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Biosensores: la alianza entre la vida y
la microelectronica

Las técnicas de analisis de laboratorio mas habituales, ya sean de
contaminantes quimicos o sustancias biologicas, son generalmente tediosas
e indirectas. Contar con dispositivos de alta sensibilidad, portatiles y de
medicion directa supondria un ahorro de tiempo y costes. Hacia este objetivo
se dirige el trabajo del grupo de Biosensores del Instituto de Microelectréonica
de Madrid, liderado por Laura M. Lechuga. Combinando componentes 6pticos
y microelectronicos con materiales biolégicos (proteinas o ADN), desarrollan
tres modelos de biosensores, macro, micro y nano, basados en la tecnologia
de silicio. En ellos la vida y la microelectrénica se alian para servir de base a
unos dispositivos con miltiples aplicaciones, ya que cambiando la parte
biologica pueden medir desde contaminantes ambientales hasta variaciones
genéticas o contaminaciones en alimentos.
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Cuando se imagina un biosensor casi todo el mundo piensa en un aparato de
medicion de sustancias biolédgicas, si embargo los dispositivos que fabrica el grupo
del Instituto de Microelectrénica de Madrid (IMM) situado en el Parque Tecnoldgico
de Madrid (Tres Cantos) “no son exactamente eso”, aclara la doctora Lechuga. La
definicién mas correcta seria un dispositivo compuesto por dos elementos
fundamentales: el sensor, en este caso microelectrénico, y el receptor bioldgico, por Con el componente
ejemplo una proteina o una cadena de ADN. Esos dos componentes, mas otros de biol6gico adecuado
funcionamiento y conversion de sefal forman el biosensor, que puede medir todo

se pueden disenar
tipo de sustancias, no sélo biolégicas.

biosensores para

De hecho, los compuestos con los que experimentan este grupo del IMM, todo ti po de
perteneciente al Centro Nacional de Microelectronica del CSIC son principalmente sustancias
contaminantes organicos de aguas de origen agricola e industrial, como el DDT o

los clorofenoles. “A través de la parte biolégica podemos hacer biosensores

especificos, totalmente selectivos para medir contaminantes”, explica Lechuga

Gomez, quimica de formacion. Asi, la investigacién con los prototipos de escala

macro y micro se ha centrado en el control medioambiental, mientras que el

nanomeétrico se dirige a la aplicacion en genémica.

Estos dispositivos siguen un planteamiento tecnolégico similar al biosensor mas
clasico y difundido comercialmente, el usado por los diabéticos para medir la
concentracién de glucosa en sangre. En éste se integra una enzima, que actlda
como receptor biolégico, situada sobre un electrodo. La enzima permanece en
estado seco, hidrofilizada, hasta que entra en contacto con la gota de sangre del
paciente, que la regenera y activa dando lugar a una reaccion quimica y en
consecuencia a un movimiento de electrones. El electrodo registra esos cambios y
los traduce en la informacién que aparecera en la pantalla en tan s6lo unos 30
segundos. “Nuestros biosensores siguen el mismo planteamiento, pero en vez de



analizar glucosa, analizamos otros compuestos, y en vez de utilizar enzimas,
usamos proteinas o ADN”.

Otras aplicaciones de este tipo de tecnologia son las usadas en alimentacién para el
andlisis de alimentos susceptibles de contener sustancias nocivas como la bacteria
de la salmonella, por ejemplo. Incluso, comenta la investigadora, en Japén se usa
uno para analizar si el pescado esta fresco o no. También hay muchos grupos de
investigacion trabajando en la creacion de biosensores para la deteccién répida de
agentes contaminantes en caso de guerra quimica y bacteriolégica. Y otra area muy
importante de aplicacién es la de los analisis clinicos para analizar de forma répida y
directa, por ejemplo, infecciones como hepatitis o virus del sida.

Y es que el uso de biosensores puede extenderse a muchisimos campos, ya que si
se tiene el receptor bioldgico adecuado esta tecnologia se puede aplicar a medir
practicamente cualquier sustancia. “Ese es el punto clave”, segun Lechuga Gémez,
que subraya que el trabajo del grupo multidisciplinar (quimicos, fisicos,
ambientdlogos, bidlogos moleculares e ingenieros) que dirige desde 1997 es
desarrollar tecnologia y probar que funcione bien. “Ante todo somos tecnélogos, las
aplicaciones dependen mas de los grupos con los que colaboremos”.

Control medioambiental

En el terreno de la deteccién de contaminantes ambientales, el grupo de
Biosensores prueba sus prototipos en varias de las 12 sustancias consideradas
prioritarias por la Unién Europea. Asi, utilizan proteinas disefiadas especificamente
para reaccionar en contacto con contaminantes (una proteina diferente para cada
uno), principalmente DDT, carbaril y nonilfenol.

