.a, se puede observar el mecanismo de dicho ensayo. En términos 

generales, los iones de cobre (Cu2+) presentes en la mezcla agregada durante el primer 

paso son reducidos (Cu+) por los aminoácidos Tirosina, Triptófano y Cisteína. Una vez que 

dicha interacción se ha generado, se agrega el reactivo Folin-Ciocalteu el cual consta de 

dos componentes principales: Ácido fosfotúngstico y el Ácido Molíbdico. Este segundo 

paso es crítico desde el punto de vista del equilibrio REDOX de la mezcla de reacción, 

debido a que se produce la oxidación del cobre y la reducción del molibdeno que genera 

el azul de molibdeno (Mo5+) (Brown, 1992). 
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Figura 2.2. a. Mecanismo general de la detección colorimétrica de proteínas por el 

método de Lowry (Imagen original realizada en Biorender e Illustrator). 

Con el fin de evitar múltiples curvas de calibración y ensayos que puedan 

incrementar la variabilidad del método de cuantificación. Se decidió almacenar 100 uL 

de cada lote de esporas de C. difficile CQ33 (ribotipo 027) recibidos entre el periodo del 

14 de febrero del 2019 al 24 de septiembre del 2019 para ser analizados el mismo día 

con una sola curva de calibración (Anexo 2.1a) el 24 de septiembre del 2019 (Figura 

2.2.b). Dicho almacenamiento se llevó considerando la alta estabilidad que tienen las 

estructuras de las esporas a -20 °C en BSA al 1%, y de esta manera evitar múltiples ciclos 

de congelación/descongelación (Dufrenne et al, 1994; Freeman and Wilcox, 2003). 

 
Figura 2.2. b. Diagrama de lotes de C. difficile recibidos para la posterior extracción de 

sus proteínas, análisis por geles y ensayo de cuantificación por Lowry. 
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 Cada lote se dividió en tres partes iguales y se realizó la extracción mencionada 

en la sección anterior. En la Tabla 2.1.1 se exponen organizados por tratamientos. Vale 

la pena recalcar que cada extracción se realizó por duplicado. 

Tabla 2.1. 1. Métodos usados como tratamiento para la extracción de proteínas de la 

espora de C. difficile, y su posterior análisis a través del ensayo de Lowry. 

Método  Bibliografía 

Tratamiento 1 Permpoonpattana et al, 2011 

Tratamiento 2 Escobar-Cortés, 2013 

Tratamiento 3 Barra-Barrasco et al, 2013 

 

2.3 Espectrometría de Masas 

Las diferentes bandas escindidas se conservaron a 4 °C en refrigeración constante 

un promedio 2 semanas, para luego ser enviadas a su análisis en la sección de Proteómica 

del Instituto Clodomiro Picado. Los datos recibidos fueron analizados con el software 

MASCOT, con el número de identificación de péptidos reconocidos en el ensayo. 

 La manera en que se realizó este análisis consistió en escindir las bandas 

obtenidas en el gel SDS-PAGE para su posterior inyección en el LC acoplado a masas del 

Instituto Clodomiro Picado. En la Figura 2.3.a se puede apreciar un ejemplo de la escisión 

de una de las bandas a ~150 kDa del gel proveniente del método de extracción 

seleccionado. 

 
Figura 2.3. a. Ejemplo de la escisión de bandas para su posterior análisis a través de 

espectrometría de masas. 
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Una vez se terminan de escindir las bandas, estas se almacenaron a 4 °C para su 

posterior su análisis. En la Figura 2.3.b se muestra la cadena de pasos que se siguen para 

llevar a cabo la extracción de los péptidos presentes en estas (Corrales & Calvete, 2014). 

Vale la pena recalcar que entre el (70-80) % de péptidos logran una buena resolución a 

través de la digestión con tripsina, sin embargo, si se obtiene poco rendimiento de 

fragmentos, lo recomendable es tratar dicha muestra con otra familia de proteasas 

(Giansanti et al, 2016). 

 
Figura 2.3. b. Esquema de pasos para la extracción y tripsinización de péptidos 

encontrados en las bandas escindidas del gel para su posterior análisis a través de LC-

MS (Imagen original realizada en Biorender e Illustrator). 

Para la categorización funcional de los péptidos, se siguió el procedimiento 

descrito por Diaz-González et al (2015), aplicando ciertas modificaciones en las 

categorías funcionales. Se decidió eliminar la categoría de patogénesis, pues desde el 

punto de vista de la espora aún no está validada la presencia de proteínas con dicha 

función de manera clara. A su vez, la categoría de adaptación fue unida con la de 

procesos celulares, debido al grado de ambigüedad que presenta el término 

“adaptación” en una estructura metabólicamente inactiva. Por úl}mo, se unieron las 

categorías de metabolismo central/intermedio con metabolismo energé}co debido a la 

presencia de proteínas con funciones simultaneas en ambas categorías a través de 

diferentes rutas metabólicas en C. difficile. 

 Vale la pena recalcar que el aptámero fue seleccionado por SELEX por el Dr. Cesar 

Rodríguez en el Laboratorio de Investigación en Bacterias Anaerobias (LIBA). Los 
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aptámeros tienen la ventaja de ser fácilmente modificados con indicadores tales como 

fluorocromos, biotina u otras etiquetas moleculares. La biotina es de gran importancia 

en biología molecular en conjunto con la estreptavidina pues ambas forman uno de los 

complejos biológicos de mayor estabilidad, y su constante de unión es casi tan fuerte 

como un enlace covalente (Kd=10-14 M) (Chivers et al, 2011). 

 La modificación del aptámero (llamado en esta tesis CDBS-1) utilizado para este 

ensayo y posteriores fue: 

Biotina- 3’ CAC   AGA CAC AAC GTC TAA ATG TCA  CAT AAC 5’ 

2.4 Inmunoprecipitación (Pull Down) a través de partículas 

magnéticas 

 Los próximos experimentos fueron llevados a cabo en el Centro de Investigación 

en Enfermedades Tropicales (CIET). 

 Se usaron las condiciones recomendadas por el proveedor de “LSKMAGT02 

Millipore PureProteome™ Streptavidin Magnetic Bead System”. Por lo que se expusieron 

30 ng del aptámero biotinilado en 100 uL de dispersión de partículas magnéticas en 

buffer de PBS pH=7,0. Posterior a esto, se colocaron las esporas en suspensión y se 

incubaron por 2 horas a temperatura ambiente y agitación suave. Luego, se agregó un 

buffer de guanidina 8M (pH=2,3). 

2.5 Microscopía TEM 

 Las esporas de C. difficile fueron fijadas en un buffer constituido por 2.5% 

glutaraldehído y 0,1 M cacodilato de sodio por una hora a temperatura ambiente y su 

posterior almacenamiento a 4 °C en refrigeración constante por al menos un día. Luego 

se colocaron en un tamiz “Formvar” optimizado para microscopia TEM. Posterior a esto, 

se expusieron a 80-kV de voltaje acelerado en un equipo TEM Hitachi HT-7700. 

2.6 Western Blot 1D 

 Los geles de SDS-PAGE no tenidos por azul coomasie fueron tratados siguiendo el 

protocolo descrito por Bio Rad y luego optimizadas para el experimento en cuestión. Se 
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aplicaron 90 mA (30 V) por alrededor de 12 horas para la transferencia en membranas 

de PVDF (poro =0,2 um). Luego, se lavaron las membranas PVDF con Buffer de 

transferencia por tres ciclos de 10 minutos cada uno. (25 mM Tris buffer, 192 mM glicina, 

20% v/v metanol, pH 8,3). Posteriormente, fueron bloqueadas por 30 minutos para 

evitar sobreexposición de epítopos e interacciones inespecíficas con I-Block siguiendo las 

recomendaciones por el proveedor. Se realizaron tres ciclos de lavado con buffer de 

transferencia de 10 minutos cada uno. 

Las membranas fueron expuestas a 30 !"
#$	∙	'(! de aptámero biotinilado siguiendo 

dos métodos diferentes que dieron lugar a resultados equivalentes, i) se incubó el 

aptámero con la membrana en PBS-Tween 20, a temperatura ambiente por 1 hora y 

media; ii) se incubó el aptámero con la membrana en PBS-Tween 20 (2%), durante la 

noche “overnight” a 4 °C en refrigeración constante. Después de dicho procedimiento se 

lavó la membrana en tres ciclos de 10 minutos cada uno en PBS-Tween 20 (2%). 

Posteriormente se agregaron 5 !"
#$	∙	'(! de conjugado HRP-estreptavidina, seguido de la 

incubación por 1 hora a temperatura ambiente. Luego se realizaron tres ciclos de lavado 

con PBS-Tween 20 (2%) de 10 minutos cada uno. 

Finalmente, se usó “SuperSignal West Pico PLUS” para el revelado de la 

membrana. Por lo que se aplicó 2,5 mL del reactivo A y 2,5 mL del reactivo B para la 

incubación de estos durante 1 minuto. La quimioluminiscencia se detectó en un equipo 

ChemiDock MP. 

