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Resumen

La microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) es un dispositivo altamente sensible a las pequefias varia-
ciones de masa que ocurren en su superficie. Un biosensor puede definirse como un dispositivo analitico
en el que un receptor biolégico es inmovilizado sobre la superficie de un transductor; cuando un analito
diana es reconocido por el receptor biolégico, la interaccién bioquimica es directamente convertida
por el transductor en una sefial cuantificable. Los biosensores se han adaptado a multiples aplicaciones:
determinacién de virus, bacterias, pesticidas, gases y en general, cualquier particula contra la cual pue-
dan ser disefiados receptores especificos. Las QCMs como biosensores son parte de una técnica de mo-
nitoreo rapido, bajo costo, alta reproducibilidad y bajos limites de deteccién de la sustancia de interés.
El presente proyecto de investigacion propone desarrollar un biosensor para la determinacion de mar-
cadores bioquimicos o moleculares para la evaluacion de la salud ocular. Esta propuesta se basa en la
integracién entre disefio, simulacion, fabricacién y caracterizacion de un biosensor piezoeléctrico para
el diagnéstico de enfermedades. La ejecucion del plan de trabajo, mediante el cual se llevara adelante
el proyecto, permitird desarrollar herramientas diagndsticas que contribuirdn a la prediccién de la evo-
lucion de la enfermedad y al disefio de estrategias terapéuticas especificas.

Palabras clave: biosensor, microbalanza de cristal de cuarzo, biomoleculas, microelectronica, prototi-
pado electrénico y 3d
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Objetivos propuestos

General
Disefiar, simular, fabricar y caracterizar prototipo de biosensor piezoeléctrico para el diagnéstico de
enfermedades.

Especificos

1- Modelar y simular microsensor de masa como biosensor.

2- Fabricar y caracterizar sensor de masa de cuarzo.

3- Desarrollar conocimiento en funcionalizacién de superficies de materiales para la fabricacién
de biosensores.

4- Fabricar Biosensor para la deteccion de biomoléculas.

5- Integrar biosensor a disefio microelectrénico basado en tecnologia CMOS.

6- Fabricar y caracterizar microsensor piezoeléctrico de masa basado en AIN.

7- Evaluar la funcionalidad de un dispositivo piezoeléctrico para el seguimiento de procesos biolé-
gicos.

8- Evaluar aplicabilidad de piezoeléctricos biocompatibles (PVDF) como materiales osteogénicos/
osteoinductivos, asi también como aceleradores de cicatrizacion de heridas

Objetivos cumplidos

Se cumplié con la totalidad de los objetivos en tiempo y forma. EL tnico objetivo no cumplido fue el de
Fabricar y caracterizar un microsensor piezoeléctrico de masa basado en AIN. El motivo principal por
el cual estas actividades no pudieron ser realizadas fue la falta de tiempo para su abordaje. Esta falta
de tiempo estuvo ampliamente justificada por el insumo de tiempo extra que demandaron los grandes
avances en los demas objetivos. EL hecho de obtener un prototipo funcional, testeado y caracterizado
de un biosensor de proteinas y su potencial patentamiento, justifica este no cumplimiento del objetivo
mencionado. Ademas, se avanzé considerablemente en los experimento in vivo con animales de labora-
torio para evaluar la osteogeneracion basada en materiales piezoeléctricos.

Sumado a estos hechos, los resultados de la participacién en congresos nacionales (SABI 15y 17) e
internacionales (ISECM ‘15) y en concursos de innovacion y tecnologia (INNOVAR ‘17 y Startupsummit
"17 Novartis) superaron ampliamente las expectativas del grupo de investigacion. Se generaron lazos y
potenciales socios estratégicos que se espera capitalizar en el corto/mediano plazo.

Marco teérico y metodolégico (sintesis)

Las QCMs como biosensores son parte de una técnica de monitoreo rapido, bajo costo, alta reproduci-
bilidad y bajos limites de deteccion de la sustancia de interés. El presente proyecto de investigacion
propone llevar a cabo el desarrollo de un microsensor de masa funcionalizado con biomoléculas espe-
cificas (biosensor) para la determinacion de marcadores bioquimicos o moleculares, como proteinas
0 acidos nucléicos para la deteccidn. La propuesta se basa en la integracion entre disefio, simulacion,
fabricacién y caracterizacion de un prototipo de biosensor piezoeléctrico para el diagnéstico de enfer-
medades.

Para el disefio se emplearan modelos computacionales desarrollados en el grupo para el ensayo de
este tipo de tecnologias que permitird determinar parametros éptimos de funcionamiento y disefio. Se
desarrollara la electrénica asociada y la integracion del disefio en busca de la reduccién del tamafio
mediante el disefio de un chip microelectrénico. Se caracterizara el biosensor y se lo funcionalizara con
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biomoléculas especificas. Finalmente se evaluard el desempefio del prototipo en modelos experimen-
tales in vitro.

Los biosensores basados en microrresonadores piezoeléctricos constituyen una tecnologia modera-
damente explorada en el campo de la deteccién de biomoléculas. Su desarrollo abre una perspectiva
interesante pudiéndose integrar a diferentes dispositivos y asi perfeccionar su funcionalidad y ampliar
su campo de aplicacion.