Son sustancias quimicas de origen agricola o industrial, persistentes y altamente
nocivas para el medio ambiente y la salud humana. Segun Lechuga, “los ingerimos
constantemente en muchos alimentos”. Cuando entran en nuestro organismo, no
son interpretados como agentes patégenos sino como hormonas propias, por lo que
provocan lo que se ha dado en llamar una disrupcién endocrina. El cuerpo piensa
que tiene una elevada concentracién de hormonas ante la cual activa los sistemas
de respuesta, y parece ser que esta descompensacion puede tener relacion con el
aumento de algunas enfermedades como el cancer de mama o el de préstata, por
ejemplo. Por ello, “son considerados analitos prioritarios”.

Lo que sucede con estos compuestos quimicos es que son moléculas muy
pequefas que ademas se hallan en muy bajas concentraciones, casi de partes por
billén. “Analizar eso en el laboratorio puede llevar horas o dias y hay que utilizar
técnicas muy sofisticadas y costosas”. Los biosensores basados en la tecnologia del
silicio con proteinas como receptores son, por el contrario, de medicién directa y alta
sensibilidad, aunque de momento también costosos.

El biosensor tipo macro se compone por una placa de oro de 45 nm de espesor
sobre la que se ancla el receptor biologico. “El proceso de anclaje de la proteina es
uno de los mas problematicos en la fabricacion de este tipo de biosensores”,
explica la investigadora, “porque supone conectar un mundo biolégico con un
material inerte”. El método consiste a grandes rasgos, en provocar modificaciones
quimicas en la superficie del oro que den lugar a un enlace covalente entre los
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atomos de su superficie y una parte especifica de la proteina. “No puede anclarse
de cualquier manera, la proteina debe conservar su estructura y conformacion”,
siendo necesario que queden libres las zonas de la misma que desempefian la
funcién receptora. Para ello, conectan a la placa de oro unas microcubetas con
distintas disoluciones que hacen pasar sobre el sensor en un determinado orden,
pH y concentracién provocando las reacciones que daran como resultado el anclaje
de la proteina a la superficie aurifera.

Todos los pasos se monitorizan para comprobar que se estan produciendo las
reacciones quimicas buscadas, y una vez que se comprueba que la proteina esta
bien anclada, se conecta a un sistema de flujo automatizado que mantiene a la
proteina constantemente en contacto con un buffer salino. “Mantener la parte viva,
que no se degrade y que permanezca estable es otra de las mayores dificultades”,
comenta Lechuga. La proteina (y también el ADN) ha de estar en disolucion
constante, “en su medio natural”, es decir en un buffer con un ph y una temperatura
adecuados. Y es por esto, por lo que estos dispositivos sirven para la medicion de
contaminantes en aguas, porque las muestras a analizar han de ser liquidas para
poder inyectarlas en el flujo.

La placa de oro, de con la proteina anclada y el sistema de flujo constante, se
excita mediante un laser un efecto 6ptico que se llama resonancia de plasmon
superficial. Cuando la luz incide sobre la placa de oro produce un movimiento de
electrones, que se ve alterado por las reacciones bioquimicas o biomoleculares en
la superficie de la misma, provocando un cambio en la luz reflejada que seran
registradas por un fotodetector. La senal del fotodetector es procesada
electrénicamente y conectada a su vez a un ordenador con un software, elaborado
por el propio equipo, que traduce los cambios en los niveles de concentracién del
contaminante. Asi se consigue “la ventaja de tener una medicién y un analisis
directo a partir de muestras muy pequenas”.

El buen funcionamiento de este biosensor suscité hace unos meses la creacion de
una spin-off, Sensia S.L., que comercializa el biosensor de resonancia de plasmén
superficial para aplicacién general. Es decir, se vende la tecnologia base sin
proteina ni ADN, asi segun lo que quiera medir el usuario habra de usar el receptor
biolégico especifico. “Nosotros le explicaremos como usarlo y le proporcionaremos
consejo sobre el protocolo de inmovilizacién méas adecuado .

Disefio propio

El biosensor de escala micro funciona con un mecanismo similar pero sustituye el
oro por una oblea de silicio, sobre la que se disefian los microcircuitos épticos. El
equipo del IMM ha disefiado un interferémetro (un circuito) compuesto por varias
capas de éxidos de silicio y nitruros. El interferémetro es el dispositivo por el que
transcurriran los fotones que viajaran desde el emisor de la luz al fotodetector,
pasando por el receptor biolégico, que también esta situado en una disolucion
constante. La luz entra por una Unica via que en un determinado punto del
interferémetro se divide en dos ramas, sobre una de las cuales se ha anclado la
proteina. Las dos ramas vuelven a unirse y con ello la luz, que no sera igual a la que
ha entrado porque en uno de los caminos por los que se ha bifurcado ha sufrido
modificaciones debido al contacto con la proteina. Del analisis de esa interferencia
se extrae la sefial y se averigua la concentracion que existia en la muestra.



A pesar de que los interferémetros se usan mucho en telecomunicaciones su disefio
era incompatible con la aplicacién en biosensores, por lo que este equipo ha tenido
que redefinirlo entero. “Es un disefio completamente nuevo, que requiere mucho
tiempo porque hay que hacer modelizaciones de muchos parametros”. Ademas,
también han tenido que abordar ellos mismos la parte de la modificacién quimica
para el anclaje de proteinas “porque nadie lo hacia” y la del sistema de flujo. Ahora,
bromea la investigadora, “somos unos expertos”.