2.7 SDS-PAGE 2D 

Se llevó a cabo la extracción de las esporas de C. difficile en un buffer compatible 

con los anfolitos del Isoelectroenfoque. Para dicha extracción se usó un buffer 

conformado por Urea 8 M; Tiourea 2M; CHAPS 4%; DTT 65mM; Anfolitos 0.2%; Trazas 

de Bromofenol durante dos horas de incubación a 37 °C. Posteriormente, se centrifugó 

por 10 minutos a 14000 rpm. Luego, se hidrató la tira con anfolitos, a través del buffer 

de equilibrio 1 (con DTT): Urea 6M; 1.5 M Tris pH 8.8 75 mM; Glicerol 29.3 %; SDS 2%; 
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DTT 1%; Trazas de bromofenol (que apenas quede azul). Seguido a esto, se incubó por 

15 minutos a temperatura ambiente dentro de la cámara húmeda. Posteriormente, se 

tomó la tira con pinza y escurrió en papel absorbente. Se traspasó al riel siguiente y se 

adicionó el buffer de equilibrio 2 (con Iodoacetamida (IAA)): Urea 6M; 1.5 M Tris pH 8.8 

75 mM; Glicerol 29.3 %; SDS 2%; IAA 2.5%; Trazas de bromofenol. Se programó el equipo 

de Isoelectroenfoque IPGPhor-3, con la optimización del voltaje para tiras de 7 cm. Por 

lo que se aplicó el siguiente procedimiento: 1) corriente constante de 0.1 W, 1 h; 2) 

corriente constante de0.5 W, 8000 Vhrs; 3) Voltaje constante de, 1000 V, 1h. En este 

tiempo, se preparó el gel SDS-PAGE con peineta larga de un pocillo y soluciones de 

equilibrio, que posteriormente se corrieron de la misma manera que los geles SDS-PAGE 

descritos en la sección anterior. 

2.8 Anclaje del aptámero a la superficie de óxido de grafeno 

 Los próximos experimentos fueron llevados a cabo en el Centro de Investigación 

en Electroquímica y Energía Química. (CELEQ), CICIMA (Centro de Investigación en 

Ciencia e Ingeniería en Materiales) y Centro de Investigación en Enfermedades Tropicales 

(CIET). 

 Se siguió el procedimiento descrito por Bonanni et al, 2012. Por lo que se expuso 

la superficie de óxido de grafeno a una disolución de 0,05 M de EDC y 0,03 M de sulfo-

NHS con una incubación suave a temperatura ambiente por una hora. Posteriormente, 

se lavó la superficie con agua destilada y se colocó el aptámero con el extremo 3’ 

modificado por un “linker” aminado, la incubación se realizó a 50 °C por 3 horas, con la 

debida precaución de evitar desecación de la disolución del aptámero sobre la superficie. 

Finalmente, se lavó la superficie en tres ciclos de 10 minutos con agua destilada con el 

fin de lavar interacciones inespecíficas. 

2.9 Espectroscopía Raman, XPS y AFM 

Para la preparación de la superficie se partió del grafeno CVD sobre cobre, el cual 

se transfirió a un chip de silicio por medio de la adsorción por PMMA. Posteriormente, 

se llevó a cabo la degradación del cobre con una disolución de persulfato de potasio 
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saturada. Luego, se tomó el polímero con el chip de silicio y se disolvió el PMMA en 

acetona en una incubación a temperatura ambiente por alrededor de 3 días.  

La oxidación del grafeno se llevó a cabo en el plasma-oxigeno, por lo que se 

colocaron los chips de silicio en el equipo durante un tiempo de entre 2 a 15 minutos 

para optimizar la oxidación. Dicha optimización se caracterizó por medio de 

espectroscopia Raman acoplado a microscopia confocal en el equipo WITec Alpha300R 

con un láser de argón a 532 nm. La rejilla utilizada fue de 1800 del tipo Edge. Además, 

las longitudes de onda de emisión fueron evaluadas de entre los 400 cm-1 hasta los 1300 

cm-1. 

 Para la toma de espectros XPS, se corrigieron los valores según la señal C1s como 

calibración del equipo a 284 eV, y se procedió a medir la excitación alrededor de los 134 

eV para el fosforo y 400 eV para el nitrógeno. El AFM se tomó siguiendo el protocolo del 

equipo A Bruker Dimension Icon with Peak Force Tapping según las indicaciones para la 

escala de 200 nm en el eje x-y; y 5,00 nm en el eje z.  

2.10 Microscopía de epifluorescencia 

 Se siguió un procedimiento desarrollado por el Laboratorio de Investigación en 

Bacteriología Anaerobia (LIBA). Las esporas de C. difficile se incubaron en la superficie de 

óxido de grafeno funcionalizado con el aptámero, al menos una hora a temperatura 

ambiente en PBS. Posteriormente, se lavó la superficie tres veces con PBS-Tween 20 para 

eliminar el exceso de esporas. Posteriormente, se trataron las esporas con una solución 

de Tritón X-100 al 0,1% en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, se 

incubó con un anticuerpo anti-espora de C. difficile conjugado con Alexa Flúor 488 por 1 

hora en un ambiente oscuro. Se lavó la superficie tres veces con PBS/Tween 20 (2%) para 

eliminar cualquier interacción inespecífica. Finalmente, la superficie se observó 

mediante un microscopio de epifluorescencia con un cubo de excitación a 460 nm y 

emisión a 488 nm, lo que permitió detectar la fluorescencia de las esporas. 
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2.11 H-RMN 

Se usó el equipo de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del Centro de 

Investigación en Productor Naturales de la Universidad de Costa Rica (CIPRONA). Se llevo 

a cabo la comparación de señales según la presencia de un buffer de fosfatos, usando 

PBS 10 mM, 150 mM NaCl, 95% D2O/5% H2O, 256 pulsos, 600 MHz. También se llevó a 

cabo la comparación de señales a lo largo de temperaturas entre los 5 °C y los 25 °C, 

usando el sistema de 10 mM PBS, 150 mM NaCl, 95% D2O/5% H2O, 256 pulsos, 600 MHz. 

2.12 Estructura 2D ssADN 

Se usó el algoritmo descrito por Zuker, 2003. Por lo que se usó el software 

UNAfold. Este es un webserver que usa un método computacional que predice la energía 

libre mínima necesaria para mantener la estabilidad de una secuencia de ADN dada y su 

estructura 2D correspondiente según valores de energía. 

2.13 Estructura 3D ssADN 

Se usó el algoritmo descrito por Zhang et al, 2022. Por lo que se corrió la 

simulación en el software 3dRNA/DNA para la predicción de las estructuras 

tridimensionales de moléculas de ARN y ADN basándose en sus secuencias y estructuras 

2D. Se ensambló la estructura 3D final y se refinó a través de funciones de energía de 

grano grueso (“Coarse grained”), presentes en el mismo algoritmo. 

2.14 Estructura 3D de la interacción ADN-proteína 

Se usó la estructura cristalizada de la proteína de S-layer PDB (7ACY), la cual fue 

cristalizada por Lanzoni-Mangutchi et al, 2022. Se usaron las estructuras del aptámero 

obtenidas en los pasos anteriores. Posteriormente optimizadas a través del campo de 

fuerza MARTINI (Honorato et al, 2019), a través de modelos de grano grueso. Se realizó 

el docking (interacción proteína-aptámero) a través de HADOCK2.4 (Kurkcuoglu & 

Bonvin, 2019), con optimización de valores de energía que son calculados a traves de un 

algoritmo llamado FCC descrito en el software (Takemura & Kitao, 2019).   
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Capítulo 3: Resultados y discusión 

3.1 Caracterización de la interacción biológica entre el aptámero y el blanco 

molecular 

 En la Figura 3.1.1 se presentan los resultados obtenidos para los tres métodos de 

extracción usados. Desde un punto de vista cualitativo, se puede observar que el mejor 

buffer de extracción correspondió al método descrito por el tratamiento 1 

(Permpoonpattana et al, 2011). Por otro lado, en las corridas realizadas de los extractos 

siguiendo los métodos del tratamiento 2 (Escobar-Cortes et al, 2013); y tratamiento 3 

(Barra-Barrasco et al, 2013) se puede observar que las bandas no son definidas y existe 

una alta relación señal/ruido. Por lo que podría implicar la presencia de complejos 

proteicos no desnaturalizados que evitan la migración y resolución de dichas proteínas a 

lo largo del gel (Rath et al, 2009; Backman et al, 2018).  

 

Figura 3.1. 1. Comparación de los diferentes métodos empleados en la extracción de 

proteínas de la espora de C. difficile mediante la elucidación de bandas obtenidas en 

gel SDS-PAGE de poliacrilamida al 12%. 
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El resultado anterior es interesante desde un punto de vista estructural, esto pues 

puede implicar que existen interacciones entre las proteínas de la espora que son 

altamente sensibles al pH, pero que juegan un papel importante al mantener la 

estabilidad estructural de la misma. Esto tiene sentido pues, Kochan et al, 2018 y Shen 

et al, 2020; demostraron que debido a que las esporas requieren atravesar cambios de 

pH a lo largo del sistema digestivo, las enzimas de las capas externas son las encargadas 

de detectar las condiciones ideales presentes en el colon (pH~9,5), aumentando la 

permeabilidad ante dicho valor de pH hacia otros factores que permitan la posterior 

germinación. 