El creciente uso de biosensores y el posicionamiento estratégico de la nanobiotecnologia permiten
abordar las problematicas desde otro angulo, con el consecuente desarrollo de nuevos conocimientos.
Se trata de un proyecto multidisciplinario que incluye areas tan diversas como la mecanica computacio-
nal, la electrénica, la microelectrénica, la nanotecnologia, la medicina y la biologia celular y molecular.
La ejecucién de este plan de trabajo permitira desarrollar herramientas diagndsticas que contribuiran a
la prediccion de la evolucion de enfermedades y al disefio de estrategias terapéuticas especificas.

Metodologia

1. Modelar y simular microsensor de masa como biosensor

El equipo de investigacion tiene desarrollado modelos computacionales (FEM y Mason) los cuales
se utilizaron como base para modelar los sensores propuestos considerando la fijacién de proteinas/
aptameros en un medio acuoso y diferentes geometrias:

2. Fabricar y caracterizar sensor de masa de cuarzo

Se adquirieron 10 cristales de cuarzo (corte AT) con electrodos depositados en sus caras principales.
Empleando herramientas de modelado 3D, se disefié un soporte para la fijacion del resonador de cuarzo
(cavidad resonante). EL mismo se construyé empleando tecnologia Polyjet® de impresidn 3D. El disefio
garantizo la hermeticidad necesaria para que el sensor pueda ser empleado en medios acuosos.

El objetivo fue la obtencién de las caracteristicas funcionales y geométricas mas relevantes de los re-
sonadores a partir de los resultados experimentales; se determind la frecuencia de resonancia, el factor
de acoplamiento electromagnético, la figura de mérito y el factor de calidad del sensor.

3. Desarrollar conocimiento en funcionalizaciéon de superficies de materiales para la fabricacién
de biosensores.

Para lograr la afinidad requerida para identificar y cuantificar un analito deseado, es necesario inmo-
vilizar agentes reactivos en la superficie del biosensor. Este proceso se conoce como funcionalizacion
del sensor. Existen diversas clases de agentes reactivos que han sido utilizados para funcionalizar bio-
sensores. Entre los mas extensamente utilizados se encuentran: los anticuerpos y los aptameros. Como
resultado de este estudio, se optd por el uso de aptameros para funcionalizar la superficie y se uitlizé
trombina como molécula diana.

4, Fabricar Biosensor para la deteccién de biomoléculas

Se fabricaré un gabinete ergonémico para la fijacién del piezoeléctrico utilizando la impresora 3D.
El disefio buscaré garantizar la hermeticidad necesaria para que el sensor pueda ser empleado en un
medio acuoso.

Se obtuvo la respuesta en frecuencia del biosensor piezoeléctrico. Se midié la impedancia y fase del
sensor en funcién de la frecuencia para determinar su frecuencia de resonancia. Las mediciones fueron
realizadas con el equipamiento antes mencionado. Se obtuvo la frecuencia de resonancia, el factor de
acoplamiento electromagnético, la figura de mérito, y el factor de calidad.

5. Integrar biosensor a disefio microelectrénico basado en tecnologia CMOS.

Pensando en la factibilidad comercial del disefio se trabajoé en la integracién de la electrénica nece-
saria para la excitacion y acondicionamiento de sefial buscando que los sensores estén integrados con
la electrdnica.
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Por otro lado, el enorme desarrollo de la industria electrénica ha llevado a desarrollar nuevos senso-
resy aplicaciones de sensores compatibles con esta tecnologia que sigue en crecimiento, con la idea de
fabricacién en masa, abaratando costos.

6. Fabricar y caracterizar microsensor piezoeléctrico de masa basado en AlN.

Pensando en la factibilidad comercial del disefio se trabajarad en la integracién de la electrénica
necesaria para la excitacion y acondicionamiento de sefial buscando que los sensores estén integrados
con la electrénica. Uno de los materiales mayormente utilizado para aplicaciones electroacusticas es
el AIN debido a su excelente calidad para la fabricacién de resonadores acusticos. Este piezoeléctrico
debe ser fabricado sobre un sustrato que en muchos casos es empleado también para los electrodos de
excitacion.

7. Evaluar la funcionalidad de un dispositivo piezoeléctrico para el seguimiento de procesos biolégicos.

El polivinilidenofluoruro (PVDF) y sus copolimeros son los polimeros (biocompatibles) con mayor
efecto piezoeléctrico. Una de las mayores ventajas de los films piezoeléctricos sobre las ceramicas
piezoeléctricas es la baja impedancia acustica, cercana a la del agua y a la de varios medios organicos,
convirtiéndolos en materiales con un gran potencial para aplicaciones hiomédicas.

8. Evaluar aplicabilidad de piezoeléctricos biocompatibles como materiales osteogénicos/osteoin-
ductivos asi también como aceleradores de cicatrizacién de heridas.

Debido a la potencialidad del uso de materiales electroactivos (piezoeléctricos) en aplicaciones bio-
logicas y biomédicas, el objetivo de esta evaluacién es ampliar el conocimiento sobre el papel de la
carga superficial del soporte piezoeléctrico en la respuesta celular.

