. ) ] PORTUGALIAE
Portugaliae Electrochimica Acta 2009, 27(3), 289-298 ELECTROCHIMICA

DOI: 10.4152/pea.200903289 ACTA
ISSN 1647-1571

Impedance Spectroscopy Measurements for
Gotten Membrane and Membrane-Receptor,

in the Presence of Bisphenol A

Andrés Ernesto Mejia,” Chad Leidy, Maria T. Cortés

Universidad de Los Andes, Calle 25 A #4-76 apto 201, 2432460 Colombia

Received 25 April 2008; accepted 15 February 2009

Abstract

The adverse effects of endocrine disruptors on human health have created a need for
screening systems to detect xenoestrogens. In this project, we develop a system to detect
one of these xenestrogens, Bisphenol A (BPA), through the development of a biosensor
based on impedance measurements. The biosensor consists of a supported lipid bilayer
that incorporates a protein receptor sensitive to the presence of BPA. This setup was
originally proposed by V. Granek and J. Rishpon [19]; we now present an alternative
method of analysis to increase sensibility. As a preliminary evaluation of bioactivity of
BPA we measured the direct interaction of this xenoestrogen with the membrane by
analyzing changes in the membrane impedance as a function of BPA concentration. The
results indicate that BPA inserts and disrupts the membrane, but only at very high
unphysiological BPA concentrations (> 1 ppm). We then developed a high sensitivity
biosensor, based on the detection of the electric signal by means of impedance
spectroscopy, resulting from the interaction between BPA and an estrogen receptor
reconstituted in a lipid membrane. The results show that the presence of the receptor
increases by several orders of magnitude the sensitivity of the system, making it
possible to detect BPA at ppb.

Keywords: electrochemical measures in hormonal range, biosensor, impedance
spectroscopy, Bisphenol A, membrane, receptor, xenoestrogen, endocrine disruptors.

Introduccion

Los estrogenos son hormonas sexuales producidos por los ovarios y en pequefas
cantidades por la gliandula adrenal y los testiculos [1]. Inducen fendémenos de
proliferacion celular sobre diversos 6rganos, principalmente 6rganos sexuales de
caricter femenino, como el endometrio, mama y el propio ovario. Actian sobre
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diversos grupos celulares del organismo, especialmente con algunos relacionados
con la actividad sexual; también con el cerebro, en donde presentan funcion
endocrina y neurotransmisora. En su funcion endocrina, los estrégenos atraviesan
la membrana celular para llegar al nicleo, en el que se encargan de activar o
desactivar determinados genes, regulando la sintesis de proteinas[1]. Los
xenoestrogenos son sustancias externas a los organismos vivos, que al ingresar
son capaces de simular las actividades de las hormonas naturales causando
desdrdenes fisioldgicos. Por tanto, también se denominan de manera alternativa
como disruptores endocrinos [2, 3]. Las sustancias xenoestrégenas han
comenzado a incorporarse sistematicamente al medio ambiente de manera
relativamente reciente (menos de 70 afios), a través de la industria quimica en
general [2, 3]. Varias investigaciones recientes han mostrado que los
xenoestrogenos pueden ser, en gran medida, responsables por la preocupante
disminucién en la cantidad y calidad del esperma humano, observada en los
ultimos 50 afios [4, 5]. Por lo tanto es importante desarrollar técnicas sensibles,
especificas y eficientes, para la deteccion de estos componentes.

El Bisfenol A (BPA), un xenoestrégeno, es un compuesto aromdtico tipo fenol
que se obtiene por la reaccion del fenol con la acetona, en relaciéon de 2 a 1. Esta
sustancia fue sintetizada, por primera vez, en 1891 por Dianin [6]. Actualmente,
su principal uso es como mondmero en la sintesis de poli carbonato y resinas
epoxicas, asi como antioxidante e inhibidor de la polimerizacién en el PVC [7].
La migracion al ser humano fue descrita con el uso de pléasticos de poli-
carbonato en los equipos de hemodidlisis [8]. La alta afinidad del BPA con las
proteinas receptoras de estrogeno, lo cual altera su funcionamiento normal,
causan dafios fisiolégicos que no pueden ser reparados facilmente. Nagel mostro
que la exposicion de ratones hembra en estado fetal a dosis de BPA, en el rango
tipico de exposicion de los humanos, altera el crecimiento postnatal y genera una
pubertad temprana en ratones hembra [9-11]. La cromatografia, ensayos
bioldgicos, sensores quimicos y biosensores son los métodos cominmente
usados para la determinacion de BPA [12-19].