De lo anterior se anticipa que los péptidos presentes en dichas capaz son 

principalmente acídicos. Por lo que a partir de estos resultados también podría explicarse 

el por qué los desinfectantes más activos para el control de las esporas son los del tipo 

básico como el hipoclorito de sodio, por lo que el desarrollo de nuevas moléculas con 

grupos funcionales básicos podría traer resultados promisorios para la desinfección de 

superficies. 

Tanto el tratamiento 2 como el tratamiento 3, presentaron la mayor coloración 

azul sin ninguna o poca definición de bandas, lo que implica que el uso de surfactantes 

no es suficiente para interrumpir las interacciones no covalentes que mantienen dichos 

complejos proteicos estables. 

Con la finalidad de evaluar el desempeño de los métodos empleados, se 

caracterizó la significancia estadística por medio de un diseño de bloques. En la Figura 

3.1.2, se presenta el gráfico correspondiente al análisis de varianza. De manera general, 

se puede observar que las varianzas obtenidas para los diferentes lotes muestran 

comportamientos similares.  

Con el fin de corroborar estadísticamente que la variación entre lotes o el 

almacenamiento de las esporas no tuviera un efecto significativo que evitara la 

comparación de los datos, se realizó la prueba de Barlett. Dicha prueba consideró como 

hipótesis nula la homogeneidad de varianzas, mientras que la alternativa se planteó 
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como el caso en el que las varianzas son heterogéneas. Como resultado se obtuvo un 

valor de p=0,6 (p > 0,05) (Anexo 3.1), indicando que no es posible rechazar la hipótesis 

nula y como consecuencia, se establece a un 95% de confianza que las varianzas entre 

los lotes están igualmente distribuidas y son independientes entre sí, es decir 

comparables. 

 

 
Figura 3.1. 2. Análisis de varianza considerando los lotes esporas de C. difficile a las 

cuales se les aplicaron los tratamientos 1, 2, y 3 como parte del diseño experimental 

por bloques. 

En la Figura 3.1.3 se presenta la concentración media (y valores individuales) 

obtenida para los diferentes lotes según el tratamiento de extracción. En concordancia 

con el ensayo de gel SDS-PAGE, se obtuvo que el tratamiento 1 (Permpoonpattana et al, 

2011) presentó la mayor eficiencia en la cantidad de proteínas extraídas con 

concentraciones medias superiores a las 1 000 µg/mL. Por su parte, al comparar los 

tratamientos 2 y 3, no fue posible establecer cuál presentó de manera general una mayor 

concentración de proteínas en la extracción, puesto que se obtuvieron comportamientos 

variables entre lotes.  
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Figura 3.1. 3. Análisis de la concentración obtenida por tratamiento en cada lote de 

esporas de C. difficile. 

Con el propósito de respaldar el análisis gráfico descrito, se efectuó un análisis de 

varianzas (ANOVA). En este caso, la hipótesis nula establece que las medias de los 

tratamientos son iguales, mientras que la alternativa indica que al menos una de las 

medias es distinta. En el Anexo 3.1 se muestran los resultados del ANOVA. En este caso, 

se obtuvo un valor p de 0,0003 (p < 0,5) dando como resultado el rechazo de la hipótesis 

nula planteada. 

Por ende, se estableció que al menos una de las medias de concentración de 

proteínas por tratamiento es diferente, siendo este resultado compatible con la gráfica 

anterior. Sin embargo, con este resultado no es posible sustentar estadísticamente cual 

o cuales de los tratamientos presentaron medias diferentes al resto. 

Las comparaciones de Tukey fueron por lo tanto utilizadas para determinar cuál 

tratamiento o tratamientos eran significativamente diferentes entre sí (Yu et al, 2021). 

Dicha prueba consistió en la comparación de la varianza de estos con el fin de calcular 

un valor crítico que permitiera evaluar la diferencia entre las medias de cualquier par de 

grupos.  

Si la diferencia entre las medias de dos grupos es mayor que el valor crítico la 

diferencia es estadísticamente significativa y se dice que los grupos son distintos entre 
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sí. Los resultados obtenidos a través del análisis de Tukey (ver anexo 3.1) indicaron que 

existe una diferencia significativa entre el tratamiento 1 y el tratamiento 2; así como 

entre el tratamiento 1 y el tratamiento 3. Sin embargo, no es posible aseverar lo mismo 

entre el tratamiento 2 y el tratamiento 3 (aspecto que se sugirió con la interacción 

estadística observable en la gráfica).  

Al estimar la diferencia correspondiente entre los tratamientos se obtuvo que el 

tratamiento 1 (Permpoonpattana et al, 2011) presentó una concentración mayor de al 

menos 453 ug/mL que el tratamiento 2 (Escobar-Cortés, 2013), y de al menos 532 ug/mL 

más que el tratamiento 3 (Barra-Barrasco et al, 2013) a un nivel de confianza del 95% de 

confianza. 

 Posteriormente, se clasificaron los diferentes péptidos obtenidos en los geles 

usando espectrometría de masas, tal y como se expuso en materiales y métodos. En la 

Figura 3.1.4, se puede observar que el método de extracción elegido obtuvo la mayor 

detección e identificación de proteínas en las diferentes categorías funcionales, al 

compararse con los datos reportados en la literatura.  
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Figura 3.1. 4. Categorización funcional de las proteínas identificadas en las esporas de 

C. difficile CQ33 y su comparación con las bases de datos en la literatura. 

Es importante recalcar que dicha diferencia puede deberse no solo a la estrategia 

utilizada, sino también como se mencionó en el capítulo 1.2, que los péptidos y 

características morfológicas de la espora son dependientes de la cepa en estudio. La cepa 

usada en esta tesis fue CQ33 (NAP1, Quesada-Gómez et al, 2010), mientras que los 

estudios en comparación corresponden a esporas de la cepa de referencia C. difficile 630. 

 Analizando la base de datos comparativa que se generó a través de los datos 

proteómicos, se pudo observar que existen proteínas que se encuentran presentes en 

las tres bases de datos, pero también saltó a la vista la presencia de proteínas que no se 

habían reportado anteriormente como componentes de la espora (ver anexo 3.1.6).  
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 Como parte de los resultados de este ensayo, se encontraron en total 99 

proteínas no reportadas antes en la literatura como componentes proteicos de esporas 

de C. difficile (Figura 3.1.5).  

 
Figura 3.1. 5. Categorización funcional de las 99 proteínas identificadas en la espora de 

C. difficile CQ33 que no habían sido previamente reportadas en la literatura. 

Es importante indicar que no necesariamente las funciones reportadas por dichas 

proteínas en células germinativas cumplirán el mismo tipo de funciones en la espora. El 

tipo de proteínas que no cumplen con el esquema usual en el que un gen es traducido a 

una proteína con una sola función específica se llama, proteínas “moonlight” (Jeffery, 

2017; Singh and Bhalla, 2020). Este término considera que existen proteínas con 

múltiples funciones, y que dichos roles se expresan dependiendo del contexto celular en 

el que se encuentran, ya sea localización, expresión o componentes circundantes.  

Uno de los ejemplos más llamativos ha sido la identificación de proteínas 

encargadas de procesos celulares básicos, principalmente metabólicos, que están 

implicadas en funciones patogénicas como factores de virulencia en bacterias. Se puede 

observar en la Figura 3.1.5 la gran cantidad de proteínas identificadas que pertenecen a 

los procesos de metabolismo central e intermediario de la bacteria. Por lo que dichas 

proteínas podrían jugar roles no esperados en procesos de patogénesis e inflamación. 
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Otro detalle en par}cular que vale la pena hacer hincapié corresponde a la 

identificación de proteínas de capa-S en esporas de C. difficile durante el desarrollo de 

esta tesis. Se cree que dicha capa solo se encuentra en células germinativas y está 

especializada en funciones de adherencia a través de un entramado tridimensional 

complejo (Lanzoni-Mangutchi et al, 2022). Sin embargo, se encontraron dichos péptidos 

y sus precursores con frecuencias altas, generando confianza en su detección. Además, 

basado en el método de purificación de esporas aplicado, se puede descartar la 

presencia de células germinativas en dicho preparado (González-Carballo & Rodríguez, 

2021). Lo anterior podría vislumbrar un mecanismo no descrito antes como estrategia 

de adhesión a superficies bióticas y abióticas usado por la espora.   
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. 

Una vez que se caracterizó el proteoma de la espora, se emplearon diferentes 

técnicas con el fin de elucidar el blanco molecular del aptámero. 

La primera técnica empleada en este trabajo fue la inmunoprecipitación. En la 

Figura 3.1.6, se observa el gel resultante al realizar este ensayo. Es posible observar la 

banda de poca intensidad de color obtenida a través de la tinción azul de coomasie. Por 

lo que se siguieron múltiples optimizaciones con el fin de mejorar dicha intensidad o 

captación de proteína. Sin embargo, dicha intensidad no fue posible incrementar aun 

cambiando los tiempos de incubación.  

Lo anterior pudo deberse a dos posibilidades, la primera es que existiera una baja 

cobertura de funcionalización del aptámero biotinilado en la superficie de las partículas 

magnéticas por efectos del impedimento estérico de dicho sistema en particular; la 

segunda es que existiera una baja concentración del blanco molecular en la muestra de 

proteínas extraídas (o ambas). 