Sintesis de resultados y conclusiones
1. Modelar y simular microsensor de masa como biosensor
El modelado FEM de este sistema se muestra en la Figura 1, en la cual se exhibe el aspecto fisico del dis-

co con material depositado, su respectivo mallado y la respuesta vibracional. Se utilizaron mallados que
variaron entre 5000 y 8000 elementos, considerando los diferentes espesores de material depositado.

Fic 1: Aspecto fisico del disco de cuarzo con deposicion de 20um de parylene (rojo)(izg.), mallado (centro) y
respuesta vibracional (der.).

Con el fin de analizar el comportamiento de una capa viscoelastica, se llevé a cabo la respuesta de
frecuencia del sistema para un film de estreptavidina con espesores de 50 nm, 100 nm y 150 nm como
se muestra en la Figura 2:
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Fic. 2: Respuesta en frecuencia de sensor de AlN para films de estreptavidina de 50nm, 100nm y 150nm.

2. Fabricar y caracterizar sensor de masa de cuarzo

Se llegd a un prototipo funcional del biosensor caracterizandolo con microscopia de barrido electrénico
SEM (SMP ITF), funcionalizacién y analisis de la respuesta en frecuencia. Estos resultados motivaron la
presentacion de una propuesta de patentamiento de la innovacion (biosensor de proteinas) y la presen-
tacion a concursos de innovacion.

2.1. Diseno
Se realizd la fabricacion del primer prototipo de balanza de cuarzo. El sistema se modelé en SolidWork (Fig.3).

Fic. 3. Modelo de la OpenQCM combinado con el médulo de disipacién.

Un mddulo de disipacidn se disefié para integrarse con una microbalanza de cédigo abierto (Open-
QCM, http://opengcm.com/). El principio de funcionamiento del médulo de disipacién se basa en la tasa
de disminucién de las oscilaciones generadas por un cristal, después de una interrupcion rapida del
voltaje de excitacion. El voltaje de decaimiento generado se puede modelar como una sefial sinusoidal
amortiguada en forma exponencial, por lo que la frecuencia de resonancia y el factor de disipacién pu-
dieron evaluarse simultaneamente.

El sistema consistié en un microcontrolador que interactda con una computadora a través de comu-
nicacién USB (Fig. 4). El sistema consta de dos partes principales: digital y analdgica. La parte digital no
solo registra la frecuencia de la sefial de entrada, sino que también controla la conmutacion de potencia
y sefal. Cuando la sefal se conecta al circuito analégico, la envolvente sinusoidal amortiguada es pro-
cesada por el detector de envolvente y para luego ser digitalizada por el microcontrolador ADC.
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Fic. 4: Diagrama de bloques del sistema QCM con médulo de disipacion.

2.2. Hardware

El médulo de disipacion se adaptd para funcionar con una placa micro Arduino, ya que es el nucleo
del OpenQCM original. La conmutacion se implementé mediante un conmutador analégico controlado
digitalmente que utiliza el circuito integrado (Cl) 74HCT4053. Cuando el pin de control cambia el nivel
logico, el interruptor desconecta el cristal y simultdneamente conecta la salida de cristal al circuito del
detector de envolvente. El circuito del detector de envolvente consiste en un demodulador AM LTC5507.
Este Cl puede operar en frecuencias que van desde 100 kHz hasta 1 GHz. El esquema del sistema (Fig. 5)
se realizé con un software de disefio de PCB libre (Ealge v7.2, CadSoft).

Fie. 5: Esquema del sistema QCM con maédulo de disipacién. EL médulo de entrada-salida facilita la conexién con la
placa Arduino. El control del interruptor desactiva la excitacién del cristal y conecta la salida de cristal al detector de
envolvente de acuerdo con el estado DIG_CONTROL. El detector de envolvente cuantifica la envolvente del amorti-
guador sinusoidal y la salida se digitaliza mediante el ADC del microcontrolador para calcular el factor de disipacion.

2.2.1. Placas QCM en KiCad

Se desarroll6 el primer modelo de la placa incluyendo el médulo de medicién de disipacion utilizando el
multiplexor 74htc4053 (Figura 6). Durante el proceso de experimentacion se encontré que el 74htc4053
no presentaba buenas caracteristicas de conduccion cuando se realizaba la medicién de la disipacion
del sistema. Por esto se plante6 un nuevo modelo de placa utilizando un circuito TS5A23159.
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Ficura 6. Placa mddulo de disipacién v1.

2.3. Software

La interfaz de usuario original para el sistema QCM se desarrollé en Java JDK8. La GUI se modificé para
introducir un botén de bloqueo de cambio de control (DIG_CONTROL). Ademas, la GUI podra compilar-
se en un archivo ejecutable independiente.

2.4. Fabricacion

La incorporacion de pocos elementos SMD facilité un diseiio de PCB de doble cara, PTH (plateed-throu-
gh-holes), con dimensiones reducidas (Fig. 7). La placa PCB fue producida usando la fresadora de PCB
ProtoMatS103 de LPKF. Esta tecnologia proporciona prototipos PCB precisos, rapidos y simples, logran-
do ancho y espacio de pistas de 100 um. Todos los componentes de la OpenQCM y la integracién con el
modulo de disipacion disefiado se muestran en la Fig. 8.

