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En los ultimos afos, los chips de ADN han atraido una atencion creciente de
diferentes campos, debido a su portabilidad, sensibilidad, especificidad y rapida
respuesta. Los chips de ADN son aplicados en diagnosis de enfermedades
genéticas, deteccién de agentes infecciosos, estudios de predisposicion genética,
desarrollo de medicina personalizada, deteccion de expresion genética diferencial,
medicina forense, exploracion de medicamentos, columnas de separacion,
seguridad alimentaria, defensa militar y monitorizacion medioambiental. Aunque
los chips basados en oligonucledtidos para la deteccion de ADN y proteinas tienen
un gran futuro en diagnosis e investigacién biologica, esta tecnologia esta aun
muy lejos de su uso diario en el campo clinico y aun mas lejos de poder ser
comercializado para uso doméstico como lo han sido los biosensores de glucosa.
Sus principales problemas son su alto costo y su dificultad de uso. Debido a esto
se estan empezando a desarrollar nuevos conceptos de plataformas biosensoéricas
electroquimicas basadas en oligonucleotidos para la deteccion de ADN,
presentando una respuesta rapida y sensible a bajo costo. Para el desarrollo de
este tipo de biosensores se establecen protocolos para la inmovilizacion,
hibridacion y deteccion de ADN. Estos estudios han permitido desarrollar
biosensores electroquimicos basados en oligonucleétidos para la deteccién de
proteinas como la trombina sin el previo marcaje de este analito, ni la adicion de
reactivos para la deteccién del analito.
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Para su utilizacion es necesario, previo a la inyeccion del analito en el biosensor, costosos
instrumentos de laboratorio y técnicos especializados en bioquimica para el marcaje y
amplificacion de las muestras de ADN. En cambio los requerimientos que un biosensor ha
de incluir son, ser facil de utilizar, por tanto el analito no ha de necesitar un marcaje previo
ni la adicion de reactivos para su deteccion. Este ha de dar una respuesta rapida y sensible a
bajo coste y ha de permitir la deteccion en el mismo equipo de diferentes analitos. El
trabajo hecho en esta tesis describe el desarrollo de nuevos conceptos de plataformas
biosensoricas electroquimicas basadas en oligonucleotidos para la deteccion de ADN y
proteinas no marcadas previamente, los cuales incluyen estos requerimientos. Experimentos
preliminares para la deteccion directa de la hibridaciéon de ADN marcado se llevo a cabo
para establecer protocolos para la inmovilizacion, hibridacion y deteccion de ADN
colorimétricamente y electroquimicamente. Se utilizaron muestras reales y sistemas de



deteccion de multi-analitos en un chip desarrollado por fotolitografia biocompatible. Para
no necesitar un marcaje previo de la muestra de ADN vy asi simplificar y reducir el coste del
futuro biosensor se desarrolld un sistema electroquimico de desplazamiento. El método
libre de marcaje se basa en el desplazamiento de moléculas de oligonucleotido mutado y
marcado, el cual aunque contenga ciertas mutaciones es capaz de hibridar con la sonda de
oligonucledtido inmovilizado, pero cuando estas se encuentran en presencia del analito
desplaza la molécula mutada, disminuyendo asi la sefial de manera proporcional a la
concentracion del analito. El sistema de desplazamiento ha sido demostrado
colorimétricamente y electroquimicamente utilizando marcaje de HRP sobre el mutado, asi
como un marcaje de ferroceno que no requiere la adicidon de reactivos para su deteccion.
También se llevaron a cabo diferentes estrategias para desarrollar un biosensor
electroquimico basado en oligonucle6tidos (aptdmeros) para la deteccion de trombina sin el
previo marcaje de este analito, ni la adicidon de reactivos para la deteccion del analito. En el
sistema mas sensible se obtuvo un limite de deteccion de 30 fM en un tiempo de respuesta
de solo 5 minutos