 

 
Figura 3.1. 6. Gel de SDS de la proteína captada por las partículas magnéticas 

funcionalizadas con el complejo estreptavidina y aptámero biotinilado. 
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 Con el fin de identificar dicho péptido o péptidos presentes en la banda antes 

descrita, se realizó espectrometría de masas Orbitrap. La Tabla 3.1.1 recopila los 

péptidos que se obtuvieron a través de dicho análisis. Sin embargo, basado la frecuencia 

de los fragmentos encontrados (#Peptides) en todas las opciones fue de 1. Lo cual indica 

que el grado de confianza de la identificación de estos no es satisfactorio, y por lo tanto 

se determina como un resultado indeterminado.  

Sin embargo, de los fragmentos identificados el único reportado como parte del 

proteoma de la espora fue el fragmento de S-Layer. 

Tabla 3.1. 1. Péptidos identificados en la digestión de bandas obtenidas a partir de un 

gel SDS-PAGE después del ensayo de inmunoprecipitación a través de las partículas 

magnéticas funcionalizadas con el complejo estreptavidina y aptámero biotinilado. 

Código de acceso del péptido #Peptides Descripción 

D0V7K3 (FliC) 1 
Flagelina (fragmento) OS= Clostridioides difficile 

OX=1496 GN=FliC 

E3WHS0 1 
Surface Layer A (Fragment) OS= Clostridioides difficile 

OX=1496 GN=SlpA 

A0A146JCR1 1 
Surface Layer A (Fragment) OS= Clostridioides difficile 

OX=1496 GN=SlpA 

Q4ACB5 1 
S-Layer Protein (Fragment) OS= Clostridioides difficile 

OX=1496 GN=SlpA 

 

 La proteína de capa S no es un componente reconocido como parte de la espora 

de C. difficile en la literatura, y por lo tanto su reconocimiento tanto en los datos 

proteómicos como en este ensayo de interatómica con el aptámero debe ser tratado con 

cautela. Sin embargo, despierta el futuro interés de comprobar su expresión en estas 

estructuras. 

A manera de prueba de concepto se realizó un ensayo simple de microscopia TEM 

con el fin de corroborar si esporas expuestas al aptámero reaccionan con un anticuerpo 

anti-SlpA (Figura 3.1.7). Como resultado, se encontró que el aptámero generó 

ultraestructuras similares a redes al estar en contacto con las esporas de C. difficile 
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(Figura 3.1.7B), y dichas estructuras fueron comparables a las estructuras observadas al 

aplicar el tratamiento de la espora en presencia del anticuerpo anti-SlpA (Figura 3.1.7C). 

En Figura 3.1.7A se observa el experimento control, es decir la microscopia de la espora 

C. difficile CQ33 cuya morfología no está bien definida debido a que no se realizó la 

tinción usual para lograr resolver las microestructuras como corteza, capa proteica, 

exosporium y núcleo, por lo que lo observado es la proyección de la espora en el eje X y 

Y del haz de la microscopia electrónica. 

 

Figura 3.1. 7. Microscopia electrónica TEM de A) la espora C. difficile CQ33 (control), B) 

Espora + Aptámero y C) Espora + anticuerpo anti- SlpA. 

 Este resultado tampoco es concluyente pero su objetivo fue observar de una 

manera indirecta la interacción similar a anticuerpo que presenta el aptámero ante la 

presencia de la espora. Por lo que surge una de las preguntas derivadas a este proyecto: 

“Existe en las esporas de C. difficile una estructura homologa conformada por péptidos 

de S-layer similar a la red presente en células vegetativas?” Esto es importante pues 

como se había mencionado, la presencia de dichas estructuras podría cambiar la 

perspectiva del papel de la espora en los procesos infecciosos y su mecanismo de 

adherencia a superficies bióticas y abióticas. 

 La siguiente estrategia usada para la identificación del blanco molecular fue el 

Western Blot tanto en 1 dimensión como en 2 dimensiones. 

 Una de las limitaciones que presenta en análisis a través de 2 dimensiones, es que 

los anfolitos son susceptibles a sales y matrices con pH muy ácidos o básicos, por lo que 
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el sistema de extracción empleado (tratamiento 1) es incompatible para ser aplicado de 

manera directa a la tira IPG.  

Con el fin de cambiar el buffer se decidió realizar una purificación de la muestra 

a través de membranas de diálisis de 3 kDa como límite de poro. Es decir que todo tipo 

de solventes y estructuras menores a 3 kDa pueden ser separadas del sistema de la 

muestra a través de ultra-centrifugación. Sin embargo, al realizarse dicho procedimiento 

e intentar eluir el mismo a un nuevo sistema de buffer con pH neutro y un contenido 

iónico menor, se generó un precipitado gelatinoso. Dicho precipitado puede deberse a 

la desestabilización generada por cambios de pH y agentes caotrópicos al cambiar de 

buffer. 

Debido a lo anterior, se prosiguió a realizar la extracción de las proteínas de la 

espora usando el buffer recomendado por las tiras IPG (Depagne & Chevalier, 2012). En 

la figura 3.1.8, se puede observar el gel realizado con dicho método de extracción. Se 

puede observar el cambio de masa molecular de las bandas con respecto al SDS-PAGE 

anteriormente descrito, así como la fuerte tendencia que tienen los péptidos entre los 

100-150 kDa a pertenecer en una misma línea horizontal y poco separada puntualmente. 

Lo anterior puede indicar la presencia de complejos proteicos no desnaturalizados, es 

decir que dicho sistema de extracción no logra disrumpir las fuertes interacciones 

presentes en los péptidos de la espora y por lo tanto no se obtiene una buena resolución 

(Corrales & Calvete, 2014). 

Lo anterior puede ser resuelto a través de la optimización de un nuevo sistema 

de extracción o la aplicación de sistemas de purificación diferentes al uso de membranas 

de diálisis. Uno de los métodos aplicados fue la precipitación de los péptidos por medio 

de TCA (acido tricarboxilico) (Corrales & Calvete, 2014). Sin embargo, la reconstitución 

de estos en sistemas amortiguadores compatibles con la técnica de 2 dimensiones no 

permitió la resolubilización del precipitado de proteínas.  
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Figura 3.1. 8. Electroforesis 2D de la muestra de proteínas de la espora de C. difficile. 

 De manera paralela al Western blot 2D, se optimizó el Western blot 1D. En cuanto 

a dicho procedimiento no hubo ningún cambio en el proceso de extracción pues se 

transfirieron los mismos geles generados en el SDS-PAGE con el tratamiento 1. La 

optimización de la técnica se concentró en tiempos de transferencia, el bloqueo de la 

membrana con el fin de evitar interacciones inespecíficas debido a la sobreexposición al 

aptámero, así como las concentraciones de aptámero y conjugado HRP-estreptavidina 

para generar señales reproducibles y de buena. 

  Sin embargo, en el periodo que aparecieron los retos asociados al requerimiento 

de un sistema de extracción compatible con el Isoelectroenfoque, el Western Blot 1D 

arrojó un resultado que conllevó al descarte de la estrategia utilizada.  

En la Figura 3.1.9, se muestra la serie de mediciones y controles que se llevaron 

a cabo en el Western Blot 1D. En 3.1.9A, se observa el caso ideal en el que la señal 

obtenida en la membrana corresponde únicamente a la interacción entre el aptámero 

biotinilado y la proteína blanco. En 3.1.9B, se muestra el primer control realizado el cual 

se basó en la hipótesis de que al menos uno de los péptidos presentes en la membrana 

tuviera la capacidad de captar biotina (o su análogo con constante de unión similar, 

destiobiotina) y generar una señal a través de la interacción con la estreptavidina del 

conjugado HRP-estreptavidina durante el revelado de la membrana. Por último, en 

3.1.9C se muestra el segundo control basado en la hipótesis de que al menos uno de los 
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péptidos presentes en la membrana tuviera biotinilizaciones endógenas en su estructura 

por lo que podría generar señal a través de la interacción con la estreptavidina del 

conjugado HRP-estreptavidina durante el revelado de la membrana. 

 
Figura 3.1. 9. Diagrama del diseño de experimento para validar la interacción del 

aptámero con proteínas de la espora de C. difficile y sus controles correspondientes. 

 En la figura 3.1.10, se puede observar que las tres señales presentes en las tres 

membranas son similares. Dicho resultado podría tener dos posibles explicaciones, la 

primera es que el blanco molecular del aptámero estuviera biotinilado o tuviera la misma 

masa molar a la de una proteína biotilinada, lo cual generara la presencia de la señal de 

revelado en la misma banda.  

La segunda posibilidad es que el aptámero no generara interacción medible con 

los componentes proteicos presentes en la membrana y que dicha señal se debiera solo 

a la presencia de proteínas biotiniladas en la espora de C. difficile y no a la interacción. 

Vale la pena recalcar que el tipo de ensayo realizado en este estudio es el más estándar 

reportado a lo largo de la literatura, por lo que el resultado obtenido en los controles no 

era un detalle que podría preverse. 
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Figura 3.1. 10. Membranas PDVF reveladas a través de quimioluminiscencia. 