Fic. 7: Disefio de PCB para la QCM con el médulo de disipacion.

Fic. 8: Sistema fabricado de la OpenQCM combinado con el médulo de disipacion.
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2.5. Caracterizacion

Se caracteriz6 la microbalanza obteniendo el corrimiento en frecuencia y la disipacidn del sistema,
tanto en un medio gaseoso (aire) como liquido (agua). Inicialmente se utilizé el método de decaimien-
to y posteriormente el de respuesta en frecuencia.

2.51.SEM

Con el objetivo de evaluar las caracteristicas de la superficie del sensor propiamente dicho (cristal de
cuarzo), so obtuvieron imagenes utilizando un microscopio electrénico de barrido (SEM) del Centro de
Investigaciones Cientificas y Transferencia de Tecnologia a la Produccion (CONICET), sito en la ciudad
de Diamante, Entre Rios. Las imagenes de la superficie y el perfil del cristal se pueden observar en la
Fig.9:

Fic 9: Rugosidad del electrodo en una de las caras principales cristal de cuarzo (izq.), y perfil del cristal en donde
se puede apreciar el espesor del deposito de oro (der.).

2.5.2. Primeros resultados experimentales

Se realizaron pruebas con el mddulo de disipacidn con aire (Figura 10) y agua (Figura 11) con el cual
se registrd el decaimiento de la sefial con osciloscopio. Se puede apreciar una alta amortiguacién del
agua en la oscilacién del cristal en comparacion con el aire.

Fic. 10: Decaimiento del Sistema en interfaz aire.
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Fic. 11. Decaimiento del Sistema en interfaz agua.

2.5.3. Mediciones en soluciones acuosas

Se utilizaron soluciones acuosas con diferentes caracteristicas y los resultados se contrastaron con me-
diciones en un medio gaseoso (aire). Se utilizé el método de decaimiento y posteriormente el de res-
puesta en frecuencia (Figs. 12-14).

Fic. 12: Método de decaimiento

Frecuencia vs tiempo

Fic. 13: Método de respuesta en frecuencia #1
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Disipacion vs tiempo

Fic. 14: Método de respuesta en frecuencia #2

2.5.4. Test de hermeticidad

Se realizé un nuevo setup para evaluar la hermeticidad del dispositivo considerando que se hallaron
algunas pérdidas de liquido (las cuales fueron solucionadas a la brevedad). El setup consistio de una
bomba infusora controlada con un microprocesador como se puede observar en la figura 15:

Fie. 15: Setup para evaluar hermeticidad.

2.5.5. Medicién de lagrimas artificiales

A partir de los buenos resultados obtenidos, se propuso abordar un experimento contemplando diferen-
tes tipos de lagrimas artificiales. Para esto, se prepararon diferentes concentraciones de polietilenglicol
en agua destilada, ya que éste es uno de los componentes principales en un gran nimero de lagrimas
artificiales. El setup desarrollado se muestra en la figura 16 y las respuestas obtenidas en la figura 17:

Fie. 16: Setup para evaluar lagrimas artificiales (izq.) y lagrima artificial comercial (der.).
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Fic. 17: Resultados preliminares de la medicién de lagrimas artificiales.

2.6. Nuevo diseiio de QCM basado en Arduino DUE

Uno de los inconvenientes mas importantes del disefio primario del médulo de medicién de disipacién
radic6 en la baja capacidad de procesamiento y la baja capacidad de almacenamiento del chip que
utiliza la placa arduino micro. Debido a lo expuesto previamente, se llevd a cabo un nuevo disefio de la
QCM basado en una placa Arduino DUE, la cual es mas potente. Este nuevo disefio tiene la capacidad de
manejar 2 sensores simultdneamente (Figura 18).

Ficura 18. Nuevo disefio de QCM basado en Arduino DUE

2.6.1. Medicién de disipacion del sistema en lagrima artificial

Finalizada la parte electrénica con la nueva placa Arduino, incluyendo el ADL5511 y la etapa diferen-
cial, se procedié a cuantificar una lagrima artificial Systane ultra®. En la Figura 19, se puede apreciar el
cambio de la frecuencia de resonancia del sistema ante distintas interfaces.
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Ficura 19. Cambio de la frecuencia de resonancia del cristal durante aire, agua, y lagrima artificial

Se aprecia que la lagrima artificial presenta mayor disipacion que la gota de agua y la interfaz con aire.
Luego, se obtuvo el decaimiento del Sistema con aire, agua y lagrima artificial comercial y se utilizé un
algoritmo de regresion por cuadrados minimos (Figura 20).

Ficura 20. Decaimiento del Sistema con aire, agua y lagrima artificial comercia con fiteado de las curvas.