Descripcion del proyecto

Hipotesis

El propésito global de esta propuesta es el desarrollo de un método alternativo a
la cromatografia, para la deteccion de BPA en disoluciones acuosas.
Concretamente, el desarrollo de un biosensor basado en receptores especificos
incorporados a una membrana lipidica apoyada sobre un electrodo y cuya sefial
de deteccion es una medida de la resistividad del sistema. La propuesta se basa
en estudios previos que han demostrado la efectividad de la espectroscopia de
impedancia electroquimica para detectar cambios en la resistividad de un
electrodo, en cuya superficie se depositan moléculas de Bisfenol A [20]. La
membrana lipidica permite la incorporacién de un receptor especifico para la
molécula de interés. Por tanto, se propone el desarrollo de un biosensor basado
en una metodologia sencilla y altamente sensible para la deteccion de BPA.
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Materiales

El 1-palmitoyl y el 2-oleoylphosphatidylcholine (POPC) fueron adquiridos por
medio de Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). Este lipido presenta una transicién
de fase gel/fluido a -5 °C, lo cual garantiza que la membrana se mantenga en fase
fluida durante la elaboracion de la membrana apoyada y durante las medidas. El
Decanetiol y el Bisfenol A fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MS).
El receptor de estrégeno recombinante (alfa) fue adquirido en Calbiochem (La
Jolla, CA). Todos los reactivos adicionales fueron de calidad cromatografia y
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MS)

Para facilitar la limpieza del tiol descrita en una seccion posterior, se usaron
como electrodos laminas de platino y de oro de alta pureza. Se utiliz6 una lamina
de platino de 0,75 mm de espesor con un drea superficial eficaz de deposicion de
la membrana de 1 cm®. Adicionalmente, se utilizo una lamina de oro de 0,71 mm
de espesor, con drea eficaz de deposicién de la membrana de 1 cm’, adquiridas a
través de un distribuidor local. Para la limpieza y pulido de los electrodos se
usaron emulsiones de diamante (gruesa de 15 pm, media de 6 um y fina de 1
pm); el material de pulido fue adquirido en Bioanalytical Systems (Lafayette,
IN).

Metodologia

Formacion y caracterizacion

Por medidas de impedancias, de una membrana lipidica apoyada sobre electrodos
de oro y de platino, en presencia de BPA.

Generacion de una membrana lipidica sobre electrodos metéalicos

Limpieza de los electrodos

Los electrodos requieren una limpieza, para eliminar O6xidos y residuos
orgdnicos, previa a la toma de medidas. La limpieza consta de un método
abrasivo y una limpieza electroquimica. Se pulen los electrodos, haciendo uso de
emulsiones de diamante de tamafios 15, 6 y 1 um, y posteriormente se enjuagan
con etanol en bano de ultrasonidos durante 10 minutos, para desprender de la
superficie de trabajo particulas adheridas. Por ultimo se procede a un pulido fino
con una disolucion de alfa alimina de 0,5 pm durante 10 minutos en bafio de
ultrasonido. Una vez realizada la limpieza abrasiva, se procede a la limpieza
electroquimica en disolucion de NaOH 0,1 M mediante una voltametria ciclica
(30 ciclos)

Preparacion de la membrana apoyada

Los lipidos permanecen en la nevera a -20 °C para evitar su degradacion. Antes
de la preparacion de las muestras, los lipidos se colocan en un desecador durante
20 minutos para evitar problemas de condensacion durante el proceso de
descongelacion. En la balanza de precision se pesan las cantidades apropiadas de
los lipidos y los contenedores se devuelven a la nevera inmediatamente. Los
lipidos se hidratan en agua nanopura, cometiéndolos a vortex durante 10 minutos
para dar una concentraciéon final de 0,2 mM de POPC. Esta disolucion se
introduce en un bafio de ultrasonidos hasta obtener una disolucion transparente
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(aproximadamente durante 15 minutos), lo cual indica la presencia de vesiculas
unilamelares pequenas, de un didmetro promedio de 50 nm.

La deposicion se hace sumergiendo el electrodo de platino o de oro, limpio y
tratado con decanatiol, en la disolucidén de vesiculas durante 1 hr. Se cambia la
disolucidn varias veces para eliminar el exceso de vesiculas, de acuerdo con el
siguiente procedimiento: se realiza un primer enjuague, para eliminar las
vesiculas sobrantes, con 20 mL de PBS (pH 7.4); se eliminan 5 mL de la
disolucidn y se realiza un segundo enjuague con 15 mL, finalmente se eliminan 5
mL resultando una disolucion de 10 mL.

La membrana queda asi lista para llevar a cabo el andlisis electroquimico en el
que se mide la impedancia para cerciorarnos de la formacion de una membrana
apoyada en la superficie del electrodo (Fig. 1).

| Electrodo de conteo |

| Electrodo Referencia |

b Bisfenol A

— " Receptor
cotoaee c

Membrana
:
(]

Figura 1. Diagrama de montaje del biosensor.