 La literatura indica que la biotina es un cofactor esencial para proteínas de la 

familia carboxilasas en la célula germinativa de C. difficile, y que la presencia de bajos 

niveles de biotina incrementa la producción de toxinas durante los procesos infecciosos 

(Yamakawa et al, 1996). A su vez, Charlton et al, 2015; en un estudio de lipoproteínas 

detectadas en células germinativas reportó un enriquecimiento incrementado de 

proteínas en la cepa R20291 al usar una técnica de “Pull Down” que atribuyó a la 

presencia de biotinilaciones endógenas en esa muestra, y que dicho comportamiento 

era diferente al comparar con la cepa 630.  

Sin embargo, investigaciones como las realizadas por Oliveira et al, 2019; a pesar 

de que usan una estrategia similar para detectar interacciones entre componentes de la 

superficie de la bacteria y sus toxinas no cuenta con blancos que corroboren posibles 

biotinilaciones endógenas de la bacteria. Lamm-Schmidt et al, 2021; reportaron la 

proteína KhpB como un regulador de la producción de toxinas en C. difficile al unirse al 

RNA encargado de la transcripción de estas. En el estudio tampoco muestran 

explícitamente un sistema de controles para verificar la biotinilaciones endógenas que 

puedan llevar a falsos positivos.  

Se pueden observar más ejemplos de este tipo, sobre todo en estudios en lo que 

se aplican anticuerpos anti-toxina TcdB y TcdA biotinilados, tales como el realizado por 

Bradshaw et al, 2017; para la cuantificación de producción toxigénica de diferentes cepas 

de C. difficile, los cuales se desarrollaron sin considerar los efectos de interferencia 

provenientes de biotinas endógenas. 
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Lo discutido anteriormente tiene como fuente particular la poca estandarización 

de métodos y control de calidad correspondiente a los ensayos obtenidos a través de 

Western Blot. Grant et al, 2019; publicaron un artículo en el que discuten desviaciones 

generadas en ensayos de interacción por la falta de controles de anticuerpos o partículas 

de reconocimiento poco caracterizados o la omisión de controles para evitar la detección 

antígenos endógenos con modificaciones que generen falsos positivos en las mediciones.  

Tal y como se discutió en el capítulo 1.5; los métodos para el desarrollo y validación de 

las secuencias de aptámeros son parte de los grandes retos que se deben superar para 

seguir desarrollando tecnologías basadas en estos. A su vez, vale la pena mencionar que 

la secuencia analizada en este trabajo son la primera iteración, y como también se 

discutió en dicho capitulo, debido a la alta flexibilidad y promiscuidad de interacción que 

presentan las cadenas de oligonucleótidos es requerido continuar con la modificación y 

optimización de dicha secuencia a través de más ciclos de ensayos SELEX. 

 También es importante mencionar que al comparar las masas molares de los 

péptidos encontrados por medio del método de “pull-down” con las partículas 

magnéticas (~80 kDa) es diferente a la señal obtenida por el western blot (~160 kDa), por 

lo que genera aún más incertidumbre en la variabilidad del resultado obtenido entre 

ambos métodos.  

En la literatura se han reportado este tipo de casos donde se encuentra una alta 

variabilidad en ensayos de especificidad y blancos moleculares de los aptámeros como 

partículas de reconocimiento. El ejemplo más reciente es el reportado por Drabik et al, 

2018; donde se llevó a cabo la validación del blanco molecular de un aptámero de ssDNA 

a través de cuatro estrategias diferentes. Se llevaron a cabo el Western Blot con 

aptámero biotinilado y otro modificado con el cromóforo atto-488, la 

inmunoprecipitación con partículas magnéticas, el acoplamiento por cercanía a través 

de deshidratación de la muestra con para-formaldehído y el análisis de tiempo de 

difusión en columnas de HPLC. La conclusión de dichos experimentos comprobó que 

cada uno de los métodos presento una amplia selección de péptidos con posibilidad de 
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interacción, pero la repetibilidad de lo obtenido fue muy baja al comparar diferentes 

técnicas.  

 A pesar de los discutido anteriormente, se pueden proponer hipótesis plausibles 

que expliquen y unifiquen los resultados obtenidos, así como mecanismos plausibles de 

los posibles modos de interacción entre el aptámero y los componentes de la espora de 

C. difficile (Figura 3.1.11) 

A) El aptámero interactúa con dominios proteicos biotinilados, por lo 

que la proteína que se encontró en el Western blot podría ser el 

blanco, pero su señal de quimioluminiscencia es enmascarada por la 

biotina endógena. A su vez, podría existir una alta variabilidad de 

modificaciones postraduccionales de los péptidos de las esporas, y 

por lo tanto la proteína de S-layer reconocida en el “Pull-Down” no 

se descarta que también sea endógenamente biotinilada. En esta 

hipótesis, se consideraría el aptámero como no apto para su uso en 

campo por la alta cantidad de proteínas biotiniladas endógenamente 

que podrían provocar falsos positivos. 

B) El aptámero interactúa con un complejo proteico o requiere de 

estructuras cuaternarias para ejercer su reconocimiento. Por lo que 

la señal en el Western Blot es una proteína endógenamente 

biotinilada que no es el blanco molecular, a su vez la proteína de S-

layer reconocida por el ensayo de “Pull-Down” es un falso positivo 

asociado a la técnica. Por lo tanto, los métodos existentes para 

elucidar dichas interacciones no permiten entender el modo de 

anclaje del aptámero con la espora por la complejidad del epítopo 

que se está intentando elucidar. 

C) El aptámero interactúa en la interfaz entre el péptido y una 

modificación postraduccional (Ej. glicosilaciones, fosforilaciones, 

enlaces disulfuro), que se ven alterados durante el proceso de 
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extracción de péptidos. Esta hipótesis implicaría que ambas señales 

obtenidas por Western Blot y “Pull-Down” son falsos positivos 

mediados por la alta complejidad de la matriz de proteinas de la 

espora. 

D)  El aptámero interactúa con espacios químicos generados por 

conformaciones de modificaciones postraduccionales u otros grupos 

funcionales que no necesariamente pueden ser propiciados por la 

presencia de péptidos en específico. Por ejemplo, el caso en el que el 

aptámero requiriera la interacción cercana entre una glicosilación y 

una fosforilación sin importar el péptido o los péptidos en donde 

estas se encuentren. 

 
Figura 3.1. 11. Hipótesis de los modos de interacción del aptámero con los 

componentes de la espora de C. difficile CQ33. 

 

 Vale la pena recalcar que el uso de técnicas basadas en geles a pesar de que son 

las más indicadas para el estudio de interacciones tienen amplias limitaciones. 

Posiblemente la más persistente al momento de discutir las diferentes hipótesis de 

posibles modos de interacción entre el aptámero y los componentes de la espora, es que 

los geles son como ventanas cuyos límites están mediados por propiedades 
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fisicoquímicas. Dichas propiedades son el punto isoeléctrico de los péptidos, su masa 

molecular, la solubilidad de estos ante diferentes búferes de extracción y otras variables; 

por lo que el blanco molecular podría no estar tomado en cuenta en estos ensayos al no 

presentar el rango de dichas propiedades requerido para ser analizado en este tipo de 

estrategias. 
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3.2 Caracterización del anclaje del aptámero a la superficie de grafeno 

Tal y como se trató en el capítulo 1.4, el grafeno y sus derivados como el óxido 

de grafeno tienen características fisicoquímicas únicas que los hace ser altamente 

atractivos para aplicaciones en biosensores. Sin embargo, cambios en la calidad y 

uniformidad de la superficie pueden afectar la calidad de la medición (Shahriari et al, 

2021). Por lo tanto, cada etapa, desde la preparación de la superficie hasta la 

funcionalización puede afectar el rendimiento y la sensibilidad de los biosensores 

basados en estos materiales (Zou et al, 2017; Stulik et al, 2022). 

Es por esto por lo que se requieren enfoques estandarizados para garantizar que 

las propiedades de la superficie sean consistentes y reproducibles entre grupos de 

investigación. Este trabajo se enfocó en el diseño de pasos de optimización para la 

generación de superficies funcionalizadas a través del anclaje de aptámeros de manera 

reproducible, así como la medición espectroscópica de cada paso clave para evaluar la 

calidad de dichos métodos (Zou et al, 2017; Stulik et al, 2022). 

El primer paso que se siguió fue el uso de microscopia con el fin verificar la calidad 

de la transferencia de la superficie de CVD grafeno. Posteriormente, se expuso el grafeno 

a una cámara de plasma-oxígeno, cuya función principal es la de oxidar la superficie del 

grafeno para generar el óxido de grafeno. Durante este proceso, se rompen los enlaces 

de carbono-carbono de este, y se introducen grupos funcionales que contienen oxígeno, 

tales como grupos hidroxilo, carbonilo y carboxílicos (Cui et al, 2017) (Figura 3.2.1). 

 
Figura 3.2. 1. Esquema general de la reacción del grafeno ante la exposición a oxigeno-

plasma para generar oxido de grafeno (Figura original generada en ChemDraw 16.0). 
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A través de las señales en el espectro Raman se puede demostrar la formación 

de óxido de grafeno, así como la optimización del tiempo de exposición requerido en el 

plasma para no excederse en el tratamiento de oxidación (Figura 3.2.2). La señal D 

(alrededor de 1350 cm-1) y G (alrededor de 1580 cm-1) hacen parte de las más conspicuas 

para identificar el óxido de grafeno. La señal D representa el desorden o las 

deformidades en la estructura del grafeno, y su intensidad es significativamente mayor 

en el óxido de grafeno que en el grafeno. Por otro lado, la señal G representa la 

configuración planar de los enlaces sp2 presentes en el grafeno.  