3. Desarrollar conocimiento en funcionalizacion de superficies de materiales para la fabricacion
de biosensores

Esta etapa del proyecto consistié en el proceso de funcionalizacion de la QCM. La misma se diagramé
teniendo como principal propdsito el de adquirir conocimientos y experiencia en funcionalizacién de
superficies. En ese sentido surgié el desafio de lograr que el microsensor identifique una biomolécula
particular, mediante la sensibilizacion de la superficie del transductor, es decir, a partir de la unién de
con un biorreceptor que posea afinidad por dicha biomolécula. Esto significé la transformacién del mi-
crosensor a biosensor.
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3.1. Seleccion del biorreceptor

En primer lugar, se analizaron posibles biorreceptores aplicables a este trabajo. Tal como se mencioné
anteriormente, es fundamental que cumplan ciertos requisitos. Tienen que poseer una afinidad selectiva
hacia el analito que se quiere detectar y deben permanecer estables a lo largo del tiempo. Dentro de las
posibilidades, se evaluaron dos moléculas (anticuerpos y aptameros) ya que, ademas de cumplir con los
requisitos mencionados cuentan con extensa bibliografia disponible para su estudio. A partir del analisis
de las ventajas y desventajas tanto de anticuerpos como de aptameros, se opté por la seleccion de los
aptameros como biorreceptores.

Una ventaja importante que destaca a loa aptameros en el desarrollo de biosensores es la estabilidad
que presentan durante su vida util, mayor que la de los anticuerpos, que es generada por su naturaleza
quimica. Ademas, pueden ser desnaturalizados mediante aumento de la temperatura o del pH, y tienen
la capacidad de retornar a su estado activo aplicando las condiciones 6ptimas de trabajo (buffer, tem-
peratura, etc.). Los anticuerpos, en cambio, ante un episodio de desnaturalizacion generalmente pierden
la capacidad de reconocimiento y por lo tanto su funcién en un biosensor.

Especificamente se seleccioné al aptdmero antirombina y, en consecuencia, se eligié la proteina
trombina como molécula diana. La trombina es una serina proteasa que expone dos exositios electro-
positivos para la interaccion especifica del sustrato, el exositio de reconocimiento de fibrinédgeno y un
exositio mas fuertemente electropositivo para la unién a heparina. El aptamero antitrombina es una
secuencia de ADN con 15 oligonucleétidos (5-GGTTGGTGTGGTTGG-3’), por lo cual se lo conoce como
TBA15 (TBA, por su sigla en inglés “thrombin-binding aptamer” y 15, por sus quince bases). EL mismo
posee en un extremo un grupo tiol, que le permite unirse al oro mediante un enlace covalente, y tiene
la capacidad de plegarse en una estructura cuadruple que se une a la trombina en el exositio de fibriné-
geno. Ademas, la asociacidn de la trombina con este aptamero es un sistema modelo para el desarrollo
de dispositivos biosensores que implican aptameros como molécula de reconocimiento.

El proceso de funcionalizacion de la QCM con el TBA15, esquematizado en la Figura 21, consiste en
conseguir la inmovilizacion del aptamero sobre la superficie del electrodo del oro de la QCM, para que
luego sea posible el sensado de la molécula diana (por ejemplo trombina).

Fie. 21: Funcionalizacion de una superficie de oro, modificado de [12]. (a) Union del TBA al oro. (b)

3.2. Unién de la trombina con el aptamero.

Este proceso implica realizar una modificacidon quimica de la superficie o, dicho de otra manera, pro-
vocar una alteracién en el material de los electrodos que pueda proporcionarle nuevas propiedades
fisico-quimicas superficiales. La técnica empleada para la inmovilizacién del TBA1S5, es la unién por
enlace covalente de estos aptameros modificados con tiol (-SH) sobre la superficie de oro. En este caso
se obtiene una monocapa autoensamblada o SAM (del inglés, self-assembled monolayer), debido a que
el grupo tiol se encuentra en un solo extremo del aptamero; este extremo se une covalentemente al
oro (Au) y se genera la monocapa de aptameros, mientras que el otro extremo queda libre para unirse
a la trombina. Las principales ventajas de usar un enlace Au-S directo para unir la molécula receptora
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al electrodo incluyen una reaccion rapida y covalente y, por ende, la formacién de una monocapa muy
estable. En base al estudio de la amplia bibliografia disponible sobre funcionalizaciéon con aptameros,
se desarrollo el protocolo de funcionalizacion.

4. Fabricar Biosensor para la deteccion de biomoléculas

Protocolo de funcionalizacion
A continuacion se detallan las etapas del protocolo elaborado y llevado a cabo para la funcionalizacién.
En total fueron 4 los cristales expuestos a este procedimiento.

A. Preparacién de la solucion de Aptamero: se hidrataron los aptameros con 1.1 ml de TE (tris-EDTA),
para obtener una concentracion de 60 pM, en base a las especificaciones del fabricante. Posteriormente,
se fracciono la soluciéon en 12 tubos eppendorf, cada uno con 20 pl.

B. Reduccion tiol: una vez que el aptamero fue resuspendido, fue necesario reducir el extremo tiol
para que pueda unirse al oro, ya que el aptamero tal como lo provee el fabricante tiene protegido este
extremo. Para ello, a cada eppendorf con la solucién de aptamero se le afiadié 40 pl de TCEP. Luego se
incubé por 2 horas a temperaturaambiente. Para la preparacion del solucién buffer se diluyé 0,0086g de
TCEP en 15[ml] de agua ultrapura, luego se conservo a 4 °C, por recomendacion del fabricante.