Metodologia del procedimiento de medida de impedancias

Condiciones del potenciostato para la realizacion de los andlisis

Se realizan barridos de frecuencias desde 30000 Hz hasta 100 mHz, con amplitud
de 10 mV centrada en 170 mV CC para platino y -120 mV para Au. Estos rangos
de operacion Optimos en voltaje, se determinaron al analizar regiones de
corriente constante para una variacion de 15 mV, tanto para polarizacién como
para despolarizacion, sobre la curva de voltametria ciclica.

Estudio del comportamiento electroquimico de los sistemas lipidicos (membrana
-receptor) por espectroscopia de impedancias (EIS) en disolucion acuosa

Se propone un circuito equivalente que se ajuste al sistema lipidico con el
minimo ndmero de elementos, en base al nimero de polos observados a partir de
los diagramas BODE del espectro de impedancias (Fig. 2) y se hace un
seguimiento de los cambios en los pardmetros del circuito por la adicién de BPA.
Con la informacién obtenida en esta etapa, se verifica el circuito equivalente
propuesto buscando el mejor ajuste a esos pardmetros. Este andlisis permitird
deducir una relacion entre la concentracion de BPA anadida a la disolucién y
alguno de los elementos que caracterizan el circuito.
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Figura 2c¢. Diagrama de Bode y ajuste
con el modelo oro y tiol.

Figura 2d. Se observa que en el modelo
propuesto la variacién de la resistencia de la
disolucién, Rs vs. BPA, varia entre 20,7 y 23

Q.

Resultados

En la Fig. 1 se muestra un diagrama del montaje del biosensor sobre platino.
Proponemos que el BPA presenta principalmente dos procesos por los que puede
generar un cambio en la respuesta de impedancia: interactuando con la
membrana directamente (Fig. la) y generando un cambio estructural en la
membrana condicionado por el receptor (Fig. 1b). Las Fig. 2a y b muestran los
circuitos equivalentes que hemos ajustado para platino y oro, respectivamente,
buscando caracterizarlos a través de pardmetros sencillos y que dieran una buena
respuesta via Fitting (Fig 2c¢). En la Fig. 2d se observa que a partir de los
modelos propuestos, con y sin membrana para platino y oro, la resistencia de la
disolucién (Rs y Ru de las Figs. 2a y 2b) no varia apreciablemente con el
incremento de BPA. Podemos inferir que el BPA se adhiere preferentemente al
electrodo en los rangos de concentracion utilizados. Esto verifica la validez del
método usado para detectar pequenas cantidades de BPA y también permite
enfocar nuestra atencion solo hacia los efectos de superficie del electrodo.
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Figura 3. Comportamiento del pardmetro Ry (electrodo de oro) para el caso con

membrana, al incrementar la concentracion de BPA.

El electrodo de oro presenta una respuesta de impedancia mas compleja que la
del platino, lo que requiere mds elementos para su adecuado modelado. Esta
complejidad surge por la presencia de decanatiol en la superficie. Tanto Rs como
Yo se mantienen aproximadamente constantes frente a la presencia del BPA; esto
indica que la variacién de la resistencia de la disolucion, asi como de la
capacitancia de la membrana y capacitancia de interaccion de BPA-electrodo de
platino o poros, se mantiene con pocas variaciones en este modelo. La
incorporacion de BPA es por tanto detectada a través de variaciones en la
resistencia de membrana (R¢), presentada en la Fig. 3. En dicha Fig. 3 se observa
que la variacion de la resistencia es lineal y ocurre en el rango de partes por
millén (ppm). Estos datos indican que el BPA puede interactuar directamente con
la membrana lipidica en ausencia del receptor de estrogeno, pero los efectos
sobre la membrana son solo detectables en concentraciones no fisiologicas,
alrededor de tres O6rdenes de magnitud superiores a las reportadas a nivel
ambiental.
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Figura 4. Comportamiento del parametro Rp, para el caso con receptor vs. BPA.