Es importante recalcar la importancia de la relación que existe entre las señales 

D/G, esto pues son una medida indirecta de la relación entre los enlaces sp3 y sp2 

presentes en la superficie después de la oxidación (Ni et al, 2008; Liu et al, 2013; Giegold 

et al, 2020).  

 

Figura 3.2. 2. Optimización de la oxidación de la superficie de grafeno CVD a través de 

oxígeno-plasma para la generación de óxido de grafeno. 
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En específico durante este proceso se buscó el tiempo de oxidación que 

presentara la señal D más alta, pero que mantuviera la señal G más baja posible. Esto 

pues dicho patrón implica la existencia de defectos en la superficie provenientes de la 

oxidación, sin poner en riesgo la conectividad de los carbonos en la cual se basa la alta 

conductividad de los sistemas de grafeno y sus derivados. 

A través de la reacción de la superficie de óxido de grafeno con los componentes 

sulfo-NHS y EDC fue posible modificar la superficie con el aptámero CDBS-1. El EDC es el 

clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida, su función principal es la de 

activar los ácidos carboxílicos formados en la superficie de óxido de grafeno. Su adición 

propicia el ataque nucleofílico de sustratos ricos en electrones, como alcoholes o aminas.  

El sulfo-NHS es un derivado soluble en agua y estable de la N-

Hidroxisulfosuccinimida (NHS), al añadirse al sistema de reacción este ataca el grupo 

acilo del o-acilisourea inestable que se forma durante la reacción de la superficie con el 

EDC (Figura 3.2.3). Una vez se genera dicho intermediario estable, se puede adicionar el 

aptámero modificado en el extremo 3’ con un grupo amino, el cual permite generar el 

anclaje covalente del oligonucleótido a la superficie de óxido de grafeno (Bonanni et al, 

2012). 

 
Figura 3.2. 3. Reacción de la funcionalización del oxido de grafeno con el aptámero a 

través de la reacción con EDC y sulfo-NHS (Figura original generada en ChemDraw 

16.0).  
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A través de la microscopia AFM se obtuvo la información topográfica sobre la 

superficie del biosensor con el fin de verificar la modificación de la rugosidad una vez se 

generó el anclaje del aptámero con la superficie (Figura 3.2.4). Como se explicó en el 

capítulo 1.4, la técnica de microscopía AFM mide la deflexión de una sonda mientras se 

escanea la superficie de interés (Pérez et al, 2019; Zhu et al, 2020). Se puede observar 

que después de la modificación de la superficie fue posible detectar un aumento en la 

rugosidad de la superficie, lo que confirma la modificación del óxido de grafeno.  

 

 
Figura 3.2. 4. Análisis de la modificación de la rugosidad de la superficie de óxido de 

grafeno después de la reacción de anclaje con el aptámero. 

También se realizó la caracterización de la superficie a través del análisis XPS. Esta 

técnica también fue mencionada en el capítulo 1.4, y su principal objetivo es la de 

obtener información sobre la presencia de átomos presentes en una superficie. A través 

del bombardeo de rayos X en la superficie se puede obtener la medición de la energía 

cinética de los fotoelectrones liberados de la muestra. Dicha energía cinética es 

característica de los elementos presentes en la muestra (Jia et al, 2012; Zhang et al, 

2013).  
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En este caso específico el objetivo fue encontrar la presencia de átomos que no 

estuvieran presentes en la superficie o sistema de reacción, por lo que el fósforo y 

nitrógeno, surgen como átomos clave que solo se podrían encontrar en la estructura del 

aptámero (Figura 3.2.5). En la Figura 3.3.5A, se puede apreciar la detección del fósforo 

correspondientes a los fotoelectrones liberados del orbital 2p de este. Dicha energía de 

enlace tiene un valor de alrededor de 134 eV (Kim et al, 2018). Luego, en la Figura 3.3.5B, 

se puede observar que la emisión de fotoelectrones provenientes del orbital 1s del 

nitrógeno, los cuales normalmente lo realizan alrededor de los 400 eV (Kim et al, 2021).  

 

 
Figura 3.2. 5. Análisis XPS de la superficie antes y después de la reacción de 

funcionalización con el aptámero. A) Señal XPS detectada en la región de los orbitales 

2p del fosforo; B) Señal XPS detectada en la región de los orbitales s del nitrógeno. 

 A lo largo de estos experimentos de caracterización se logró demostrar de 

manera sistemática el anclaje y su optimización asociada. Vale la pena recalcar que el 

valor agregado de los datos presentados en esta sección es la generación de la serie de 

pasos por los cuales se puede verificar la calidad de la oxidación de la superficie y el 

anclaje de cadenas de ADN como aptámeros para la generación de biosensores 

reproducibles.  
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 Con el fin de validar la interacción del aptámero, una de las técnicas empleadas 

fue la microscopía de epifluorescencia mediante el uso de un anticuerpo genérico anti-

espora de C. difficile y un anticuerpo secundario marcado fluorescentemente (Alexa 

Flúor—488). Por lo que se usaron las superficies desarrolladas y caracterizadas por lo 

métodos antes descritos para luego dispersarse la espora a lo largo de la superficie. 

Luego de la incubación a 37 °C por 1 hora se realizaron múltiples lavados con el fin de 

evitar interacciones inespecíficas con el sistema de detección. En la Figura 3.2.6, se 

puede observar la presencia de las esporas a lo largo de la superficie, lo que confirma su 

potencial de interacción con el sistema de detección. 

 

 
Figura 3.2. 6. Validación a través de microscopia de epifluorescencia de la interacción 

de la espora con el sistema de detección de óxido de grafeno funcionalizado con el 

aptámero. 

También se realizó otra validación de dicha interacción entre el sistema de 

detección con la espora a través de la microscopía AFM (Figura 3.2.7). Esta técnica 

permitió la generación de una imagen de alta resolución de la presencia de la espora en 

la superficie aún después de múltiples lavados. 
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Figura 3.2. 7. Validación a través de microscopia AFM de la interacción de la espora con 

el sistema de detección de óxido de grafeno funcionalizado con el aptámero. 

 Estas validaciones son importantes como punto inicial para la posterior 

caracterización analítica que es requerida para el desarrollo de un biosensor. Dichos 

parámetros se encuentran fuera de los objetivos de esta tesis, sin embargo, 

fundamentan la viabilidad del sistema de detección. En la Figura 3.2.8, se muestra un 

ejemplo del chip con canales de microfluidica en el que se pretende continuar con el 

cálculo de límites de detección, repetibilidad y estabilidad de la señal en futuros 

proyectos. 

 
Figura 3.2. 8. Diseño del biosensor planificado dentro de la colaboración que usara los 

datos presentados en esta tesis.   
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3.3 Modelo Computacional de la interacción biológica entre el aptámero y 

el blanco molecular 

 Tal y como se discutió en el capítulo 1.6, el H-RMN es uno de los métodos 

experimentales que pueden ser empleados para la elucidación de estructuras de cadenas 

de nucleótidos. Sin embargo, debido a limitaciones de equipo y acceso a aptámeros 

marcados con 13C y 15N, se eligió esta técnica solo como una estrategia inicial para 

indagar en el comportamiento fisicoquímico del aptámero en cuestión. El objetivo de 

este análisis fue observar posibles variaciones en la región de 7.10 ppm a 8.50 ppm ante 

cambios estructurales provocados por la salinidad del Buffer de fosfatos, como 

reconstituyente del aptámero (PBS 10 mM, 150 mM NaCl), así como el efecto que tiene 

la temperatura en el plegamiento de la secuencia (Los espectros completos se 

encuentran en el Anexo 3.4). 

Efecto de la salinidad: 

Los cambios en la salinidad del buffer en el que el aptámero es reconstituido 

pueden influir en el plegamiento de este. Tal y como se discutió en el Capítulo 1.6, los 

iones interactúan con la carga negativa del esqueleto de fosfato, por lo tanto, generan 

una disminución de las fuerzas de repulsión de las cargas electrostáticas negativas de 

estos. Es decir, a medida que aumenta la concentración de sal, los iones pueden 

neutralizar las fuerzas de repulsión para facilitar el plegamiento de los ácidos nucleicos 

en estructuras más compactas como horquillas o bucles (Furtig et al, 2003).  

En la Figura 3.3.1, se puede observar la presencia de señales en el rango de 7,10 

a 8,50 ppm en el espectro H-NMR del aptámero al agregarse PBS. Dicha variación podría 

estar relacionada con la estabilización de las interacciones de apilamiento por parte de 

las bases nitrogenadas, en particular la adenina (A) y guanina (G) (Furtig et al, 2003). A 

su vez, la ausencia de señales entre los 9,0 ppm y 12 ppm (ver espectros Anexo 3.4), no 

implica que la estructura no presente una organización compleja y formación de puentes 

de hidrogeno. Dicha ausencia podría deberse a un efecto de alta cinética de intercambio 

de protones con el solvente o cambios conformacionales que generalmente ocurren en 
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rangos de tiempo de los picosegundos y que no son posibles de analizar a través de 

técnicas experimentales (Churcher et al, 2020). Sin embargo, las señales que pueden ser 

encontradas en este espectro, indican que ante la presencia de una mayor salinidad 

ocurren cambios en el ambiente químico circundante de los protones aromáticos de las 

bases nitrogenadas, por lo que a modo de hipótesis se puede pensar que dirigen dicha 

estructura a un estado de estabilidad temporal que posteriormente facilita la formación 

de estructuras funcionales para generar la interacción con el blanco determinado 

(Weisshoff et al, 2018).  