C. Union del aptamero al electrodo: la superficie del electrodo de oro de la QCM fue cubierta com-
pletamente con la solucién de aptamero. Posteriormente se incubd toda la noche a una temperatura
de 4°C, en una camara humeda. Esta ultima se elaboré con un recipiente de plastico con tapa, en cuyo
interior se coloco papel absorbente humedecido con agua ultrapura. En la Figura 22 (izquierda) se pue-
de observar el momento en el que se cubrieron los electrodos con la solucién de aptdmero, mientras
que en la Figura 22 (derecha) se muestran los cristales con la solucion de aptamero sobre su superficie,
ubicados en la camara himeda, listos para la incubacion.

Fi6.22: Etapa C del protocolo de funcionalizacién (izq.). Cristales con la solucion de aptamero en su superficie,
previo a la incubacién (der.).

D. Enjuague: se enjuagaron los sobrantes de aptameros con 3 ml de agua mili Q a temperatura am-
biente para descartar lo que no se unié al electrodo.

E. Unién aptamero - trombina: se colocaron 50 pl de solucién de trombina sobre el electrodo y se in-
cub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente y cubierto con un recipiente para aislarlo del ambien-
te (Figura 23). Luego se enjuag6 con 3 ml de PBS, para retirar la trombina que no se unié a los aptameros.
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Fic.23: Etapa E del protocolo de funcionalizacién, incubacién con solucién de trombina.

Previamente se resuspendio la trombina. Para reconstituir todo el vial el fabricante recomienda usar
8.1 ml de buffer PBS, asi se obtiene una concentracién de 7.4 pg/ml (200 nM), esta preparacion se debe
guardar a -20°C. A partir de la bibliografia consultada se opt6 por trabajar con una concentracién 120
nM, para lograrla se tomaron 30 pl de la solucién de trombina y se afiadié 20 pl de PBS, se obtuvo asi 50
ul de solucién de trombina 120 nM.

Sistemas de adquisicion

Se emplearon dos sistemas de adquisicién diferentes para efectuar las mediciones propuestas. Por un
lado, se utilizo la placa multipropoésito Digilent Analog Discovery 2 TM, empleada anteriormente para
las mediciones de soluciones de PEG. Por otra parte, se empled un equipo mas sofisticado, el analizador
de impedancia “1260 Impedance/Gain-Phase Analyzer” de la empresa Solartron.

EL 1260 Impedance/Gain-Phase Analyzer de Solartron (Figura 24), es un analizador de respuesta de
frecuencia muy potente y preciso, con multiples aplicaciones. Proporciona una amplia gama de posi-
bilidades para la mediciéon de impedancia y respuesta en frecuencia. Es utilizado por muchos investi-
gadores para diferentes experimentos, donde la integridad de la medicién y la fiabilidad experimental
son de suma importancia. Puede detectar y cuantificar cambios muy sutiles en el comportamiento de
la muestra, brindando un amplio rango de frecuencias para analizar la muestra, que va desde 10 pHz
a 32 MHz, con una resolucién de 0.015 ppm. Las mediciones con este analizador de impedancia fueron
posibles gracias al Laboratorio de Nanociencias y Nanotecnologia del Centro Atémico Constituyentes
(Comisién Nacional de Energia Atdmica), ubicado en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, que cedid su
espacio y equipamiento para trabajar.

Fic. 24: “1260 Impedance/Gain-Phase Analyzer”, Solartron.
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A continuacion, en la Figura 25, se exhiben las curvas correspondientes a los cuatro cristales con los
que se trabajo, dejando de lado la respuesta del sensor sin funcionalizar para obtener una mejor visién
del comportamiento que presentaron en cada caso. En estas graficas se observan las curvas de la me-
dicion de los cristales con la solucion de aptamero (Medicion 2, curva de color rojo) y luego de incubar
con trombina (Medicidn 3, curva de color azul).

Fic. 25: Curvas de impedancia real vs. frecuencia de los cristales N1, N2, N3 y N4. En rojo, curva de la medicion
luego de la incubacién con aptameros. En azul, curva obtenida luego de la incubacién con trombina.

Sistema de adquisicion Digilent Analog Discovery 2 TM

A continuacién se dan a conocer los resultados obtenidos con el sistema de adquisicidn Digilent Analog
Discovery 2 TM en funcién del numero de muestra, registrado luego de realizar la sensibilizacion de la
superficie del sensor. Las curvas corresponden a los valores obtenidos después de la inmovilizacion del
aptamero (Medicidn 2, en rojo), y luego de la unién aptamero - trombina (Medicidn 3, color azul).
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Ficura 26: Curvas de magnitud vs. frecuencia de los cristales N1, N2, N3 y N4. En rojo, curva de la medicién luego
de la incubacién con aptameros. En azul, curva obtenida luego de la incubacion con trombina

5. Integrar biosensor a disefio microelectronico basado en tecnologia CMOS.

Inicialmente se estudio el principio de funcionamiento del transistor MOSFET, canal N y canal P, y del
inversor CMOS. Posteriormente se abordo el disefio de una de las partes mas importantes de la QCM: el
“crystal driver”. Este circuito es el encargado de estimular el cristal para que vibre segun las necesidades
de la aplicacién.

Diseio
Para implementar el estimulador del cristal debemos respetar las consideraciones de Barkhausen. Uti-

lizaremos una configuracién conocida como oscilador de PIERCE como se muestra en la figura 27 (izq),
y una variante utilizando el circuito Schmitt trigger (derecha).