La segunda etapa de este proyecto se enfoco a investigar si la incorporacion de
receptores de estrogeno a la membrana apoyada proporcionaba un rango mas
amplio de sensibilidad para la deteccion de BPA y proveia de selectividad al
método. Evaluamos la respuesta de Pt y Au en presencia de membrana y RE a
niveles crecientes de BPA. Esperdbamos que el receptor actuara como
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transductor de senal, relacionando la adhesion de BPA al sitio activo del
receptor, con un cambio en las propiedades fisicas de la membrana y, por ende, a
una respuesta electroquimica detectable (Fig. 4). El receptor presenta una alta
afinidad por el BPA. Bajo condiciones estidndar (22 °C y en incubacién durante 2
horas) 1 unidad de receptor adhiere 1 pmol de 3H-estradiol, lo que equivale a
0,335 moléculas de estradiol por receptor. Para la preparacion de muestras, se
adicionaron 10 unidades de receptor por muestra durante el periodo de
incubacion (30 pmoles de proteina por muestra). Al tomar en cuenta que tenemos
un volumen por muestra de 10 mL y asumiendo que el 100% del receptor se
adhiere a la membrana durante el periodo de incubacién, el limite de saturacion
en la deteccion de BPA, exclusivamente por adhesion con receptores, seria de
~2,3 ppm (asumiendo que el BPA y el estradiol presentan el mismo
comportamiento de adhesiéon al receptor). Estas concentraciones, aunque
aproximadas, sugieren que el rango de deteccién en base a receptores, debe
encontrarse en el rango de ppb de BPA y que se debe presentar una saturacion de
receptores en rangos de ppm. Esto se observa claramente en los datos
presentados a continuacion. Para el caso del oro a baja concentracién (menor de
0,5 ppm de BPA) no se observo una tendencia clara en los resultados (datos no
mostrados). Por otro lado, obtuvimos una respuesta clara con el sistema
receptor/membrana en base al electrodo de platino (Fig. 4). Se observa una curva
de saturacion en el rango de partes por billén, que llega a un punto de saturacién
antes de 1 ppm. Interpretamos el comportamiento general de la curva mostrada
en la Fig. 4, como una saturaciéon a bajas concentraciones del receptor, el cual
presenta alta afinidad por el BPA, seguido de la incorporacion de BPA
directamente en la membrana observada. Es decir, la superposicion de los
procesos (a) y (b) descrito en la Fig. 1. Se analizaron otros compuestos,
presentando estructuras moleculares similares al BPA, para evaluar si el sistema
de deteccion en base al receptor era especifico al BPA. Los datos demuestran que
el receptor genera una respuesta en el rango de ppb, lo que indica que el receptor
no responde especificamente al BPA. Los dos compuestos que se evaluaron
fueron nonilfenol y fenol (Fig. 5).
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Figura 5. Comportamiento del pardametro Rp, para el caso con receptor vs. noninfenol.
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Conclusiones

Se ha estandarizado el protocolo para la deposicion de una membrana sobre
electrodos de platino y de oro y se ha observado que la membrana es sensible a la
presencia de BPA en concentraciones superiores a 1 ppm. El aumento de la
resistencia de polarizacion de ambos modelos en presencia de BPA, indica una
interaccion directa entre el BPA y la membrana.

Se ha logrado generar un sistema altamente sensible con Pt, membrana y
receptor, que presenta sensibilidad en el rango de 10 ppb, que es el rango
hormonal. Sin embargo, el sistema resultd no ser especifico al BPA debido a que
el biosensor respondid en estos rangos a la incorporacion de fenol y nonilfenol.
La respuesta a estos tres compuestos indica que el biosensor desarrollado en este
trabajo actia como detector general de compuestos que puedan actuar como
disruptores del receptor de estrogeno y que el sistema, sin un andlisis mas
profundo, no puede utilizarse para la deteccion especifica. Por lo tanto, el sistema
tiene potencial como método de deteccion de diferentes compuestos que puedan
actuar como xenoestrogenos, al interactuar directamente con el receptor de
estrogeno.

Medidas de Espectroscopia de Impedancia sobre membrana y membrana-receptor
apoyadas, en presencia de Bisfenol A

Resumen

Los efectos adversos de los disruptores endocrinos (DE) sobre la salud, crean la
necesidad de generar sistemas de deteccion de xenoestrégenos (DE). En este proyecto
desarrollamos un sistema para la deteccion de uno de estos xenoestrogenos, el Bisfenol
A (BPA), a través de la construccion de un biosensor basado en medidas de
espectroscopia de impedancia para mejorar la sensibilidad. El biosensor consta de un
soporte (electrodo) y una doble capa lipidica a la que le incorporamos una proteina
receptor de estrogenos. Esta idea fue inicialmente concebida por V. Granek y J. Rishpon
(Detecting Endocrine-Disrupting Compounds by Fast Impedance Measurements,
Environ. Sci. Technol. 36 (2002) 1574-1578). Realizamos una evaluacién de la bio-
actividad de BPA con la membrana, a través del andlisis de cambios en la impedancia
en funcion de la concentraciéon de BPA. Los resultados encontrados indicaron que el
BPA cambia la configuracién de la membrana, pero en concentraciones no fisiolégicas
(>1ppm). Posteriormente, con la incorporacion del receptor de estrégeno sobre la
membrana lipidica, desarrollamos un biosensor de mayor sensibilidad haciendo posible
la deteccion de BPA en ppb.

Palavras clave: medidas electroquimicas en rango hormonal, biosensor, espectroscopia
de impedancia, Bisfenol A, membrana, receptor, xenoestrogeno, disruptores endocrinos.
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