 

 

Figura 3.3. 1. Variaciones en las señales de RMN en la región de 7.10 ppm a 8.50 ppm 

ante cambios provocados por la presencia de Buffer de fosfatos (PBS 10 mM, 150 mM 

NaCl, 95% D2O/5% H2O, 256 pulsos, 600 MHz).  
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Efecto de la temperatura: 

En la Figura 3.3.2, se puede observar el efecto que tiene la temperatura (entre 

los 5 °C y los 25 °C) en las señales obtenidas por el H-RMN. Este efecto puede deberse a 

la disminución de las posibles conformaciones al disminuir la temperatura. Churcher et 

al, 2020; encontró un comportamiento similar al analizar la estructura de un aptámero y 

la interacción con su ligando (cocaína) a lo largo de diferentes temperaturas. En dicha 

investigación se encontró que los apareamientos de ciertas bases nitrogenadas de la 

secuencia disminuían su capacidad de intercambio de protones con el solvente, así como 

una menor cinética de movimiento conformacional, por lo que las señales del H-RMN 

eran menores aun en presencia del ligando en el medio. Dicho resultado es importante 

pues implica que la afinidad de la interacción es susceptible a cambios de temperatura. 

 
Figura 3.3. 2. Variaciones en las señales de RMN en la región de 7,00 ppm a 8,70 ppm 

ante cambios provocados por temperaturas entre los 5 °C y los 25 °C (10 mM PBS, 150 

mM NaCl, 95% D2O/5% H2O, 256 pulsos, 600 MHz). 
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Para llevar a cabo el análisis del plegamiento conformacional del aptámero se usó 

el algoritmo UNAfold. Este es un webserver que usa un método computacional que 

predice la energía libre mínima necesaria para mantener la estabilidad de una secuencia 

de ADN dada y su estructura 2D correspondiente. El algoritmo presentado por Zuker, 

2003; aún sigue vigente en el funcionamiento de la plataforma y este considera todas las 

posibles formas en que la secuencia de ADN puede “aparearse”, mientras identifica la 

conformación con la energía libre más baja basados valores de energía pre-establecidos. 

 En la Figura 3.3.3, se observa el diagrama generado por el algoritmo. Este fue el 

único resultado obtenido, lo cual podría indicar que dicha estructura 2D presenta la 

mayor energía de estabilización que el sistema puede alcanzar. Es recalcar que el 

apareamiento se genera entre los pares de bases ubicados del nucleótido 13 al 16 con 

sus pares ubicados entre 7 al 4. También salta a la vista la presencia de cuatro puentes 

de hidrógeno consecutivos que brindan origen a un solo nudo (“knot” en inglés). Dichas 

estructuras se creen que son las encargadas de las principales funciones de 

reconocimiento por parte de los aptámeros (Darfeuille et al, 2016; Sullivan, 2019). A su 

vez, los parámetros termodinámicos indican que la estructura tiene un valor de energía 

libre asociada de: ΔG=-0,55 kcal/mol a la temperatura a la que se realizaron las 

reconstituciones de los aptámeros (50 °C), y a una concentración iónica de Na+ de 150 

mM. Dichas condiciones se usaron con el fin de mantener la consistencia con los 

resultados obtenidos en el análisis previo de RMN. 

 Es importante también mencionar que el hecho de que solo cuatro bases 

nitrogenadas tengan probabilidad de interactuar generaría una explicación del porque 

durante el análisis de RMN no se obtuvieron señales claras dentro del rango de los 9,0 

ppm y 12 ppm donde se esperaría encontrar la señal del protón imino proveniente de 

los puentes de hidrogeno entre los apareamientos. Sin embargo, debido a la existencia 

de cadenas con menor probabilidad de generar puentes de hidrogeno (mayor 

flexibilidad), podría aumentar la frecuencia con la que dichos protones son 

intercambiados por el solvente, disminuyendo su resolución por medio de RMN (Furtig 
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et al, 2003). Por otro lado, debido a lo anterior tendría que las fuerzas de apilamiento e 

interacciones electroestáticas tomen un papel clave para la estabilización de la 

estructura del aptámero CDBS-1. Por lo tanto, esto se alinea con lo obtenido en las 

señales del rango de 7.10 ppm a 8.50 ppm donde se ubican las conexiones internas entre 

los protones de las bases nitrogenadas de manera paralela a la cadena de fosfatos (Furtig 

et al, 2003). 

 
Figura 3.3. 3. Diagrama generado por mFold como modelo de la organización 

estructural 2D del aptámero. 
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 Posterior a encontrar dicha organización estructural 2D, se continuó con los 

experimentos de plegamiento y organización 3D. Estos se realizaron a través del 

algoritmo descrito por Zhang et al, 2022. 3dRNA/DNA es un método computacional para 

predecir las estructuras tridimensionales de moléculas de ARN y ADN basándose en sus 

secuencias y estructuras 2D. El método se enfoca en el ensamblaje de fragmentos y 

estructuras homologas que se encuentran publicadas en bases de datos estructurales.  

En la Figura 3.3.4, se pueden observar los modelos de la estructura 3D del 

aptámero. Dichas estructuras son el resultante de los procesos de iteración que conlleva 

el ensamble y comparación de estructuras contenidas en una base de datos. Las 

estructuras mostradas en dicha figura se encuentran organizadas en orden de energía, 

siendo A la estructura más estable y por lo tanto con un grado de confianza mayor de 

representar al menos una de las conformaciones activas del aptámero a lo largo de 

tiempo. 

 Vale la pena recalcar la presencia de interacciones no canónicas en todas las 

estructuras obtenidas. Dichas interacciones no son las usualmente encontradas en el 

apareamiento descrito por el modelo de Watson y Crick, sino que se refieren a 

interacciones entre bases nitrogenadas no complementarias, interacciones de 

apilamiento, o interacciones entre bases nitrogenadas y azucares o fosfatos (Bansal et 

al, 2022).  
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Figura 3.3. 4. Modelos de la estructura del aptámero optimizados por algoritmos grano 

grueso.  
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 Se puede mencionar que de manera general el extremo 3’ del aptámero se 

encontró como el extremo con menor impedimento estérico en la mayoría de las 

estructuras. Esto es pertinente para el sistema de detección generado, pues el anclaje 

realizado, y las pruebas moleculares que se realizaron tomando en cuenta solo la 

modificación en dicho extremo. Finalmente, es importante recalcar que estas 

conformaciones no necesariamente serán las mismas que se encontrarán ancladas en la 

superficie de óxido de grafeno, tal y como se discutió en el capítulo 1.4, la presencia del 

material rico en electrones puede generar cambios en la estructura electrónica de los 

aptámeros, lo que puede generar la variación de los efectos termodinámicos en la 

cadena del aptámero.  

 A pesar de no haber sido un resultado concluyente, dentro de los posibles blancos 

de interacción que se obtuvieron fueron las proteínas que componen la capa S. Dicha 

capa se encuentra constituida por complejos proteicos de proteinas SlpA de diferentes 

pesos moleculares. Estas forman una red en forma de tamiz molecular que se cree que 

evita la penetración de macromoléculas de cierto peso molecular al espacio más próximo 

de la bacteria, además de funciones de adhesinas debido a su alta área superficial 

(Lanzoni-Mangutchi et al, 2022). 

 Dicha estructura fue descargada del PDB (7ACY), la cual fue cristalizada por 

Lanzoni-Mangutchi et al, 2022; de C. difficile 630 con una resolución de 2.55 Å. Las 

estructuras del aptámero que se tomaron en cuenta fueron las presentadas en la Figura 

3.3.4. Dichas estructuras fueron optimizadas a través del campo de fuerza MARTINI 

(Honorato et al, 2019), los cuales siguieron un patrón clásico a los modelos de grano 

grueso explicados en el capítulo 1.6. El docking (interacción proteína -aptámero) fue 

llevado a cabo en HADOCK2.4 (Kurkcuoglu & Bonvin, 2019).  

 En la Figura 3.3.5, se observa el resultado de la estructura más estable generada 

por el modelo de interacción aptámero- proteína. Vale la pena mencionar que de las 

estructuras analizadas el aptámero tuvo una mayor afinidad a unirse en los dominios 

cercanos a los mostrados en Figura 3.3.5-a, b. Esto podría indicar que existe cierto patrón 



108 
 

de componentes en dicho dominio que impone cierta atracción para la interacción con 

el aptámero. A su vez, como se ve en la Figura 3.3.5-b la cual corresponde a la proyección 

desde el eje y-z, la zona de interacción corresponde a la cara externa del complejo 

proteico. Lo anterior es interesante, pues no se generó ningún tipo de limitación 

estructural para que durante el proceso de interacción se guiara el anclaje a dicha zona. 