Fic.27: a. Oscilador de Pierce y b. variante con Schmitt trigger.
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Simulacion
Se realizé el disefio y simulacién en el software LTSPICE IV, en la figura 28 se muestran capturas del
circuito y la simulacién. En verde se observa la entrada y en azul la salida.

Fic. 28: a. Circuito de estimulacion del cristal. b. Capturas de la simulacion.

Se logro con éxito el disefio, simulacién y layout de dos circuitos estimuladores para un cristal de cuarzo
de una microbalanza. Se afianzaron conceptos y uso de software especifico, se realizé trabajo en equipo
y se logro enviar a fabricar el chip para luego utilizarlo en el proyecto de investigacion (Fig. 29).

Fic. 29: Chip fabricado.

6. Fabricar y caracterizar microsensor piezoeléctrico de masa basado en AIN

Las actividades relacionadas con este objetivo no se lograron concretar por las razones antemenciona-
das: escasez de tiempo y logros previos merecedores de tiempo y dedicacion.
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7. Evaluar la funcionalidad de un dispositivo piezoeléctrico para el seguimiento de procesos biolégicos

Técnicas de aumento 6seo
Unade las principales aplicaciones de las técnicas de aumento 6seo es en el area de implantes dentales.
Los implantes dentales s6lo pueden ser colocados si existe la suficiente cantidad de hueso de soporte
que permita estabilizarlos. EL aumento éseo permite efectuar tratamientos de implantes que de otra
manera no se considerarian para algunos pacientes. Existen diversos enfoques, materiales y técnicas
quirdrgicas que permiten el aumento dseo, entre ellas:

- GBR (Guided Bone Regeneration).

- Injertos de particulas de hueso.

- Injertos de bloques.

- Expansién de cresta.

- Osteogénesis por distraccion.

Aplicaciones de materiales piezoeléctricos en regeneracion de tejidos

La utilizaciéon de materiales piezoeléctricos como andamio para ingenieria de tejidos permite la esti-
mulacién eléctrica sin necesidad de utilizar electrodos, fuentes externas o baterias implantadas, elimi-
nando la posibilidad de acumular productos de electrélisis. Los materiales deben ser biocompatibles y
tener un coeficiente piezoeléctrico razonable. Los materiales mas usados en este campo fueron tradi-
cionalmente los piezoceramicos, destacandose el PZT (zirconato titanato de plomo) en aplicaciones de
regeneracion de nervios, a pesar de su toxicidad por la presencia de plomo. Algunas alternativas libres
de plomo son ZnO (6xido de zinc), BT (titanato de bario), KNN (niobato de sodio potasio), LNKN (niobato
de litio sodio potasio) y BNNT (nanotubos de nitruro de boro), que exhiben cierta toxicidad relacionada
a la disolucién de iones en fluidos biolégicos.

8. Evaluar aplicabilidad de piezoeléctricos biocompatibles (PVDF) como materiales osteogénicos/os-
teoinductivos, asi también como aceleradores de cicatrizacion de heridas

Se propuso en este desarrollo la utilizacién de PVDF en forma de membrana delgada o film como an-
damio (scaffold) laminar para regeneracién ésea en tratamiento de lesiones y deformidades de cabeza
y cara (sustitucion de hueso craneofacial), que son producidas por graves traumatismos, cancer o en-
fermedades congénitas. La utilizacion del andamio se puede proyectar también a otras aplicaciones
como regeneracion de huesos planos y otras que requieran grandes superficies y espesores pequefios.
Se plantearon las primeras etapas del proyecto, que corresponden a la caracterizacién del material 'y su
posterior evaluacion mediante ensayos in vivo.

Se buscé hacer énfasis en la planificacién de las etapas tempranas del proyecto sin perder de vista las
perspectivas del mismo ni su aplicacidn final. En este sentido, se detallan los procedimientos efectuados
en la cirugia correspondiente al “estudio comparativo del aumento éseo en tibia de conejo utilizando
obturadores de Cr-Co microfijados junto a membrana de PVDF”. Este estudio buscé comparar a lo largo
del tiempo el crecimiento 6seo en tibia de conejo. Para ello se utilizaron cuatro conejos machos de raza
“Nueva Zelanda”, uno como control y el resto para el estudio comparativo a lo largo del tiempo.

Una vez realizada la radiografia el conejo fue llevado a la sala de procedimientos, donde se efectué
la cirugia (Fig. 30). En el procedimiento participaron cuatro personas: una cirujana, dos asistentes y una
fotdgrafa, todos ellos con experiencia en este tipo de cirugia. La fotdgrafa estaba al tanto del protocolo
y tomaba tres fotografias en serie por cada hito destacado del procedimiento (incision, presentacion de
las membranas, fresado para microtornillo, introduccién de la membrana de PVDF, y membrana de CoCr
(Fig 31) atornillada en el sitio).
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Fic. 30: Anestesia en procedimiento quirdrgico.

Fic. 31: Membranas de CoCr esterilizadas.