Las partes del proceso que no realiza el grupo de Lechuga son el disefio de las
proteinas especificas para cada contaminante, que lo llevan a cabo dos grupos de
investigacion en inmunoquimica (uno en Valencia y otro en Barcelona), y el
desarrollo de la electrénica para la adquisicién y procesado de la sefial, que hacen
en colaboracién con un grupo de ingenieria de la Universidad de Las Palmas de
Gran Canaria. “Tenemos muchas colaboraciones porque si no es imposible hacerlo
todo”.

Los biosensores micro portan placas de silicio con 30 interferémetros, ya que cada
uno mide s6lo 4 nanémetros de altura y “es imposible manejarlos en el laboratorio
de uno a uno”. A cada interferébmetro se le conecta una fibra éptica de entrada de
luz y de salida. Esta tltima se enlaza a un fotodetector que transmite la informacién
a la electronica y de ahi al software. El siguiente paso de su investigacion con este
prototipo, mas sensible que el de plasmén superficial, es conseguir hacerlo de forma
mas integrada, es decir reunir todos los componentes en un chip portatil, al estilo
del biosensor de glucosa pero de tamafio mas reducido. Ademas, persiguen
también convertirlo en un multibiosensor, en el que cada interferometro esté
conectado a una cubeta independiente, con lo que se podrian introducir 30
proteinas diferentes, especificas para distintos contaminantes. “Seria un biochip
completo con el que se podrian analizar 30 sustancias al mismo tiempo”.

Andlisis genético

Desde hace dos afos, el grupo ha empezado a investigar con otro tipo de
receptores bioldgicos, las cadenas de ADN. En esta linea, gracias a la colaboracién
con el Departamento de Inmunologia y Oncologia del Centro Nacional de
Biotecnologia del CSIC, en un proyecto europeo sobre el gen BRCAT1 (indicativo de
la propensién al cancer de mama), han creado un prototipo de biosensor
nanométrico muy sensible para muestras muy pequefias, a diferencia de las
técnicas empleadas en la actualidad para el analisis genético.

“Es el mas sofisticado y sensible de los tres modelos que fabricamos”, segin
Lechuga, que explica que lo que emplean en este biosensor como sensor sobre el
que anclar el ADN es una pieza similar a la palanca de lectura del microscopio de
fuerzas atémicas (cantilever). Es una estructura de 200 micras de largo, 20 micras
de ancho y como 300 nanémetros de espesor sobre la que fijan una cadena simple
de ADN (oligonucleétido) mediante un proceso de reacciones quimicas que sigue un
planteamiento semejante al de los otros prototipos.

La deteccion se produce cuando se hace pasar a través de la palanca con la cadena
de ADN la muestra de ADN de un paciente que se quiera analizar. La cadena de
ADN dividida se unira a su complementaria provocando que el cantilever se doble



“como un trampolin en una piscina, pero en este caso la curvatura no se produce
por el peso, que es infimo, sino por un fenémeno de tensién superficial. “Hay algo
diferente en la superficie de arriba de la palanca con respecto a la parte de abajo”.
La luz que se ha proyectado sobre esa palanca sufrird modificaciones en su
reflexién dependiendo del grado del doblamiento, y es eso lo que se mide. “Segun
cuanto cambie sabemos qué concentracién de moléculas de ADN tenemos”. Como
en los anteriores biosensores, este se conecta a la parte de adquisicion de la sefial
y ésta al ordenador con el software que interpreta la sefal.

De esta manera, si la muestra del paciente presenta alguna alteraciéon genética, la
cadena simple de ADN usada como receptor se une mas 0 menos, y eso hara que
la palanca se doble mas o menos. El cantilever tiene sensibilidad suficiente como
para percibir este fendmeno que sucede a escala nanométrica y curvarse también
pocos nanométros.

La investigadora remarca que con este tipo de biosensor no se necesita un
marcador, “es tan sensible que lo registra directamente”, y el no usar marcador
significa ademds que las mediciones son en tiempo real, en el momento en que
suceden las reacciones de reconocimiento lo estas viendo en pantalla. Las técnicas
de analisis genético usadas hoy en dia, como los biochips de ADN, necesitan
siempre de la introduccién de un marcador, ya sea fluorescente, radioactivo o de
otro tipo, que una vez que ha entrado en contacto con la muestra hay que analizar.
Sin embargo, con esta tecnologia, directamente se observa la interaccién de ADN
que esta situado sobre un dispositivo capaz de leer esa interaccion.

La préxima etapa de la investigacion es optimizar el biosensor para convertirlo en un
biochip de andlisis directo de ADN de alta sensibilidad, en el que se integrarian del
orden de 20 cantilevers, cada uno con una secuencia de ADN distinta. Este tipo de
tecnologia, asi como la del biosensor micro, es completamente innovadora, “no hay
nada hecho”, subraya Laura Lechuga; la técnica de los biosensores de plasmén
superficial es muy estandar, pero “los otros dos desarrollos son exclusivamente
nuestros” y segun las comparativas que realizan con otras técnicas de laboratorio
“funcionan muy bien”.
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