 Otro detalle por destacar es que al analizar la Figura 3.3.5-a la cual corresponde 

a la proyección desde el eje x-y, se observa que el dominio de interacción se encuentra 

en los extremos que a su vez interactúan con otras unidades del mismo complejo para 

formar el entramado o red antes descrita. Dicha cercanía entre aptámeros y sitios de 

anclaje podría explicar la formación de redes al aplicar el aptámero en solución ante la 

presencia de la espora. Al estar tan cercanos entre sí y al ser los dominios repetitivos, los 

aptámeros podrían tender a agregarse e interactuar con las cadenas libres más flexibles 

formando un complejo en forma de dímero que aumente la avidez del reconocimiento 

por parte de este. 

 Finalmente, en la Figura 3.3.5-c, se observa la porción del aptámero (en naranja) 

y la proteína (en blanco) donde se genera la energía más estable de interacción entre 

ambas estructuras. Se puede observar la presencia de tres puentes de hidrogeno 

mediados por el aminoácido tirosina como extremo donante y los oxígenos del grupo 

fosfato de la citosina-25 como extremos aceptores.  

A su vez, la presencia de aminoácidos básicos como la lisina también generan la 

interacción entre el grupo de guanidina con los protones presentes en el azúcar de la 

timina-14. Se puede observar además la interacción del grupo OH de la serina con el 

protón y el nitrógeno de la guanina-21. Adicionalmente, las fuerzas de interacción de 

Van der Walls entre las nubes pi de las bases nitrogenadas que también podrían tener 

implicaciones de estabilización a través de sus interacciones no polares. 
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Figura 3.3. 5. Modelo de la interacción del aptámero con la proteína SlpA como posible 

componente de la capa S-layer (no antes descrito) de las esporas de C. difficile. 
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Estos resultados obtenidos desde el punto de vista computacional podrían 

apoyar una de las hipótesis mencionadas en el capítulo 3.1. Específicamente, la hipótesis 

D en la que se indica: 

“El aptámero interactúa con espacios químicos generados por conformaciones de 

modificaciones postraduccionales u otros grupos funcionales que no necesariamente 

pueden ser propiciados por la presencia de péptidos en específico. Por ejemplo, el caso 

en el que el aptámero requiriera la interacción cercana entre una glicosilación y una 

fosforilación sin importar el péptido o los péptidos en donde estas se encuentren.” 

Esto debido a que la presencia de los grupos de interacción mencionados de la 

Figura 3.3.5-c son grupos comunes en las proteínas de C. difficile, principalmente las 

lisinas y las tirosinas al ser mayoritariamente péptidos básicos y polares 

correspondientemente. Por lo que el modo de interacción más simple es la atracción por 

cargas electrostáticas y puentes de hidrogeno entre los grupos fosfatos y los aminoácidos 

básicos y polares presentes en la superficie de este tipo de estructuras.  

Aún se requiere mayor validación experimental como cristalografía de rayos X o 

microscopia cryo-EM para elucidar el blanco molecular y el modo de interacción entre 

ambas estructuras. Sin embargo, este trabajo se genera la primera exploración de la 

posible interacción entre componentes proteicos de la espora de C. difficile y un 

aptámero de cadena sencilla de ADN. 
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Capítulo 4: Conclusiones y recomendaciones 

Se destacó la importancia de la estandarización de métodos de extracción de 

proteínas de las cepas menos estudiadas de C. difficile. Además, en este trabajo se 

modificó la categorización funcional usada por Diaz-Gonzales et al, 2015; para ser 

adaptada a un contexto más apropiado para esporas y se compararon los diferentes 

artículos presentes en la literatura basados en estas nuevas categorías. 

Se encontraron 99 péptidos que no habían sido reportados anteriormente como 

parte de las esporas de C. difficile; dentro de las cuales la gran mayoría (27,3%) hacen 

parte del metabolismo central. Debido a esto, se discutió sobre las proteínas “moonlight” 

y el papel de ciertas proteínas asociadas al metabolismo en funciones no esperables, 

tales como factores de virulencia. Dichos casos se generan en contextos diferentes a lo 

usual, por lo que se propone que la gran cantidad de proteínas metabólicas presentes en 

las capas externas de la espora podrían tener funciones en la patogénesis a través de 

procesos de “moonlighting” aún no descritos. 

Se realizaron ensayos moleculares para verificar la interacción del aptámero con 

proteinas de la espora de C. difficile. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron 

concluyentes al obtener la interacción del sistema HRP-estreptavidina con posibles 

proteinas endógenas biotiniladas al realizar Western Blot de 1 dimensión y la baja 

detección por espectrometría de masas del péptido captado por la inmunoprecipitación 

mediada por partículas magnéticas.   

 Se recomienda el uso de diferentes técnicas moleculares como SRP para la 

obtención de resultados confirmatorios a la interacción. A su vez, se recomienda el 

análisis de Cryo-EM de la estructura del aptámero con su blanco molecular o la 

cristalografía de rayos X para la elucidación de la interacción entre ambas estructuras. 

 El anclaje del aptámero con la espora se determinó mediante métodos de 

microscopía de fuerza atómica y espectroscopía de efecto fotoeléctrico. 

 Se obtuvo el modelaje molecular tomando en cuenta la optimización previa de 

las condiciones de salinidad generada por RMN. Además, se estudió a diferentes niveles 
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la organización estructural del aptámero, esto con el fin de entender posteriormente su 

enlace en el ensayo de interacción en presencia de la proteína SlpA de la capa S. A pesar 

de que dicho blanco molecular no se considera totalmente concluyente, es interesante 

que los modos de anclaje se lleven a cabo en un área determinada del blanco molecular 

que es consistente con dominios que están expuestos en contacto con el ambiente. La 

hipótesis con la que se concluye es que es posible que el aptámero interactúe con grupos 

ácidos y polares de las proteínas de la superficie de la espora que pueden verse afectados 

en carga o en ambiente estructural requerido debido a los agentes caotrópicos y 

surfactantes requeridos para la solubilización de los péptidos de la espora. 

Se generó el modelo de la interacción con uno de los posibles componentes de la 

espora de C. difficile, el cual requiere de más validación estructural, así la comprobación 

de que dicho componente (S-layer) se encuentra en las esporas de esta bacteria. 
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Anexos 

Anexo 3.1: 

A3.1.1. Código R para el cálculo de la prueba Barlett 

 
 

A3.1.2. Código R para el cálculo de los valores de ANOVA 

 

 
 

A3.1.3. Código R para el cálculo de los valores de prueba Tuke 
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A3.1.4. Datos Excel para el cálculo de la curva de calibración de la cuantificación de 

proteinas por el método derivado de Lowry 

 

 

 

A3.1.5. Curva de calibración de la cuantificación de proteinas por el método derivado 

de Lowry 

 

 
 

 

SAMPLES dup.1 dup.2  Average (ug/ml) Dup.1 (ug/ml) Dup.2 (ug/ml) deviation      dil final conc.

Tratamiento 1 249 234 1168.375527 1221.11814 1115.63291 74.5893229 1 1168.376

Tratamiento 2 182 186 764.0154712 749.950774 778.080169 19.8904861 1 764.0155

Tratamiento 3 164 148 567.1097046 623.368495 510.850914 79.5619444 1 567.1097

Tratamiento 1 254 263 1287.925457 1256.27989 1319.57103 44.7535937 1 1287.925

Tratamiento 2 184 178 742.9184248 764.015471 721.821378 29.8357292 1 742.9184

Tratamiento 3 185 173 728.8537271 771.04782 686.659634 59.6714583 1 728.8537

Tratamiento 1 212 225 1006.631505 960.921238 1052.34177 64.6440799 1 1006.632

Tratamiento 2 135 146 458.1082982 419.43038 496.786217 54.6988368 1 458.1083

Tratamiento 3 145 158 535.464135 489.753868 581.174402 64.6440799 1 535.4641

Tratamiento 1 248 260 1256.279887 1214.08579 1298.47398 59.6714583 1 1256.28

Tratamiento 2 159 168 619.8523207 588.206751 651.49789 44.7535937 1 619.8523

Tratamiento 3 143 132 437.0112518 475.68917 398.333333 54.6988368 1 437.0113

Tratamiento 1 232 218 1052.341772 1101.56821 1003.11533 69.6167014 1 1052.342

Tratamiento 2 168 150 588.2067511 651.49789 524.915612 89.5071875 1 588.2068

Tratamiento 3 157 143 524.9156118 574.142053 475.68917 69.6167014 1 524.9156

Tratamiento 1 78 73 1.005625879 18.5864979 -16.5752461 24.8631076 1 1.005626

Tratamiento 2 75 74 -6.026722925 -2.51054852 -9.54289733 4.97262153 1 -6.02672

Tratamiento 3 76 76 4.521800281 4.52180028 4.52180028 0 1 4.5218
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A3.1.6. Extracto de la base de datos de comparación entre los resultados obtenidos por 

el método de extracción seleccionado con respecto a la literatura de la proteómica de 

la espora de C. difficile. 
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Anexo 3.4: 

A3.4.1. Espectro RMN-1H del aptámero CDBS-1 

 

 

A3.4.2. Espectro RMN-1H del aptámero CDBS-1 ante diferentes temperaturas 
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A3.4.3. Valores de energía electrostática agrupadas por clústeres de las diferentes 

estructuras analizadas para el modelo de la interacción del aptámero con la proteína 

SlpA de la espora. 
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