Evaluacion a los 60 dias
A los 60 dias se procedié al eutanasiamiento de los conejos y se evaluaron las tibias realizando los si-
guientes estudios:

- Radiografias:
* Densidad 6sea
- TAC:
* Volumen del callo
 Grosor capa fibrosa
- Andlisis histolégico:
+ Conteo de células (osteocitos, osteoblastos, fibroblastos)
« Caracterizacion de tejidos presentes
- Tejido presente en la interfase con el film de PVDF

Resultados

Como lo muestra la figura 32, el callo 6seo generado, fue importante y se puede visualizar claramente
con la lupa estereoscépica.
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Fic. 32: Callo 6seo formado a los 60 dias.
El conteo celular y la TC arrojaron informacion clave para la interpretacién de los resultados del expe-
rimento. En la figura 33 se evidencia el crecimiento del callo éseo en el tiempo (sup .izq.), el aumento

de la densidad dsea (sup.der.), la evolucidn de los osteoblastos (inf.izq.) y la evolucién de los osteocitos
(inf. der.).

Fic. 33: Evolucién del callo 6seo formado a los 20, 40 y 60 dias.

En la figura 34 se puede observar la reconstruccion de la tibia en 3D a partie de las imagenes 2D de
la TAC (izq) y el conteo celular a partir de una seccion de tibia (der.).
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Fic. 34: Tibia 3D (izq.) y conteo celular (der.).

Conclusiones

En lineas generales, se ha cumplido con la gran mayoria de las actividades propuestas para los afios
previstos siguiendo los lineamientos establecidos. Si bien se opt6 por finalizar anticipadamente con el
proyecto, las metas alcanzadas superaron lo previsto.

El avance mds importante se ha dado con el desarrollo del biosensor para el cual se ha propuesto
una aplicacién innovadora. Lo importante de esta aplicacion fue que se originé como resultado de la
interaccion generada con el medio a través de actividades de difusion, reuniones, charlas y servicios. Las
mismas constituyeron un vinculo vital con el sector, que comenzé a madurar a fin de 2015. El problema
solucionado es el diagnéstico de patologias oculares con datos objetivos, independientemente del pro-
fesional que realice el estudio. EL biosensor mide las propiedades fisicas del fluido lagrimal y detecta la
presencia de distintas sustancias quimicas.

Segun el estudio de mercado realizado y en boca de los oftalmélogos entrevistados, “con este dispo-
sitivo se mejoraria la confianza en el diagndstico de este tipo de enfermedades que, actualmente al ser
evaluadas con métodos subjetivos, carecen de exactitud”. Ademas se realiz6é un estudio de patentabi-
lidad; a partir de estos resultados favorables se comenzé el proceso de patentamiento por parte de la
FI-UNER con el objetivo de enviar lo antes posible la solicitud de patente.

Sumado a estos hechos, los resultados de la participacidn en congresos nacionales (SABI 15y 17) e
internacionales (ISECM ‘15) y en concursos de innovacion y tecnologia (INNOVAR ‘17 y Startupsummit
"17 Novartis) superaron ampliamente las expectativas del grupo de investigacion. Se generaron lazos y
potenciales socios estratégicos que se espera capitalizar en el corto/mediano plazo.

Indicadores de produccion

La producciodn cientifica/tecnolégica alcanzada se puede medir con los siguientes indicadores:

- Formacién de recursos humanos.

- Publicaciones en revistas de difusién cientifica.

- Presentaciones en congresos nacionales e internacionales.

- Desarrollo tecnolégico transferido: Proyecto “Biosensor portable para la evaluacién de la salud
ocular”. Los problemas de superficie ocular son de alta prevalencia mundial. Este dispositivo permite
la evaluacién de la ldgrima para abordar problemas de superficie ocular. Se podra evaluar la lagrima
en cada consultorio/clinica, mejorando asi la eficacia en el control de la salud ocular. Permite otorgar
resultados claros, objetivos y reproducibles a partir de una muestra simple, en tiempo real y con alta
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especificidad; las técnicas actuales, arrojan resultados subjetivos dependientes de la experiencia del
profesional. EL problema solucionado es el diagnoéstico de patologias oculares con datos objetivos, in-
dependientemente del profesional que realice el estudio. El biosensor mide las propiedades fisicas del
fluido lagrimal y detecta la presencia de distintas sustancias quimicas.

- Patente en tramite. “DISPOSITIVO BIOSENSOR Y METODO PARA DETECCION DE CONCENTRACIO-
NES DE NGF EN LAGRIMA", Zalazar M, Mista C, Torres R. 2017. La presente invencién se refiere a un dis-
positivo biosensor y método para la deteccion de concentraciones de XX en lagrima, el cual utiliza como
transductor a una microbalanza de cristal de cuarzo (QCM), buscando con ello obtener un diagndstico
rapido sobre una toma de muestra de lagrima simple, logrando con el método de la presente invencidn
detectar bajas concentraciones de xx conocido como xx, y siendo una de las biomoléculas mas intere-
santes a evaluar en la lagrima. Asimismo el dispositivo, del tipo portable, permite la evaluacion de la
lagrima para abordar problemas de superficie ocular, a saber: medicién de volumen, fluidez y biomar-
cadores especificos de la lagrima, mejorando la eficacia en el control de la salud ocular, permitiendo la
evaluacion de la lagrima en cada consultorio/clinica.
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